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RESUMO

As leishmanioses sdo um grupo de doencas negligenciadas causadas pela infeccdo por
Leishmania spp., protozoarios parasitas pertencentes a familia dos tripanossomatideos. O seu
tratamento é baseado em quimioterdpicos que apresentam crescente resisténcia, alta
toxicidade e custo, cujas formulagbes menos tdxicas sdo inacessiveis para populacdes pobres.
Nesse contexto, € necessario a busca por novas drogas que sejam eficazes e que possam ser
amplamente usadas como terapia em todas as manifestacfes da doenca. Porém, o processo de
desenvolvimento tradicional de uma droga custa cerca de 1 bilhdo de doélares, leva de 12-15
anos e aproximadamente 60% dos candidatos falnam. A etapa inicial de identificacdo de alvos
drogéveis pode ser facilitada pela utilizacdo de dados multibmicos e ferramentas de
bioinformética. O objetivo deste trabalho é ranquear proteinas alvo de parasitos do género
Leishmania que satisfagam caracteristicas desejaveis do ponto de vista da drogabilidade,
incluindo essencialidade, conservacdo, acessibilidade, expressdo e importancia metabdlica,
contribuindo para o desenho de farmacos mais especificos ao controle das leishmanioses.
Além da descoberta de proteinas imunogénicas que possam ser usadas como alvo na producgédo
de antigenos para a Reagdo Intradérmica de Montenegro. Quatorze genomas de espécies
patogénicas de Leishmania foram utilizados como entrada no programa OrthoVenn2 para a
definicdo de grupos de ortologos entre todas as espécies. As proteinas homoélogas ao proteoma
humano foram filtradas através de alinhamentos com BLASTp. A expressdao dos genes
relacionados a essas proteinas foram avaliadas por um pipeline de processamento de dados de
RNA-seq, e suas localizacdes subcelulares foram definidas por homologia com Trypanosoma
brucei e, complementarmente, pelo consenso de preditores computacionais. A essencialidade
dessas proteinas foi encontrada por homologia com Toxoplasma gondii e por reconstrucdo
metabolica in silico com o Pathway Tools. O modelo 3D dos proteomas e a drogabilidade
estrutural foi predito usando o PSI-BLAST, MODELLER e fpocket. Todos esses dados estdo
disponiveis gratuitamente em um web server. Foram selecionadas 4 espécies das 14 iniciais, e
destas, 3.958 proteinas apresentaram-se divergentes ao proteoma humano, sendo expressas na
forma amastigota do parasita e possuindo pelo menos uma cavidade estrutural altamente
drogavel. Uma funcdo de ranqueamento dos alvos drogaveis foi construida para classificar as
proteinas com base nos dados obtidos. As 20 proteinas mais bem classificadas pela funcéo
foram estudadas. Destas, 17 foram definidas como alvos redescobertos, ou seja, ja foram
descritos em Leishmania na literatura; 2 como alvos redirecionados, ja descritos na literatura
porém em outras espécies e 1 novo alvo foi descoberto. O alvo inédito € uma N-
acetilglucosaminadolicil-fosfato que participa do importante processo da glicosilagéo do tipo
N das proteinas. A maioria das proteinas foram anteriormente sugeridas na literatura como
alvo, reforcando a capacidade da metodologia de achar proteinas com relevancia biologica.
Esforcos futuros serdo realizados para a construcdo do top 100 proteinas melhor ranqueadas,
seguidos por validacGes experimentais dos alvos. 20 Proteinas com potencial de serem usadas
como antigenos em exames imunologicos foram selecionadas, destas as 5 melhores tiveram os
seus epitopos preditos resultando em uma lista de possiveis alvos antigenos para o
desenvolvimento de novos substratos para os exames diagnosticos imunologicos
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a group of neglected diseases caused by Leishmania spp., a parasitic
protozoa belonging to the family of trypanosomatids. Its treatment is based on
chemotherapeutics that present increasing resistance, high toxicity and cost, whose less toxic
formulations are inaccessible for poor populations. In this context, it is necessary to search for
new drugs that are effective and can be widely used as therapy in all manifestations of the
disease. However, the traditional drug development process costs around $1 billion, takes 12-
15 years, and approximately 60% of applicants fail. The initial step of identifying druggable
targets can be facilitated by the use of multiomic data and bioinformatics tools. The aim of
this work is to rank proteins from parasites of the genus Leishmania that satisfy desirable
characteristics of druggability, including essentiality, conservation, accessibility, expression
and metabolic importance, contributing to the design of more specific drugs for the control of
leishmaniasis. Furhermore, the discovery of immunogenic proteins that can be used as a target
in the production of antigens in the Montenegro skin test. Fourteen genomes of pathogenic
Leishmania species were used as input to the OrthoVenn2 program to define ortholog groups
among all species. Proteins homologous to the human proteome were filtered through
alignments with BLASTp. The expression of genes related to these proteins were evaluated
by an pipeline of RNA-seq data processing, and their subcellular locations were defined by
homology with Trypanosoma brucei and, in addition, by the consensus of computational
predictors. The essentiality of these proteins was predicted by homology with Toxoplasma
gondii and by metabolic reconstruction in silico with Pathway Tools. The 3D model of
proteomes and structural druggability was predicted using PSI-BLAST, MODELLER and
fpocket. All this data is freely available on a web server. Four species were selected from the
14 initial ones, and of these, 3958 proteins were found to be divergent from the human
proteome, being expressed in the amastigote form of the parasite and presenting at least one
highly druggable structural cavity. A druggable target ranking function was constructed to
classify the proteins based on the data obtained. The 20 proteins best ranked by function were
studied. Of these, 17 were defined as rediscovered targets, that is, they have already been
described in Leishmania in the literature; 2 as redirected targets, already described in the
literature but in other species and 1 new target was discovered. N-acetylglucosamine-dolicyl-
phosphate participates in the important process of N-type glycosylation of proteins and was
suggested as a new potential candidate found in this work. Most proteins were previously
suggested in the literature as targets, reinforcing the methodology’s ability to identify proteins
with biological relevance. Future efforts will be made to build the top 100 best-ranked
proteins, followed by experimental validations of the targets. 20 proteins with the potential to
be used as antigens in immunological tests were selected, of which the best 5 had their
epitopes predicted, resulting in a list of possible antigenic targets for the development of new
substrates for immunological diagnostic tests.

Keywords: Leishmania. Target protein prioritization. Computational biology.
Immunobioinformatics.
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1 INTRODUCAO

1.1 CICLO DE VIDA DA LEISHMANIA

Leishmania spp. sdo protozoarios parasitas da familia Trypanosomatidae. Das53
espécies que compdem o género Leishmania, 20 estdo associadas a um grupo de doencas
denominadas leishmanioses (AKHOUNDI et al., 2016). Esses microorganismos sao
heteroxénicos, passando parte da sua vida em um hospedeiro invertebrado e parte em um
vertebrado. Durante esses estadgios, a morfologia e metabolismo do parasita mudam
drasticamente. Humanos e outros mamiferos sdo os hospedeiros vertebrados que podem
ser infectados pelo parasita através da picada de mosquitos flebotomineos pertencentes ao
género Lutzomyia ou Phlebotomus, os quais compdem o grupo de vetores invertebrados
da doenca. Somente as fémeas participam do ciclo da doenca pois estas sao hematéfagas,
e naturalmente demandam mais nutrientes que podem ser encontrados no sangue por
conta da producdo dos ovos. Durante o repasto sanguineo de um vetor infectado, ocorre a
liberacdo da sua saliva acompanhada de formas promastigotas metaciclicas do parasita na
corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado (MASLOV et al., 2013). Uma vez dentro do
hospedeiro, os parasitas, que sdo fagocitados por células imunes (macrofagos, neutrofilos
e células dendriticas), assumem a forma arredondada, transformando-se em amastigotas
altamente adaptadas ao ambiente acido do fagolisossomo. No interior dessa organela
multiplicam-se repetidamente por divisdo binéria, culminando no rompimento da membrana
plasmatica das células do hospedeiro, liberando formas amastigotas do parasito no meio
extracelular que rapidamente sdo novamente fagocitadas (GOSSAGE; ROGERS;
BATES, 2003; BATES, 2007; SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). O ciclo torna-se
completo a partir do momento em que um flebotomineo nédo infectado se alimenta de um
hospedeiro vertebrado infectado, adquirindo assim a forma amastigota do parasita. Junto
ao bolo alimentar, o parasita percorre o trato intestinal do flebotomineo, diferenciando-se
na forma promastigota nesse percurso. Ao alcancar as por¢oes médias e posteriores do
intestino (dependendo do subgénero: Viannia ou Leishmania) o parasito se adere as
células que compdem a parede intestinal do flebotomineo. Apos a fixagdo, o parasita passa
por diversas modificagdes morfologicas e inicia o processo de migracdo até alcancar a
probdscide, onde estd apto a infectar outro hospedeiro durante o repasto sanguineo
(BATES, 2007). A Figura 1 resume o ciclo de vida do parasita.
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Figura 1 — Ciclo de vida das Leishmania. Setas em vermelho e em azul representam, respectivamente, 0s
estagios no flebotomineo e no hospedeiro vertebrado.
Fonte: Adaptado: Centers for Disease Control and Prevention. Leishmaniasis

1.2 AS LEISHMANIOSES

As leishmanioses compdem o grupo das doengas infecciosas negligenciadas, ocor-
rendo principalmente nos continentes Africano, Asiatico e Americano, nos paises pobres
e nas populagdes vulneraveis dessas regifes. Estima-se que existam 350 milhdes de
pessoasem risco de serem infectadas pela doenca em todo mundo (ALVAR et al., 2012).
Nas Ameéricas, o total de novos casos registrados entre os anos de 2001 até 2017 é de 1
milhdo,com cerca de 143 mil novos casos por ano (Pan American Health Organization,
2020).

A apresentacdo clinica da doenca depende da espécie de Leishmania bem como
da interacdo entre o parasita, sistema imune do hospedeiro e a composicdo da saliva do
flebotomineo. Entre estas apresentagdes, temos: leishmaniose cutanea localizada (LCL),
caracterizada por ulcerac@es de diferentes tamanhos no local da picada do flebotomineo, em

que todas as infec¢des sintomaticas costumam iniciar com uma lesdo cutanea; leishmaniose
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mucocuténea (LM), a qual afeta a pele e as mucosas, normalmente causada pelo complexo
Leishmania (Viannia) braziliensis; leishmaniose cutanea disseminada (LCD), associada a
multiplas lesGes pleomorficas espalhadas por todo o corpo, sendo relacionada com as L.
aethiopica e L. amazonensis, L. braziliensis; leishmaniose visceral (LV), onde o parasita se
difunde através da corrente sanguinea, alcan¢ando 6rgdos essenciais como figado e baco
e, eventualmente, a medula 6ssea, ligada a infeccdo por L. infantum e L. donovani
(ALVAR et al., 2012; GUERRA et al., 2011; HERWALDT, 1999; SCORZA; CARVALHO;
WILSON, 2017; TIUMAN et al., 2011). No Brasil, as leishmanioses sem 2020 foram
registrados 16.432 novos casos de Leishmaniose cutanea e entre 2018-2020 foram
registrados 7.928 novos casos de Leishmaniose visceral (Pan American Health
Organization, 2020).

Né&o ha vacinas para combater a doenca, cujo tratamento, em geral, usa drogas
ndo especificas e desenvolvidas ha muitas décadas, com poucas formulagbes novas sendo
colocadas no mercado nos ultimos anos. Portanto, h4 uma real necessidade de terapias
mais efetivas e menos toxicas ao paciente. Tendo em vista a variabilidade das manifestacfes
clinicas, o prognostico que vai desde assintomaticos e cura espontanea a cronicidade e até
morte em casos mais graves, que depende da combinacdo de espécie de Leishmania, vetor,

e caracteristicas intrinsecas do hospedeiro.

Figura 2 — A) Hepatoesplenomegalia causada por LV. B) Multiplas lesdes acneiforme e
papulares resul-tantes da LCD. C) Lesfes no tecido da mucosa nasal com perfuracdo do
septo nasal decorrente de LM. D) Lesdo ulcerativa no local da picada do flebotomineo,
LC.

Fonte:  (SANGENIS et al.,, 2014; MOKNI, 2019; CALVOPINA et al.,, 2006;
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KNAPP; ALPERN, 2020).

1.3 IMUNOPATOLOGIA DA DOENCA

As primeiras células do hospedeiro infectadas pelo parasita sdo os neutréfilos,
que apresentam suscetibilidade a infeccdo e sdo incapazes de neutralizar os parasitas
fagocitados. Os neutrofilos sdo induzidos ao processo de morte celular mediada por
apoptose desencadeado pela infeccdo, levando a formacédo de corpos apoptoticos. Estes
corpos servem como verdadeiros cavalos de troia, abrigando o parasita na sua forma
promastigota e induzindo o processo de fagocitose pelos macréfagos, de tal forma que ndo
ocorre a ativacdo dos mecanismos de defesa do mesmo, favorecendo o estabelecimento e
replicacdo do parasita (KAYE; SCOTT, 2011).

Apesar da importancia dos neutréfilos nos momentos iniciais da infec¢do, sdo as
células fagociticas mononucleares (predominantemente os macrofagos) as responsaveis por
neutralizar os agentes invasores. No entanto, o parasita possui mecanismos de evasdo do
sistema imune, que incluem a inibicdo da proteina quinase C (PQC ) (HOLM et al., 2003), o
retardamento da fuséo do lisossomo com o fagossomo (LODGE; DIALLO; DESCOTEAUX,
2006), a resisténcia a lise mediada pelo complemento, o rompimento da montagem da
NADPH oxidase na membrana do fagossomo e a modulacdo da producdo de 6xido
nitrico (NO) (BRITTINGHAM; MOSSER, 1996; LODGE; DIALLO; DESCOTEAUX,
2006).

Desta forma, o macréfago se torna o principal nicho de replicacéo e sobrevivéncia
do parasita a longo prazo, e 0 mesmo consegue sobreviver e estabelecer uma infeccéo.

A acdo protetora do sistema imune contra as leishmanioses esta associada com a
resposta dos linfécitos T CD4+ com perfil tipo Thl, enquanto o estabelecimento e
progressdo da doenga com o perfil Th2 (MCMAHON-PRATT; ALEXANDER, 2004).
Entretanto, pacientes com infecgOes ativas ndo apresentaram uma polarizagdo no padréo
de expressdo de suas citocinas e sim uma combinacdo dos dois perfis (CHTANOVA et
al., 2001). As citocinas IL-12 e IFN-y assumem um papel importante na destruicdo do
parasita pois estdo relacionadas com a diferenciagédo dos linfécitos ThO em Thl e da
ativacdo de macréfagos. A IL-12 é produzida pelas Células Apresentadoras de Antigenos
(APCs) presentes no infiltrado formado pela infeccéo, sendo reconhecida pelos linfécitos
CD4+ que, como resposta, se diferenciam e proliferam em Thl (ALIBERTI et al., 2002).

O Thl participa da ativacdo dos macréfagos através do reconhecimento dos epitopos



24

apresentados pelo macrofago via complexo principal de histocompatibilidade classe Il
(MHC 1), ligagéo entre CD40L e CD40 e subsequente producédo de IFN-y, resultando
no aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio no interior dos
macroéfagos, assim favorecendo a morte do patégeno. Porém a producéo exacerbada dessas
moléculas pode induzir dano ao tecido e agravamento da doenca (SCOTT; NOVAIS, 2016).
A permanéncia e estabelecimento do parasita podem estar associados com a ex-
pressdo da citocina IL-10, e em decorréncia da presenca desta citocina ocorre a inibicdo
da producdo de moléculas pro-inflamatdrias, coestimuladores e de MHC Il (GLOCKER
etal., 2011). Um dos responsaveis pela producdo dessa citocina no contexto de infeccao
por Leishmania é o linfocito T CD4+ com perfil Th2 (KAYE; SCOTT, 2011). Sendo os
linfé-citos T auxiliares um dos principais fatores na modulacdo da resposta imunoldgica
contra o parasita, saber quais proteinas das Leishmania podem gerar epitopos
imunogénicos ira auxiliar no processo de desenvolvimento e aperfeigcoamento de métodos

para o diagnostico da leishmaniose, bem como nas ac@es profilaticas contra a doenca.

1.4 EXAMES DIAGNOSTICOS PARA DETECCAO DE LEISHMANIA

Os métodos diagnosticos possuem efetividades relativas as formas clinicas da doenga,
a condicdo do sistema imune do hospedeiro e a carga parasitaria. Dessa forma, existem
conjuntos de metodologias que sdo mais eficazes para as LC e LM e outros que sdo mais
eficazes para LV (ARONSON, 2017; THAKUR; JOSHI; KAUR, 2020). Em geral, as

metodologias sdo divididas em trés vertentes: parasitolégico, imunoldgico e molecular.

1.41 Exames parasitoldgicos

Ainda padréo ouro pela sua alta especificidade, os exames parasitoldgicos baseiam-se
na observacdo de Leishmania de forma direta, por cultura in vitro e/ou histopatologia
(ARONSON et al., 2016; VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015). Para a observacdo direta
do parasito em microscépio sdo feitos esfregacos com coloracdo Giemsa, proveniente de
amostras de biopsias, escarificacfes, puncdes aspirativas ou plasma. Normalmente é o
procedimento de primeira escolha em LC e LM por ser répido, préatico e barato, porém sua
sensibilidade ¢é inversamente proporcional ao tempo da leséo, além do fato de que infeccBes
secundarias podem depreciar o diagnéstico (VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015). Em
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LV, a origem da amostra influencia diretamente na sensibilidade, as mais indicadas sdo
as de medula 6ssea e baco com 60%-85% e 93%, respectivamente, porém a obtencdo
desses materiais estdo associados a grande desconforto ao paciente e risco de hemorragia
(ELMAHALLAWY et al., 2014; THAKUR; JOSHI; KAUR, 2020).

As mesmas amostras utilizadas no exame direto sdo usadas para a realizagdo da
cultura in vitro, sendo uma das suas principais vantagens a possibilidade do isolamento
do parasita para posterior identificacdo a nivel de espécie (HANDLER et al., 2015).
Entretanto, € um método custoso, de facil contaminacédo e demorado, levando entre 5 a 28
dias para confirmacgdo do resultado, sendo ainda de baixa sensibilidade e produzindo
resultados altamente variaveis. A histopatologia € um importante método diagnostico pois
proporciona a visualizacdo de todo o contexto histolégico resultante da infeccédo
(HANDLER et al., 2015). As amostras de bidpsia sdo fixadas, processadas, e as laminas
sdo coradas com Hematoxilina-Eosina. As formas amastigotas do parasita podem ser
observadas como formacdes basoéfilas dentro dos macrofagos com cerca de 2 a 4 um
de didmetro e com o cinetoplasto visivel. Outros padrées histolégicos caracteristicos sdo
o infiltrado e a formacdo de granuloma (HANDLER et al., 2015). A histopatologia é
importante para a confirmacdo da infeccdo, porém a sua sensibilidade é baixa, em torno
de 59%, além de sercustoso e exigir recursos materiais e humanos mais complexos (AL-
HUCHEIMI; SULTAN; AL-DHALIMI, 2009).

Em geral os métodos parasitolégicos sdo importantes para confirmacdo do diag-
nostico, porém, as complexidades atreladas a sua execucdo, o tempo de processamento
dos resultados e a sua impraticabilidade in loco séo fatores que impedem a sua ampla

execucao.

1.4.2  Exames imunologicos

Os métodos imunoldgicos podem ser executados em campo com tempo de
processa- mento curto e custo relativamente baixo, sendo divididos em soroldgicos e
intradérmicos. Os testes sorologicos alicercam-se na presenca da resposta imune humoral
e os intradérmicosna resposta de hipersensibilidade celular tardia (VRIES; REEDIK;
SCHALLIG, 2015).

Como LC e LM estdo associados a uma resposta humoral fraca e presenca de

hipersensibilidade, os métodos intradérmicos sdo mais indicados para essas Manifestacdes.
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A reacdo intradérmica de Montenegro é a representante desse grupo, tendo sido
introduzida em 1926 como uma forma barata, portétil e simples de diagnosticar LM.
Consiste de uma injecdo intradermal de 0.1 mL de antigeno por via intradérmica na face
anterior do antebraco. Apos 48-72 horas, a enduracédo no local € medida em milimetros, e
endurag6es com didmetros maiores ou iguais a 5 mm séo consideradas positivas (ANTONIO
et al., 2014; BRAZ, 2019). Com sensibilidade de 86,4% até 100% ¢é um dos principais testes
no Brasil que suporta o diagndstico de infeccdo por Leishmania, sendo ainda mais
importante em regides rurais e pobres (BRAZ, 2019; PINHEIRO et al., 2020). Néo
existe uma padronizacdo nos antigenos e nem na metodologia usada para produgdo dos
mesmos, podendo ser de diferentes tipos moléculas originadas de diferentes espécies e/ou
cepas. Recentemente, o CPPIl (Centro de Producdo e Pesquisa de Imunobioldgicos)
responsavel pela producdo do antigeno no Brasil, suspendeu a sua fabricacdo, como
resultado a utilizacdo de Kits nacionais para a realizacdo do exame de reacdo intradérmica foi
interrompida (BRAZ, 2019). Em outros paises, como os Estados Unidos, nenhum metodo
diagnostico intradérmico foi aprovado pelos 6rgaos governamentais (ARONSON et al.,
2016).

Em contraste, a LV estimula hipergamaglobulinemia e por isso varios métodos
soroldgicos foram criados para a sua identificacdo. Dentre 0s ensaios disponiveis no mercado,
encontram-se o ELISA, imunofluorescéncia, imunocromatografia rapida, western blot e
aglutinacdo direta. Normalmente esses testes de deteccdo de anticorpo compartilham altas
sensibilidades para LV aguda, porém podem ser positivos para assintomaticos e pacientes
com cura clinica, sendo assim, testes soroldgicos devem ser interpretados em conjunto com
resultados de outras metodologias diagnoésticas e evidéncias clinicas (BURZA; CROFT;
BOELAERT, 2018).

As falhas dos testes imunoldgicos sdo tdo evidentes quanto suas qualidades. Por
serem fundamentados na resposta imunoldgica do paciente, infecgdes recentes e em indivi-
duos imunodeprimidos apresentam altas taxas de falso-negativo. Outra adversidade séo as
reacOes cruzadas com outros patdgenos como Trypanosoma cruzi (causador da doenga de
Chagas), Plasmodium spp (causador da malaria) e Sporothrix brasiliensis (causador da
esporotricose), ndo sendo indicada a sua aplicacdo em areas conhecidamente endémicas
desses agentes. Portanto, os testes imunologicos séo ideais para triagem, aplicagdo em
campo e inquéritos epidemioldgicos (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; HANDLER et
al., 2015; VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015).
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1.4.3 Exames moleculares

A aplicacdo da biologia molecular no diagnostico das leishmanioses supriu algumas
limitacdes dos métodos parasitoldgicos e imunoldgicos, possuindo uma alta sensibilidade e
especificidade, utilizagdo de amostras de obtencdo menos invasivas e rapidez na liberagdo dos
resultados, além da capacidade de detectar casos com baixa carga parasitaria (THAKUR;
JOSHI; KAUR, 2020; VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015). A PCR (Rea¢do em Cadeia
da Polimerase) e suas variactes qPCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa) e
nPCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase aninhada) sdo os representantes desses métodos
amplamente utilizados na pesquisa, porém ainda ocasionalmente empregados na rotina
clinica, dado seu alto custo que impossibilita sua aplicacdo em regides pobres. Estas
metodologias geralmente usam como alvos a amplificacdo de DNA ribossomal ou DNA do
cinetoplasto (THAKUR; JOSHI; KAUR, 2020; VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015).

1.5 TRATAMENTOS DISPONIVEIS

As terapias atualmente utilizadas no tratamento das leishmanioses consistem prin-
cipalmente de antimoniais pentavalente como primeira linha no tratamento e, em casos
de resisténcia, intolerancia ou em casos especificos de LV, a anfotericina B desoxicolato
eanfotericina B lipossomal sdo adotadas (MALTEZOU, 2008). Todavia, a anfotericina B
desoxicolato apresenta muitos efeitos adversos, dentre eles: nefrotoxicidade, hipocalemia,
anemia, entre outros, além da duracdo de 15 dias de tratamento tornando-o de dificil
continuidade e com uma alta taxa de desisténcia (KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015).
A anfotericina B lipossomal resolve boa parte dos problemas da sua antecessora, com um
tratamento curto, de 3-5 dias, menos efeitos adversos e com uma alta taxa de cura (>90%)
em LV (OLLIARO et al., 2005). Porém o seu custo € muito alto, em torno de 40 mil
reais dependendo da forma de administracdo (intramuscular ou intravenosa), tornando-a
inacessivel para a populagdo pobre, justamente a mais afetada pelo parasita (ASSIS et al.,
2017).

Com a necessidade de novos medicamentos e com a falta de interesse aparente da
industria farmacéutica, varias iniciativas globais tentam auxiliar e desenvolver tratamentos

seguros, eficazes e acessiveis para populacdes vulneraveis. A DNDI, sigla em inglés para
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Drugs for Neglected Diseases initiative, € uma delas. Formada por institui¢cbes do setor
pablico de diversos paises, incluindo o Brasil, Quénia, Malasia e Franca, vem investindo para
formar grupos de trabalho voltados na construcdo de um modelo alternativo para a pesquisa
e desenvolvimento de medicamentos novos e acessiveis contra doencas negligenciadas.
Desta forma é imperativo a busca por novos medicamentos no tratamento das
leishmanioses, porém, o processo de descoberta de farmacos é extremamente custoso,
cientificamente desafiador, demorado e arriscado, pois a maioria dos compostos que
apresentam potencial em etapas pré-clinicas ndo chegam a confirmar sua eficacia em
ensaios clinicos posteriores (PLENGE; SCOLNICK; ALTSHULER, 2013). Uma das formas
de mitigar parte destes riscos e agilizar as etapas iniciais € a pre-selecdo de proteinas
com potencial de serem utilizadas como alvos, através da utilizacdo de dados estruturais

associados com dados em larga escala das tecnologias émicas.

1.6 INTEGRAQAO DE DADOS OMICOS E ESTRUTURAIS NA BUSCA POR
PROTEINAS ALVO

Atualmente, a cristalografia de raio X e espectroscopia por RMN (Ressonancia
Magnética Nuclear) sdo os métodos mais utilizados para obtencao de modelos atbmicos das
proteinas, podendo ser associados a ferramentas computacionais que auxiliam na resolucdo
de vérias estruturas (XU et al., 2007). Partindo destes modelos estruturais é possivel
identificar cavidades nas superficies das proteinas (Figura 3), muitas das quais podem
servir como sitios de ligacdo a pequenas moléculas potencialmente drogaveis (HAJDUK;
HUTH; TSE, 2005). Integrando as informacdes estruturais destas proteinas com dados de
alinhamento de sequéncias podemos buscar por proteinas conservadas em diversos genomas
de espécies patogénicas, como por exemplo as pertencentes ao género Leishmania; confirmar
a codificacdo destes genes em RNA mensageiro (MRNA) e mensurar a sua expressao por
meio de dados transcriptdbmicos, permitindo a selecdo de genes em larga escala que sdo
expressos em um estagio morfologico desejado. Ao mesmo tempo, é possivel selecionar
proteinas que produzam epitopos imunogénicos a partir de preditores computacionais,
facilitando a selecdo de proteinas que possam ser usadas em exames imunoldgicos, dentre
diversas outras possibilidades.

O linkage de todas essas informacdes culmina na formagédo de um conhecimento mais
abrangente e estruturado sobre as proteinas de interesse e possibilita a selecdo de possiveis

alvos. Tais alvos podem ser explorados tanto em uma visdo de desenho de inibidores
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direcionados quanto para seu uso em exames imunolégicos. Este projeto visa contribuir
sobretudo na priorizacdo e selecdo inicial dos alvos proteicos genéricos, presentes na maioria
das espécies patogénicas de Leishmania, oferecendo um repositorio rico em informacdes
para a comunidade cientifica que permitira acelerar as etapas iniciais do processo de
descoberta de novos compostos antileishmaniais (CLOETE et al., 2016; RADUSKY et
al.,2015; RAMOS et al., 2018).
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Figura 3 — Estrutura tridimensional da proteina LPG2 de L. infantum. Em azul
estdo destacados osatomos que formam uma cavidade possivelmente drogavel.
Fonte: Elaborado pelo o autor
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2 REVISAO DE LITERATURA

O desenvolvimento tradicional de uma droga, da sua idealizacdo até a comercia- lizagéo é
custoso, cerca de 1 bilhdo de dolares, leva de 12-15 anos e cerca de 60% dos candidatos falham.
As etapas iniciais de identificagdo, validacdo e triagem de um alvo séo cruciais e, nesse
contexto, os alvos podem ser biomoléculas como proteinas, genes e RNAs. Tradicionalmente
estas etapas sdo executadas através de dados de experimentos in vitro e in situ, que muitas
vezes sdo caros e de dificil execu¢do, como a triagem de alto rendimento (HTS) contra um
biblioteca de milhares compostos com a¢do drogavel conhecida (GINSBURG; MCCARTHY,
2001; HUGHES et al., 2011; SCHMIDTKE; BAR-RIL, 2010). Esse universo de alvos e
componentes drogéveis pode ser reduzido e otimizadocom a aplicagédo de ferramentas in silico,

resultando na redugdo dos gastos e rapidez no processo de descobrimento de novas drogas.

B
L

Pré-clinica Clinica

v

Pesquisa Selecéo do candidato
exploratéria adrogra

Geragéo Identificacdo do |  Otimizagéo
da substancia ativ Protétipo do protétipo

Figura 4 — Esquema representando o processo de descoberta de uma droga. A letra A sinaliza a etapa emque 0
projeto esté situado.

Fonte: Adaptado: Medicinal Biotechnology for Disease Modeling, Clinical Therapy, and Drug Discovery and
Development (DUELEN et al., 2019).

2.1 INTRODUGAO SOBRE A ABORDAGEM MULTI-OMICA INTEGRADA

Denominamos de abordagem multi-6mica integrada um esquema integrativo de
diversos niveis hierarquicos de dados 6micos, modelos metabolicos de escala genémica e
dados funcionais/estruturais relacionados a qualquer patégeno, que pode ser usado na
priorizacdo de genes e proteinas com caracteristicas atrativas para o desenvolvimento de
novas drogas (HASIN; SELDIN; LUSIS, 2017; RAMOS et al., 2018; SUN; HU,
2016).

Essa abordagem é também conhecida como proteémica (ou gendmica) subtrativa,
por conta da estratégia adotada em grande parte dos trabalhos onde os potenciais alvos
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vdo sendo filtrados da analise por satisfazerem a menos par@metros de drogabilidade.
Avangcos tecnoldgicos, sobretudo das tecnologias de sequenciamento, proporcionam rapidez,
qualidade e reducdo do custo na producao de dados gendmicos e transcriptomicos (DIJK et
al., 2014) acoplados com informac@es oriundas de outras metodologias como CRISPR-Cas9,
resolucdo de estruturas proteicas por raio X e espectroscopia RMN, tornaram populares
e necesséarias as abordagens que integrassem e processassem essa enorme quantidade de
dados e fornecesse resultados com importéncia bioldgica (SHALEM et al., 2014; XIA, 2017).
Recentemente a aplicacdo da abordagem multi-6mica vem sendo empregada em organismos
que apresentam resisténcia a multidrogas ou aqueles que ndo possuem drogas efetivas
disponiveis no mercado, resultando na identificacdo de varios alvos espécie-especificos
(KHAN et al., 2020; UDDIN; JAMIL, 2018; VAKILI et al., 2018).

Apesar de ndo existir restricdo na escolha do patdgeno que sera estudado é necessario
que o genoma do mesmo tenha sido sequenciado e montado com qualidade para que as
informagdes geradas pelo estudo sejam fidedignas com a realidade. Ademais existe um fluxo
de trabalho padrdo seguido pela maioria dos estudos de protedmica subtrativa para definir
estudos envolvidos na descoberta de novos alvos proteicos, constituido pelas seguintes
etapas (MAURYA; AKHTAR, 2020):

1. Identificacdo de proteinas paralogas;

2. ldentificacdo de proteinas ndo homélogas ao proteoma humano;
3. Essencialidade;

4. Predicdo da localizacdo subcelular;

5

. Anédlise da drogabilidade.
2.1.1 Ildentificacdo de proteinas paralagos

A paralogia é uma relacéo particular de homologia originada a partir da duplicacdo
recente de um gene que pode manter a mesma funcéo do gene que o originou, divergir e
desenvolver uma funcgéo distinta ou até perdé-la, tornando-se um pseudogene (MOREIRA,;
LOPEZ-GARCIA, 2011). As proteinas paralogas sdo indesejadas nesse contexto pois geram
redundancia no conjunto de estudo; sendo assim, diferentes ferramentas sdo utilizadas
para exclusdo dessas proteinas, como o CD-HIT, uma ferramenta que agrupa proteinas

que compartilham alta identidade entre si (FU et al., 2012).

2.1.2 ldentificacdo de proteinas ndo homadlogas ao proteoma humano
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Para evitar reacdes cruzadas, o0 que poderia aumentar a toxicidade e causar efeitos
adversos entre as drogas e as proteinas do hospedeiro, uma etapa de filtragem das proteinas
homologas ao proteoma humano é necessaria (AZAM; SHAMIM, 2014). O BLASTp,
um algoritmo de alinhamento local de sequéncias de aminodcido, é adotado para essa
tarefa, com parametros de selecdo como identidade e e-value (ALTSCHUL et al., 1997,
CHAVEZ-FUMAGALLI et al., 2018; RAMOS et al., 2018). O estudo de redes é utilizado
na selecdo de vias metabdlicas especificas ao patdgeno, assim aumentando a especificidade
do efeito das drogas (MONDAL et al., 2015). The Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) é um dos principais banco de dados na busca por vias metabdlicas

junto com o BioCyc.

2.1.3 Essencialidade

A essencialidade é dada pela indispensabilidade de um gene na manutencdo das
funcBes vitais do organismo, portanto, a inibi¢cdo do produto deste gene resulta na morte
ou incapacidade de reproducdo de um dado patégeno (BOUTET et al., 2007; ZHANG;
LIN, 2009). Identificar genes essenciais é extremamente importante visto que suas funcées
interferem diretamente na sobrevivéncia do patdgeno e, por consequéncia, na infeccdo
causada por ele. Existem diversas formas de determinar se um gene € essencial ou nao:
consultas ao Database of Essential Genes (DEG) <http://origin.tubic.org/deg/public/
index.php> € uma delas, esta base contém informacGes de essencialidade de bactérias
e eucariotos, que podem ser usadas diretamente ou a partir de comparacdes utilizando
algoritmos de alinhamento de sequéncias bioldgicas (ZHANG; LIN, 2009); Dados de
estudos de knockout em larga escala oriundos de tecnologias como CRISPR/cas9 (SIDIK
et al., 2016) e por ultimo, reconstru¢cdes metabolicas em escala gendmica utilizando a
ferramenta Pathway Tools (KARP; PALEY; ROMERO, 2002) e posterior conversdo dessas
vias em grafos com o Cytoscape (SHANNON et al., 2003), permitindo a identificacdo dos
choke-points (proteinas que possuem funcfes Unicas como o0 consumo de um substrato ou a
sintese de um produto, logo a sua inibicdo levaria a um acumulo ou falta de componentes

fundamentais na manutencgéo da via) (YEH et al., 2004).

2.1.4 Predicéo da localizagao subcelular
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Para determinacdo da localizacdo subcelular de um conjunto de proteinas,
inici-almente devem ser executadas buscas em bancos de dados como UniProtKB/Swiss-
Prot visto que nestes existem dados experimentais e manualmente curados
relacionados a localizagcdo subcelular (BOUTET et al., 2007). Especificamente para
Trypanosoma bru- cei existe uma iniciativa chamada TrypTag <http://tryptag.org/>
(DEAN; SUNTER; WHEELER, 2017), que objetiva determinar a localizacéo de todas as
proteinas codificadas pelo seu genoma através da marcacdo de proteina por
fluorescéncia (DEAN; SUNTER; WHEELER, 2017). Para os patdgenos que possuem
pouca ou nenhuma informacdo sobre a localizacdo subcelular das suas proteinas a
genbmica comparativa pode ajudar, existindo a possibilidade de extrapolar as
informacBes de organismos evolutivamente proximos por meio de alinhamentos da
sequéncia génica (OSTERMAN; OVERBEEK, 2003). Outraalternativa € a predicéo
das localizacBes subcelulares através de ferramentas que se baseiam em aprendizado de
maquina e na composicdo de aminodcidos da porcdo N-terminal das proteinas
(HORTON et al., 2007; YU et al., 2014).

2.1.5 Analise da drogabilidade

A drogabilidade é definida pela capacidade de uma proteina alvo em ligar-se a um
componente quimico, que atua como droga, com alta afinidade, resultando na modulacdo da
sua funcdo (OWENS, 2007). Este € um critério importante na priorizacdo de um alvo, pois
proteinas com alta drogabilidade teriam maiores chances de terem sua funcdo molecular
interrompida pela agdo de drogas (LUDIN et al., 2012; SHENDE et al., 2017). A maioria
dos estudos utiliza o DrugBank, um banco de dados que armazena informacg6es sobre drogas
conhecidas e seus alvos, 0 qual é constantemente atualizado e permite o processamento
local dos seus dados (WISHART et al., 2018). A atribuicdo da drogabilidade das proteinas
¢ feita pela comparacdo por BLASTp entre as proteinas do banco de dados e as de
interesse. Muitos estudos utilizam abordagens mais complexas como a predicdo das
cavidades drogaveis de uma proteina através do seu modelo estrutural (CHAVEZ-
FUMAGALLI et al.,, 2019) baseando-se em 3 métodos: 1) aprendizado de maquina,
fundamentado na construcdo e otimizacdo de um modelo de predicdo de cavidades
drogaveis treinado a partir de um conjunto de aprendizado formado por diversas
informacdes fisico-quimicas de cavidades drogaveis conhecidas; 2) triagem virtual, uma

tentativa de mimetizar os resultados alcancados em experimentos como ressonancia
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magnética nuclear por meio do docking de diversos fragmentos em uma dada
cavidade e a 3) biologia de sistemas no contexto de drogabilidade, associando as
diversas camadas de dados bioldgicos e os relacionando com as possiveis interacdes com
a droga por meio da teoria de grafos e redes (HUSSEIN et al., 2017). MAPPOD,
DrugPred, CanSAR e FTMap sdo exemplos de ferramentas que utilizam esses conceitos
(CHENG et al.,, 2007; KOZAKOV et al., 2015; KRASOWSKI et al., 2011;
MITSOPOULOS et al., 2015).

2.1.6  Aplicagéo da metodologia multi-6mica

2.1.6.1 Bartonella bacilliformis

Nos ultimos 5 anos Vvarios artigos foram publicados sobre esse tema e diversos
patdgenos tiveram seus proteomas explorados na procura por alvos. Estudos em patdgenos
intracelulares, a exemplo Khan et al. (2020) em Bartonella bacilliformis resultaram na
descoberta de uma proteina com potencial de drogabilidade e antigenicidade inédita.
Essa bactéria é gram-negativa, apresenta resisténcia a multidrogas, também sendo o
agente etioldgico da doenca de Carribn em humanos, que pode ser fatal se o paciente
ndo for tratado com antibiético. E endémico em algumas regides do Peru, Equador e
Colémbia e, semelhante as Leishmania, os flebotomineos do género Lutzomyia sdo os vetores
relacionados com a sua transmissdo. Seguindo o arcabouco metodoldgico citado acima,
osinvestigadores descobriram que a proteina de biossintese flagelar (FIhA), localizada na
membrana celular da bactéria, era essencial, imunogénica e com risco reduzido de

reacOescruzadas com proteinas do hospedeiro humano.

2.1.6.2 Mycobacterium tuberculosis

M. tuberculosis, uma bactéria que possui o formato de bastonete, transmitida pela
via respiratéria e causadora de 2 milhdes de mortes por ano também teve o seu proteoma
classificado no estudo realizado por Defelipe et al. (2018). Um dos grandes problemas
associados com a infeccdo com M. tuberculosis € a sua capacidade de entrar no estado
latente, onde 0 mesmo consegue se camuflar do sistema imunoldgico e evitar a acao
antimicrobiana das espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (NOS), responsaveis

pela morte do patdégeno dentro dos macrofagos. Portanto, o bacilo é capaz de perseverar
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no hospedeiro sem causar nenhum sintoma até um momento de depreciacdo do sistema
imunoldgico, no qual ele volta ao seu estado ativo e provoca danos ao tecido respiratorio
(FLYNN; CHAN, 2001).

Eles objetivaram neste estudo reconhecer proteinas que eram afetadas pelos com-
postos ja citados (ROS e NOS), expressas no estado latente da doenca, pertencentes
a choke-points nas vias metabdlicas, e por fim, que fossem essenciais e drogaveis. Para
determinar essas caracteristicas a metodologia aplicada neste trabalho apresentou
algumasespecificidades tendo em vista o perfil do patégeno.

Para destacar as proteinas sensiveis a acdo de ROS e NOS eles se fundamentam na
combinacgdo de dados estruturais e do conhecimento existente sobre reatividade quimica. Se
0 sitio ativo de uma proteina coincidia com uma cavidade drogavel e se essa cavidade era
composta por, pelo menos, uma cisteina e/ou tirosina (aminoécidos que sofrem oxidacao e
nitratacdo). E se as proteinas albergam centros metélicos na sua estrutura os quais S&o
afetados por ROS e NOS.

Os dados de sitios ativos e reatividade foram obtidos através do conhecimento
prévio das estruturas tridimensionais das proteinas, o qual foi alcancado por meio da
aplicacdo de um pipeline préprio composto por buscas no Protein Data Bank (PDB),
aplicagdo do PSI-BLAST e do software MODELLER (RADUSKY et al., 2014). Para a
construcdo da rede metabdlica da M. tuberculosis foi usado o algoritmo PatholL ogic dentro
do Pathway Tools e a analise das vias na busca por choke-points com o Cytoscape. Dados
experimentais de essencialidade em M. tuberculosis ja foram publicados e foram utilizados
neste estudo.

Ja na definicdo da drogabilidade foi utilizado tanto dados das estruturas protéicas
provenientes de cristalografia por raio-X quanto modelos preditos. As proteinas foram
classificadas em 4 categorias: proteinas que foram cristalizadas ligadas a um composto
tipo droga, proteinas que tiveram seus dominios identificados pelo pfam <http://pfam.
xfam.org/> (MISTRY et al., 2020a), tendo sido esses dominios cristalizadas na presenca
de um composto tipo droga e outros dois grupos que nao tinham nenhuma informagéo
sobre a sua ligagdo com moléculas que agem como droga.

As analises quantitativas e qualitativas das cavidades presentes nas proteinas dos 4
grupos foram realizadas por meio da ferramenta fpocket. As vias de sintese do micotiol (2
candidatos) e do fosfatidilinositol (1 candidato) chamaram a atencdo dos pesquisadores
pois apresentavam varios choke-points, alta centralidade e proteinas altamente drogaveis.

O micotiol € crucial nas reacdes de redox e participa ativamente na sobrevivéncia da
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M. tuberculosis no interior do macrofago, desta via 2 proteinas que preenchiam todas
as caracteristicas mensuradas neste trabalho foram destacadas (myo-inositol-1-fosfato
RV0046¢c e mshB Rv1170) e na via do fosfatidilinositol a Inositol-3-fosfato sintetase.
Semelhante a M. tuberculosis a Leishmania é suscetivel a acdo do RNOS e metodologias
priorizando essas proteinas também podem ser realizadas com esse parasita (ASSCHE et
al., 2011).

2.1.6.3 Leishmania infantum

A L. infantum também teve o seu proteoma investigado por alguns estudos publi-
cados recentemente (CHAVEZ-FUMAGALLI et al., 2017; CHAVEZ-FUMAGALLI et al.,
2019). Os estudos de Chaves-Fumagalli e colaboradores foram voltados para o diagnostico
soroldgico da LV causada por L. infantum, ou seja, selecionaram proteinas que tinham
caracteristicas favoraveis do ponto de vista do reconhecimento por anticorpos, como: peso
molecular entre 20-90 kDa, ponto isoelétrico entre 4-7. Além da aplicacdo destes filtros, um
grupo constituido de 24 proteinas hipotéticas do parasito identificadas no soro de pacientes
com LV em um estudo anterior realizado pelo grupo foi adicionado no trabalho (COELHO
et al., 2012). Logo o grupo inicial desses estudos foi reduzido, ndo representando todo o
proteoma do parasito.

Realizaram a metodologia padrao de estudos de protedmica subtrativa. Iniciando
pelas buscaram por proteinas homologas ao proteoma humano por semelhanca de sequéncia
(BLASTp com cut-off de e-value > 0.005 e score < 100) e estrutura (HHpred com e-
value de > 0.0001 e probabilidade minima de 25%) (SODING; BIEGERT; LUPAS, 2005).
Definiram essencialidade através de buscas no banco de dados DEG. Estabeleceram a
localizagdo subcelular das proteinas através de servidores de predicdo como CELLO
(YU; LIN; HWANG, 2004), PSORTb 3.0 (YU et al., 2010), PSLpred e WOLF PSORT
(BHASIN; GARG; RAGHAVA, 2005; HORTON et al., 2007). Previram a estrutura 3D
das proteinas pelo servidor I-Tasser (YANG et al., 2014), verificaram a qualidade das
estruturas preditas pelo Verify 3D e procuraram por sitios ativos e cavidades drogaveis
pelo DoGsiteScorer (VOLKAMER et al., 2012). Investigaram a existéncia de inibidores ja
conhecidos associados as cavidades proteicas previstas no PubChem (KIM et al., 2020),
DrugBank (WISHART et al., 2017) e Swissdoc (GROSDIDIER; ZOETE; MICHIELIN,
2011) além de executaremo docking desses inibidores pelo SwissDock.

Toda a metodologia foi executada em web servers, tal fato sé foi possivel devido
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pequena quantidade de proteinas que foram analisadas no estudo e, também, pelo nimero
reduzido de proteinas que passaram pela etapa de selecdo dos genes essenciais (10 proteinas),
fato que é justificado pela auséncia de dados sobre tripanosomatideos no DEG tornando
a busca por essencialidade limitada e enviesada. Vale destacar que o estudo anotou a
funcdo das proteinas baseando-se no consenso de varios preditores de dominios como Pfam
(MISTRY et al., 2020b), SUPERFAMILY (GOUGH et al., 2001), CATH (SILLITOE et al.,
2020), PANTHER (MI et al., 2020), SMART (SCHULTZ et al., 1998) e ProtoNet
(KIFER; SASSON; LINIAL, 2004) associados com os dados do STRING (Banco de
Dados de Analises de Enriquecimento Funcional de Redes de Interagdo Proteina-Proteina)
(JENSENet al., 2009).

Outro diferencial foi a execucdo dos experimentos in vitro com L. infantum e L.
amazonensis a fim de comprovar a acdo antileishmanial do composto inibidor achado
nas etapas anteriores, para isso foram executados experimentos de viabilidade tanto nos
parasitas na forma promastigota estaciondria como amastigota intracelular. O estudo
encontrou uma proteina classificada como hipotética com a sua provavel fungéo atribuida
a glicosidase. Ap0s a caracterizacdo dos seus dominios os pseudo carboidratos acarbose
e miglitol foram encontrados como possiveis inibidores competitivos do sitio ativo desta
proteina. Segundo a literatura, a acarbose apresenta acdo hepatotdxica, desta forma
experimentos in vitro ndo foram feitos com essa molécula (CARRASCOSA; PASCUAL,;
ARESTI, 1997; ZHANG et al., 2016). Por outro lado, ndo havia relatos de efeitos adversos
relacionados ao uso do miglitol e, apds conclusdes obtidas dos resultados dos experimentos
de viabilidade, foi avaliado que este possui atividade antileishmanial semelhante a da
anfotericina B.

2.1.6.4 Leishmania major

Conduzindo uma estratégia de protedmica subtrativa, simulacdes do metabolismo
de L. major foram realizadas com o intuito de encontrar proteinas alvo no estudo de
Meshram et al. (2019). Eles dividiram a metodologia do seu trabalho em duas etapas,
metodos voltados para a gendmica subtrativa e simulagdo metabodlica. A primeira sessdo
de experimentos foi composta por: comparacdes das vias metabolicas do humano com
as do parasita que estavam depositadas no KEGG (KANEHISA; SATO; KAWASHIMA,
2021) por meio da ferramenta Rahnuma (MITHANI; PRESTON; HEIN, 2009) com o

propésito de identificar as vias que estavam presente somente no parasito, procura por
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vias unicas e com choke-points do parasita pelo MetExplore (COTTRET et al., 2018),
confirmacdo da essencialidade através das comparagdes das sequéncias de aminoéacidos
com os dados presentes no DEG e, novamente, comparacdo das sequéncias das proteinas
essenciais contra o proteoma humano utilizando o PSI-BLAST.

A segunda secdo foi composta pela formagcdo do modelo cinético da via pelo
Copasi(HOOPS et al., 2006) utilizando informacdes obtidas no KEGG e BioCyc (KARP
et al., 2017), os metabolitos e a equacdo de velocidade da reacdo das enzimas foram
obtidas na literatura e pela base de dados BRENDA (SCHOMBURG, 2004). Com a
definicdo do modelo cinético a via foi direcionada para analise do estado estacionario (onde
a quantidade de influxo ¢ a mesma de efluxo) seguido pelo controle da via. Eles
avaliaram o efeito da inibicdo de duas enzimas chave, homoserina quinase e treonina
sintase pela adicdo de um inibidor competitivo a equacdo de velocidade da reacdo
catalisada por essas duas proteinas, a expressao que representou a concentracdo do
inibidor foi chamada de alfa tendo seu valor inicial igual a 1 aumentado progressivamente
até 10, foram observados os efeitos dessas modificaces em alfa através da variacdo da
concentracdo do produto gerado pelas duas enzimas.

A inibicdo foi feita nas duas enzimas separadamente e a0 mesmo tempo. Como
principais resultados, a via de sintese do aminoacido treonina apresentou grande potencial
pela sua auséncia em humanos e, por duas enzimas que fazem parte dessa via catalisarem
reacOes Unicas nas Leishmania, homoserina quinase e treonina sintase, expondo o possivel
potencial drogavel existente. Esse trabalho foi baseado na utilizacdo de vias anotadas e
curadas pelo KEGG, néo representando o proteoma total das Leishmania que é composto
por cerca de 50-65% de proteinas hipotéticas ou necessitando de confirmacdo da sua
anotacdo (CUERVO; DOMONT; JESUS, 2010; RAVOORU et al., 2014), logo o nUmero
de proteinas presentes nesse estudo foi consideravelmente reduzido.

Como o foco do estudo era voltado as vias do parasita, algumas etapas béasicas de
um estudo de drogabilidade ndo foram executadas, como a localizacéo celular das proteinas,
expressdo em estagio especifico de vida do parasita, busca por cavidades drogaveis das
proteinas e pelos seus possiveis inibidores (MAURYA; AKHTAR, 2020). Além do fato
de que as simulacBes metabolicas foram executadas somente na via da treonina e ndo no
metabolismo como o todo, sendo assim, ndo refletindo o efeito da inibi¢do da enzima no

metabolismo global do organismo.

2.2 PREDICAO DE EPITOPOS LINEARES DE LINFOCITOS T
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A quantidade colossal de dados bioldgicos que surgiu com 0s recentes avangos
tecnologicos proporcionou o desenvolvimento e estabelecimento da imunobioinformatica
como area de estudo. Por consequéncia, novos bancos de dados e ferramentas analiticas
foram criados com intuito de processar e dar significado a esses dados (DESAI; KULKARNI-
KALE, 2014).

Um antigeno € uma espécie molecular (proteina, DNA, RNA, lipideos entre outros)
que quando em contato com o sistema imunoldgico é capaz de produzir uma reacao
imune.Pode ser originado a partir de uma célula, virus ou até de forma sintética (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015). O epitopo é um fragmento de um antigeno que pode ser
reconhecido por células T, B e/ou anticorpos além de moléculas do sistema
complemento. Um epitopo originado de uma proteina € constituido por um conjunto de
amino&cidos queestdo dispostos sequencialmente de maneira linear (sequencial ou linear)
ou agrupados em estruturas tridimensionais (conformacionais). As células T reconhecem 0s
epitopos lineares ja as células B reconhecem ambos (DESAI; KULKARNI-KALE, 2014;
YANG; YU, 2009). Os epitopos dettm um grande potencial no desenho de vacinas,
prevencdo, diagndsticos e tratamento de varias doencas. Usando a tecnologia de DNA
recombinante, esses epitopos podem ser isolados e produzidos em larga escala (SORIA-
GUERRA et al., 2015). Além disso, varios epitopos com alto grau de imunogenicidade
podem ser combinados em uma Unica proteina quimérica, aumentando assim a sua
efetividade, sendo possivel até a criacdo de uma proteina composta por epitopos de
diferentes patégenos (ALMEIDA et al.,, 2012). Na selecdo de epitopos deve ser
considerado o tipo de resposta imune de- sejada (humoral ou celular). A resposta mediada
por linfocito T é acionada através do processamento de proteinas do patégeno no interior
das APCs e posterior apresentacdo dos epitopos lineares gerados através do HLA 1l (SUN et
al., 1991). Deste processo 3 etapas s@o essenciais na definicdo da imunogenicidade de um
epitopo de célula T: 1) o processamento deste epitopo, 2) a sua afinidade com a molécula
de MHC 11 e 3) o seu reconhecimento pelos receptores de células T (RCT) (SANCHEZ-
TRINCADO; GOMEZ-PEROSANZ; RECHE, 2017). Dentre essas, a mais seletiva é a
afinidade com a diversidade de moléculas de MHC 11 (GERSHONI et al., 2007).

A molécula de MHC Il é um heterodimero formado por duas cadeias polipeptidicas
transmembranas o e outra . Cada cadeia tem dois dominios extracelular, seguidos pelas
regides transmembrana e citoplasmatica (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). As regibes

N terminais dominios a1 e 1 contém residuos polimorficos que formam a fenda de ligacgéo.
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Diferentemente do complexo principal de histocompatibilidade classe | (MHC 1), que possui
a sua fenda de ligacao fechada, ou seja, as regifes terminais dos peptideos que se associam
a esta molécula estéo fixadas em residuos conservados da molécula de CPH | atraves de
pontes de hidrogénio, as fendas do MHC Il sdo abertas, permitindo que as porcdes N e C
terminais dos peptideos se estendam além da fenda de ligacdo (SANCHEZ-TRINCADO;
GOMEZ-PEROSANZ; RECHE, 2017). Isso resulta em peptideos que possuem de 9 a
22 aminoacidos de comprimento, apesar de somente um nucleo de 9 aminoacidos serem
responsaveis pela ligacdo com a fenda. As porcdes a2 e 2 sdo altamente conservadas e
responsaveis pelo reconhecimento com os linfocitos CD4 (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI,2015). A estrutura do MHC Il pode ser visualizada na figura 5.

/ MHC de Classe 11 \

Fendas de ligacao
peptidicas \ Peptideo

K C C /
Figura 5 — Estrutura da molécula MHC 11. A esquerda esta a representacéo através de diagrama e a
direita através da estrutura cristalizada. Os dominios « estdo representados pela cor azul claroe o g
pelo azul escuro.

Fonte: Adaptado: Basic Immunology: Functions and Disorders of the Immune System (ABBAS;
LICHT-MAN; PILLAI, 2015).

2.3 RACIONAL DESTE TRABALHO

O uso de métodos in silico na identificacdo de novos alvos drogaveis inevitavelmente
depende da quantidade, qualidade e acurécia das informagdes presentes nos bancos de dados

especializados; particularmente para Leishmania, esses dados sdo escassos e imprecisos
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(BAJORATH, 2015; MOORE; ASSELBERGS; WILLIAMS, 2010), ndo existindo nenhum
estudo de essencialidade e localizacdo subcelular em larga escala. Por isso, neste projeto
objetivamos suprir essas limitagdes com a propagacao de dados recentemente obtidos de
outras espécies proximas evolutivamente ou com um estilo de vida semelhante. Além de usar
0 consenso de varias ferramentas nas etapas necessérias para definicdo da drogabilidade de
um alvo em potencial. Destacando o aproveitamento dos dados de localiza¢do subcelular do
TrypTag (DEAN; SUNTER; WHEELER, 2017), um estudo de imunofluorescéncia que visa
determinar a localizacdo subcelular de todas as proteinas do Trypanosoma brucei, também
os resultados do estudo de knockout em larga escala em Toxoplasma gondii (SIDIK et
al., 2016). Ademais predizemos e classificamos os epitopos presentes nas proteinas com
afinidade por moléculas de HLA Il que possam ser usados como antigenos em exames

diagnosticos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Ranquear proteinas de parasitos do género Leishmania que satisfagam caracteristicas
desejaveis do ponto de vista de drogabilidade, incluindo essencialidade, conservacgdo, aces-
sibilidade, expressdo e importancia metabolica, contribuindo para o desenho de farmacos

mais especificos ao controle das leishmanioses.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar grupos de ort6logos entre os diferentes proteomas de Leishmania clinicamente
relevantes;

Definir o catdlogo de proteinas conservadas compondo as diferentes localizagdes
subcelular destes patdgenos;

Integrar os dados de localizacdo subcelular com os valores de expressdo em diferentesfases
do ciclo de vida do parasito;

Categorizar proteinas identificadas do parasito quanto a sua essencialidade;

Predizer e classificar epitopos com afinidade por receptores de antigenos de célulasT;
Gerar modelos tridimensionais em proteinas imunogénicas de Leishmania baseadosem

homologia de estrutura.
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4 MATERIAL E METODOS

Todas as andlises que foram feitas neste trabalho sdo baseadas em célculos in silico
para determinacdo das propriedades das proteinas ou na integracdo e meta-analise de
dados publicamente disponiveis. Classificar alvos moleculares protéicos envolve identificar,
nestes, caracteristicas desejaveis do ponto de vista de drogabilidade (FIELD et al., 2017),
que inclui sua presenca em espécies relevantes de Leishmania (conservacao); seu potencial
em ser inibido por compostos tipo droga (drogabilidade) ou desencadear uma resposta do
hospedeiro (imunogenicidade); efeitos de toxicidade indesejados pela inibi¢ao de proteinas
homélogas no hospedeiro humano (seletividade); sua importancia para o metabolismo
do parasito (essencialidade); e a acessibilidade do alvo (expressdo génica em fase de vida
relevante e localizacdo subcelular). Estas caracteristicas sdo abordadas ao longo desta

dissertacéo.

41 SELECAO E OBTENCAO DOS PROTEOMAS DE LEISHMANIA
CLINICAMENTE RELEVANTES

Selecionamos 14 proteomas de diferentes espécies e cepas patogénicas de Leishmania
(TABBABI; SBOUI; BEKHTI, 2017), o grupo inicial foi composto por: 2 cepas de L.
braziliensis, 4 de L. donovani, 1 de L. amazonensis, 1 de L. infantum, 3 de L. major, 1 de
L. mexicana e 2 de L. panamensis. Esses dados foram recuperados do TriTrypDB <http:
/ltryptag.org/> (ASLETT et al., 2010) e Leish-ESP <http://leish-esp.cbm.uam.es/>. Na

Tabela 1 € possivel encontrar os metadados dos genomas usados nesse estudo.


http://tryptag.org/
http://tryptag.org/
http://leish-esp.cbm.uam.es/
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4.2  IDENTIFICAGCAO DE GRUPOS DE ORTOLOGOS ENTRE OS DIFERENTES
PROTEOMAS DE LEISHMANIA CLINICAMENTE RELEVANTES

A ferramenta OrthoVenn2 (XU et al., 2019) foi utilizada localmente para a
constru-cao de grupos de proteinas ortélogas entre as espéecies de Leishmania presentes
no estudo. A ferramenta utiliza os mesmos métodos adotados pelo OrthoMCL (LlI;
STOECKERT JR; ROOS, 2003) na constru¢do dos grupos de ortologia porém, com
algumas modificacdes que viabilizam a sua execucdo em larga escala. Inicialmente um
alinhamento todos contra todos com o0 DIAMOND v 0.9.24 (BUCHFINK; XIE; HUSON,
2015) é executado, os ortologos putativos (provaveis) sao identificados pelos melhores
hits reciprocos entre dife- rentes espécies. Para cada ortdlogo putativo, um pardlogo
recente € identificado como uma sequéncia dentro do mesmo organismo que S&o
reciprocamente mais similares entre si do que qualquer outra sequéncia dentre todos o0s
organismos. Matrizes simétricas sdo geradasa partir da normalizacdo dos resultados dos
alinhamentos destes grupos, sendo usadas como entrada na geracdo de conjuntos
disjuntos de proteinas estritamente relacionadas com o Algoritmo de Agrupamento de
Markov (MCL) (EKSETH; KUIPER; MIRONOV, 2014; XU et al., 2019). Essas etapas

estdo evidenciadas na Figura 6.
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Figura 6 — A) Representacdo da metodologia usada pelo OrthoVenn2. B) Critério de melhores pares de
similaridade reciprocos. As P proteinas do Grupo A sdo comparadas com as P’ proteinas do Grupo B. As
setas vermelhas indicam melhores pares reciprocos (alinhamento). Uma proteina é definida como melhor
par reciprocos de outra caso sejam, de maneira mitua, os melhores resultados da comparacéo. C)
Diagrama demonstrando a identificagdo de pares ortologos e paralogos.

Fonte: Adaptado: OrthoMCL: identification of Ortholog Groups for Eukaryotic Genomes (LI; STOEC-
KERT JR; ROOS, 2003).
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Os parametros valor de inflacdo e E-value foram usados com os seus valores
definidos como 1,5 e 10719, respectivamente. S6 foram mantidos os grupos com pelo menos
1 proteina representante de cada espécie incluida no estudo, sendo 0s grupos que ndo
possuiam representantes de todas as espécies removidos.

Analisando a qualidade dos sequenciamentos e montagens dos genomas (Tabela
1), bem como a disponibilidade de dados de expresséo e estrutural, foram selecionadas 4
espécies de Leishmania que possuiam dados confiaveis como representantes de todas as
14 espécies iniciais, estas foram: L. infantum JPCMS5, L. major Friedlin, L. braziliensis
M2904 e L. donovani HU3. Apoés a identificacdo dos grupos de ortologia, as proteinas
das 4 representantes ja citadas foram extraidas e mantidas nas analises subsequentes.

4.3 IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS NAO HOMOLOGAS AO HOSPEDEIRO

Com o intuito de eliminar possiveis reacdes cruzadas devido a alta conservacdo
estrutural entre as proteinas-alvo do patdgeno e as do hospedeiro, um alinhamento local
com BLASTp (ALTSCHUL et al., 1997) foi realizado. As proteinas da etapa anterior
foram usados como query contra um banco de dados formado pelo proteoma humano
(montagem GRCh38.p13, obtido em <http://www.ensembl.org/>). Os parametros usados
para determinar a homologia entre as sequéncias foram: E-value < 171 identidade > 40% e
bit score > 100. As proteinas homologas entre Leishmania e humanos foram eliminadas
do estudo. A métrica off target human foi criada a partir dos resultados de identidade
do BLASTYp para cada proteina. Sua definigdo consiste de 1 — (%0*2)), sendo Ih acrénimo de
identidade do melhor hit. Ou seja, se uma proteina teve um hit com a identidade igual
a 60% o seu valor para off _target human seria 0,4 pois: 1 — (10#8 ) = 0,4. Quanto mais
proximo do valor de 1, menor a semelhanca da sequéncia query com o banco de dados.

Entdo quando néo existir nenhum hit no proteoma humano o seu valor da métrica sera 1.

4.4 INTEGRAS,‘AO DOS DADOS DE CONSERVACAO COM OS VALORES DE
EXPRESSAO EM DIFERENTES FASESDO CICLO DE VIDA DO PARASITO

As proteinas remanescentes tiveram os niveis de expressdo de seus mRNA avaliados
na forma amastigota, fase do ciclo celular com maior relevancia durante a infecgdo em
humanos. Um pipeline ja estabelecido em trabalhos anteriores do nosso grupo foi usado

para a analise dos dados transcriptdmicos (AZEVEDO et al., 2020). Este consiste de buscas


http://www.ensembl.org/
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por conjuntos de dados de expressao publicados no Sequence Read Archive (SRA/NCBI;
<www.ncbi.nlm.nih.gov/sra>), com os filtros: metodologia igual a RNA-seq, espécie
igual a Leishmania e com as palavras-chaves “intracellular amastigotes” ou “axenic
amastigote”. Uma vez que os conjuntos de dados foram obtidos e descarregados
localmente, o controle de qualidade das leituras foi realizado pelo FastQC (ANDREWS,
2010). Filtragem das sequéncias de baixa qualidade e retirada dos adaptadores usando o
bbduk v. 38.22, com os parametros minlen igual a 70% do tamanho das leituras do
estudo, trimq (qualidade de trimagem usando Phred) igual 30, e as flags tpe e tbo
(BUSHNELL; ROOD; SINGER, 2017). Mapeamento das leituras nos genomas das
Leishmania com HISAT2 v. 2.1.0 (KIM et al., 2019). Obtencdo da tabela de contagem das
leituras com FeatureCounts v. 1.6.3 (KIM et al., 2019; LIAO; SMYTH; SHI, 2014). E, por
altimo, a normalizacdo utilizando o pacote edgeR com o método média aparada dos
valores M (TMM). As contagens por milhdo (cpm) das leituras foram obtidas para cada
gene junto com os percentis (ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2010).

Todos os estudos de RNA-seq foram submetidos ao mesmo pipeline integrado a
fim de evitar vieses. Todos 0s transcritos com menos de 1 cpm em cada amostra foram
considerados como ndo expressos em amastigotas e retirados do estudo. Para as espécies
que ndo possuiam dados transcriptémicos gerados por RNA-seq, estudos de expressao em
microarranjo previamente analisados foram recuperados do TriTrypDB (ASLETT et al.,
2010). As contagens das leituras deste estudo foram normalizadas em percentil. Somente os

genes acima do 20° percentil de expressdo foram mantidos.

45 DEFINICAO DO CATALOGO DE PROTEINAS EXPRESSAS E ONSERVADAS
COMPONDO AS DIFERENTES LOCALIZACOES SUBCELULAR DESTES
PATOGENOS

Dois niveis de evidéncia foram reunidos para a classificacdo das localizacGes
subce- lulares: 1) experimental + computacional e 2) estritamente computacional.
Inicialmente, foram disponibilizados dados de localizagdo subcelular em larga escala de
Trypanosoma brucei brucei TRUE 927 pela equipe do projeto TrypTag (DEAN;
SUNTER; WHEELER, 2017). Nesse projeto as proteinas foram marcadas com
nNeonGreen (SHANER et al., 2013), uma proteina fluorescente, e a determinacdo da
localizagdo atraves de microscopia. Até 0 momento, ndo existem estudos experimentais
em larga escala de determinacao da localizagdo subcelular de proteinas para espécies de

Leishmania. Assim, como T. brucei também pertence a familia Trypanosomatidae, e


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra
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ambos possuem morfologia e genotipos semelhantes, este conjunto de dados foi
selecionado para informar a localizagdo subcelular em Leishmania (TIBAYRENC;
AYALA, 2013). Foram formados grupos de ortologia entre as proteinas remanescentes das
etapas anteriores e o proteoma de T. b. brucei TREU 927 obtido do TriTrypDB versao
44. Para essa tarefa, o OrthoVenn2 foi usado novamente com os parametros valor de
inflagio 1,5 e E-value < 107°. Dados de localizagdo das proteinas de T. brucei
pertencentes a um grupo de ortélogos foram entdo extrapolados para as demais proteinas
do grupo (“Guilty by Association”).

Para os casos em que ndo foi possivel obter uma classificacdo baseada no dado
experimental, esta foi feita utilizando o consenso das evidéncias computacionais geradas
pelas ferramentas DeepLoc v. 1.0 (ARMENTEROS et al., 2017), MultiLoc2 (BLUM,;
BRIESEMEISTER; KOHLBACHER, 2009), WoLF PSORT (HORTON et al., 2007),
TargetP v. 2.0 (ARMENTEROS et al., 2019) e SignalP v. 5.0 (ARMENTEROS et al., 2019).
Para executar estas ferramentas, conjuntos de arquivos das proteinas em formato FASTA
foram utilizados, usando os parametros default de cada ferramenta. Complementarmente,
anotacdes manuais de termos do Gene Ontology relacionados a localizacédo para proteinas
de Leishmania feitas no Uniprot <https://www.uniprot.org/> também foram usadas.
Proteinas de membrana ou associadas e as secretadas foram priorizadas visto a sua

acessibilidade.

4.6 CATEGOR!ZACAO DAS PROTEINAS IDENTIFICADAS DO PARASITO
QUANTO A SUA ESSENCIALIDADE

4.6.1 Dados em larga-escala de Toxoplasma gondii

Diante da auséncia de dados de essencialidade em larga escala para
tripanossomati- deos, resultados oriundos de CRISPR/Cas9 em Toxoplasma gondii, também
um protozoéario parasita, foram utilizados (SIDIK et al., 2016). Esse estudo avaliou a
contribuicdo de cada gene individualmente para sobrevivéncia do parasita durante a
infeccdo em fibroblasto humano. Foi realizada a transfeccdo de sgRNA (RNA de guia
Unica; molécula que atua como guia para nuclease Cas no reconhecimento e edicdo do
gene alvo) em parasitas que expressavam Cas9, em seguida os parasitas foram levados
para crescimento em cultura de fibroblastos. Em certos marcos temporais, foi medida a

abundéncia de sgRNA integrados ao gene alvo a partir da amplificagdo e sequenciamento


https://www.uniprot.org/
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do material genético das culturas. Por Gltimo, foi criado o termo “pontuacdo de fendtipo”,
que equivale ao log 2 fold-change dos valores iniciais em relacdo aos finais das contagens
de sgRNA para cada gene (SIDIK et al.,, 2016). O esquema da metodologia esta

representado na Figura 7.
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Figura 7 — Representacdo esquematica do racional do estudo de CRISPR/Cas9 em Toxoplasma
gondii.Os parasitas que expressam Cas9 sdo transfectados com a biblioteca de sgRNA e cultivados em
fibroblastos. Em varios pontos temporais, os sgRNAs sdo amplificados e enumerados por
sequenciamento para determinar a sua abundancia relativa e pontuac@es de fenotipo.

Fonte: Adaptado: A Genome-wide CRISPR Screen in Toxoplasma Identifies Essential Apicomplexan

Genes (SIDIK et al., 2016).

O estudo sugeriu que pontuagdes de fendtipo < —2 indicavam que 0 gene era
essencial, desta forma, todos os genes de T. gondii classificados nessa faixa de pontuacao
foram usados na formacdo de grupos de ortologia com as proteinas deste estudo. O
mesmo racional aplicado na etapa 4.4 (Integracdo de dados de expressdo) para defini¢do
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de grupos de proteinas ortélogas etransitividade dos dados foi repetido aqui.

4.6.2 Dados de reconstrucado metabdlica in silico

Complementarmente, redes metabdlicas em escala gendmica das espécies de
Leish-mania foram reconstruidas. O médulo PathoLogic da ferramenta Pathway Tools v.
18.0 (KARP; PALEY; ROMERO, 2002). Essa ferramenta aceita um genoma anotado em
Gen- bank como entrada e cria um Banco de Dados de Vias Metabdlicas/Genoma
(PGDB) que contém todas as vias metabdlicas preditas do organismo. Os arquivos de
anotacdo das Leishmania foram obtidos no formato GFF provenientes do TriTrypDB e
Leish-ESP. Enriguecemos as anotacdes com as predicdes dos numeros EC (do inglés,
Enzyme commis-sion Number; um esquema de classificacdo numérica para as enzimas,
baseado nas reacGes quimicas que elas catalisam) geradas pelo DeepEC (RYU; KIM; LEE,
2019), um framework computacional baseado em aprendizado profundo que prevé numeros
EC com alta precisdoe em larga escala. Os arquivos foram transformados de GFF para
Genbank, tiveram o0s novos numeros EC adicionados e entdo foram levados para o
PathoLogic. Ap6s a montagem automatica das vias metabdlicas uma curadoria manual foi
feita. As reconstrucdes foram exportadas em formato SBML, uma representacao, baseada
em XML, para armazenar e comunicar modelos bioldgicos.

Para a visualizacdo e computacdo das métricas topoldgicas das vias, 0s arquivos
SBML foram importados para o Cytoscape v. 3.8.2 (SHANNON et al., 2003). Os dados das
vias metabdlicas foram convertidos em grafos, onde as reacdes eram representadas com nés
e 0s produtos e substratos como Vvértices. Nesta rede identificamos as reagdes choke-points
(ou pontos de estrangulamento), reacdes que unicamente consomem ou produzem um
dado substrato ou produto, respectivamente (YEH et al., 2004). O bloqueio de um choke-
points pode resultar em um acumulo toxico de um substrato ou a falta de um produto
essencial para a sobrevivéncia do parasito. A centralidade de intermediacdo tambéem foi
calculada para cada reacdo no grafo, sendo usada como critério de priorizacdo. Reagdes com
altos valores de centralidade indicam sua participagdo como um caminho de comunicagao

importante, uma ponte entre diferentes partes metabolicas.
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4.7  PREDIGAO E CLASSIFICACAO DOS EPITOPOS COM AFINIDADE POR
RECEPTORES DE ANTIGENOS DE CELULAS T EM PROTEINAS ALVO
PARA O TESTE DE MONTENEGRO

Visando encontrar epitopos relevantes no contexto do diagndéstico imunolégico
da Leishmaniose cutdnea e mucocutanea, em especifico na criacdo e padronizagao de
um antigeno para o teste de Montenegro, alinhamentos com BLASTp foram
realizados.Espécies responsaveis por causar reagdes cruzadas no teste tiveram 0s seus
proteomas recuperados e compuseram o banco de dados da analise, sendo: T. b. brucei
TREU92, T. cruzi Dm28c, ambos obtidos do TriTrypDB, Sporothrix schenckii, Sporothrix
brasiliensis e Mycobacterium tuberculosis, do Assembly (genomes-maps/NCBI;
<https://www.ncbi.nlm. nih.gov/assembly>). As proteinas pos filtro por semelhanca ao
proteoma humano (etapa 4.3) e expressdo (etapa 4.5) foram usadas como query na
comparacao. Os parametrosusados como filtro na retirada das proteinas homologas entre
as espécies foram os mesmos da etapa 4.3 e 0 mesmo racional do off_target_human foi
usado na criacdo da métrica off target cross_reaction.

A ferramenta Peptide binding to MHC class 1l molecules do servidor IEDB <http:
/ltools.iedb.org/mhcii/>, foi usado na predicdo dos epitopos restritos a MHC Il das
proteinas que passaram pelo filtro. O método de predi¢éo foi IEDB recommended 2.22, que
combina o consenso de varios métodos de predicao como NN-aling, SNN-aling e biblioteca
combinacional. O sistema antigeno leucocitario humano, ou HLA (sigla em inglés: Human
leukocyte antigen), selecionado foi o full HLA reference, e o tamanho méximo dos epitopos
foi de 15 aminoacidos. Para selecionar epitopos imunogénicos, eliminamos epitopos com o

valor de ranque ajustado acima de 0,1.

4.8 GERACAO DE MODELOS 3D EM PROTEINAS DE LEISHMANIA BASEADOS
EM HOMOLOGIA ESTRUTURAL

Para as 4 espécies de Leishmania selecionadas na etapa 4.2 estruturas Unicas de
cristal foram recuperadas do Banco de Dados de Proteina (PDB, <http://www.rcsb. org.>
Para 0s casos em que ndo houveram uma estrutura tridimensional disponivel no PDB,
foram construidos modelos baseados em homologia usando pipeline genémico estrutural
previamente desenvolvido pelo nosso grupo (RADUSKY et al.,, 2014). Para tal fim,
sequéncias de proteina foram usadas como entrada para buscas usando o algoritmo PSI-
BLAST (parametros -j 3 -e 107°) contra o UniRef50 (UniProt a 50% de redundancia).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly
http://tools.iedb.org/mhcii/
http://tools.iedb.org/mhcii/
http://www.rcsb.org/
http://www.rcsb.org/
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Uma vez obtida uma matriz de pontuacdo especifica de posicdo (PSSM), este PSSM
foi usado para procurar o PDB95 (PDB ndo redundante a 95% de conservagéo) usando
PSI-BLAST (parametro -e 107°). Até cinco modelos de PDB recuperados foram usados
como referéncia para a reconstrucdo baseada em homologia, e MODELLER (WEBB; SALI,
2016) foi aplicado para construir cinco modelos por template para cada proteina-alvo sem
estrutura no PDB. Um modelo representativo foi escolhido com base no escore GA341

(> 0,7) e maximizacédo da funcdo do escore Z do QMEAN.

4.9 CLASSIFICACAO DAS PROTEINAS DE LEISHMANIA DE ACORDO COM A
SUA DROGABILIDADE

O conceito de drogabilidade é descrito como a capacidade de um peptideo ligar-se
a um composto tipo farmaco, resultando na sua modulacdo de uma maneira desejada
(KELLER; PICHOTA; YIN, 2006). A predicdo da drogabilidade foi fundamentada no
fpocket (GUILLOUX; SCHMIDTKE; TUFFERY, 2009), um algoritmo de predi¢do das
cavidades proteicas, o qual combina varias descri¢fes fisico-quimicas da proteina para
estimar a drogabilidade da cavidade, podendo ser usado em escala gendémica. Baseado na
distribuicdo da pontuacdo de drogabilidade (PD) para todas as cavidades que possuem um
componente tipo farmacos no PDB, as cavidades foram classificadas em 4 categorias: ndo
drogaveis (0.0 <PD < 0.2), pouco drogavel (0.2 <PD < 0.5), drogaveis (0.5 <PD <
0.7) e altamente drogaveis (0.7 < PD < 1.0). Todas as proteinas que tiveram seus modelos

estruturais obtidos foram sujeitas a essa classificacdo.

4.10 PRIORIZACAO DOS ALVOS

Os resultados obtidos nesse projeto estdo sendo depositados e disponibilizados
publicamente no web server Target-Pathogen (TP) <http://target.sbg.qb.fcen.uba.ar/
patho/> (SOSA et al., 2018), compondo um compéndio de informacdes gerais e servindo
como um repositorio computacional de candidatos para a comunidade cientifica.

Foram criadas duas funcBes para classificar as proteinas com base nos dados
obtidos nesse estudo: Funcdo de Ranqueamento dos Alvos Drogaveis (FRD) e Funcgéao
de Ranqueamento dos Alvos para Reacdo de Hipersensibilidade Tardia (FRHT). FRD e

FRHT séao definidas como:


http://target.sbg.qb.fcen.uba.ar/patho/
http://target.sbg.qb.fcen.uba.ar/patho/
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Drg+ H + Lp L Chk+Ct + Essty + Locp,eq + Locry,

FRD(prot) = L 3 (1)
H+Cr+ 12
FRHT(prot) = il ,o: 100 (2)

Onde na funcédo 1: Drg referéncia o valor de drogabilidade; H € o off_target_human;
Ep como percentil de expressdo; Chk, binaria, define se a proteina &€ um choke-points ou nao;
Ct como centralidade; Esstg, binéria, como essencialidade em T. gondii e LoCpred € LOCTb,
binarias, como localizacdo subcelular obtida por preditores e por homologia a T. gondii
respectivamente. A funcédo 2 é composta por: H, a métrica off_target_human, Cr referéncia
o off _target_cross_reaction e Ep como percentil de expressao. Todas as variaveis definidas
como binarias s6 podem assumir dois valores possiveis, 1 se a caracteristica que a
variavel representa for verdadeira e 0 se ndo. Somente as proteinas da etapa 4.9
classificadas como "altamente drogaveis”, "extracelular/membrana plasmatica'pelos
preditores ou "membrana plasmatica”por homologia com T. brucei tiveram seus
parametros ranqueadospela funcédo 1. A figura 8 resume todo o fluxo dos dados durante
esse trabalho.
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Figura 8 — Diagrama Geral da metodologia usada neste trabalho. A) Referéncia a etapa 4.8 (Geracdo de
modelos 3D baseados em homologia estrutural), B) as etapas 4.2 (Identificacdo de grupos de ortélogos), 4.3
(Identificagdo das proteinas ndo homologas ao hospedeiro), 4.4 (Obtengdoe integragdo dos dados de expressao),
4.5 (Obtengéo e integragdo dos dodos de localizagdo subcelular), 4.6.1 (Essencialidade por meio homologia com T.
gondii ) e C) a etapa 4.6.2 (Essencialidade por reconstrugdo metabolica in silico). No final todos os dados convergem
para 0 Target Pathogen, onde estdo depositados e disponiveis para consulta. Os alvos sdo obtidosatravés de uma

funcédo de ranqueamento que foi construida no préprio Target Pathogen.
Fonte: Elaborado pelo o autor
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5 RESULTADOS

5.1 DETERMINACAO DE GRUPOS DE ORTOLOGOS ENTRE DIFERENTES
PROTEOMAS DE LEISHMANIACLINICAMENTE RELEVANTES

A principio, objetivando identificar alvos conservados nos proteomas de multiplas
espécies de Leishmania, 14 genomas de espécies patogénicas pertencentes ao género Leish-
mania foram comparados e agrupados pela ferramenta OrthoVenn2 (XU et al., 2019). Do
conjunto inicial formado por 118.124 proteinas (somatorio dos 14 proteomas selecionados),
93.410 pertenciam a grupos de ortologia (totalizando 6.549 grupos) compostos por, pelo
menos, uma proteina representante para cada 1 das 14 espécies usadas. Demonstrando
que cerca de 79% das proteinas de todas as espécies estudadas sdo ortdlogas entre si,
porcentagem que esta em concordancia com estudos anteriores (LECOMPTE et al., 2001,
BANSAL; MEYER, 2002). Ao fim desta primeira etapa, as proteinas conservadas foram
mantidas no conjunto de dados, enquanto as demais proteinas, que provavelmente desem-
penham fungbes moleculares especificas a cada organismo, foram filtradas. A Figura 9

apresenta um sumario destes resultados.

Presenca de proteinas das Leishmania nos clusters de ortologia N® clusters N® Proteinas e distribuicio entre as espécies

COOOOOOOOOOOOO)6549 D) 93410 M =
OOOOOOOOOOOOOO)| 360 C| 4773 EEmE -
COOOCOOOOOOOOOOOC| o LI 1942 E m |
COOOOOOOOOOOC | s | 1119 I [
OCOOOOOOOOOOOOO@| 70 C| 3 mm ]
OOOOOOOOOOOOOOO 46 L) 780 I | |
o — — — — — — — — — — —o—
Legenda

L. major SD75 ’ L donovani IN9 L donovani HUZ ’ L panamensis 113

L. major LV39c5 L donovani CL_SL ' L amazonensis L mexicana

L. majer Friedlin " L donovani BPK : L asthiopica L147

A infaritum " L braziliensis ' L panamensis PSC1

Figura 9 — Formagdo dos grupos de ortologia. A figura é dividida em 3 retdngulos. O primeiro divide os
grupos de ortologia pela presenca ou auséncia das proteinas de cada espécie. Cada célula corresponde a auséncia
(em branco) ou presenca (em verde). As linhas formadas pelas células representam as combinac@es das espécies. As
cores dos circulos abaixo de cada coluna representam as espécies incluidas no trabalho, sendo possivel visualizar as
associacOes na legenda. O segundo retadngulo apresenta a contagem dos grupos de ortologia referentes a presenca das
espécies do quadro anterior. Cada nimero tem uma barra ao lado, o seu preenchimento por azul reflete aproporcéo
da contagem dos grupos em relagéo ao nimero total de grupos. No Gltimo retangulo, o nimero total de proteinas e a
sua distribuicdo por espécie sdo apresentados, onde cada retangulo colorido faz referéncia a uma espécie e 0 seu
comprimento é proporcional a contagem de proteinas.

Fonte: Elaborado pelo o autor

Das 93.410 proteinas conservadas, 26.914 pertenciam as 4 espécies aqui definidas

como referéncia (L. infantum JPCM5, L. major Friedlin, L. braziliensis M2904 e L.
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donovani HU3), e estas foram mantidas nas etapas posteriores do estudo.

5.2 IDENTIFICACAO DE PROTEINAS NAO HOMOLOGAS AO HOSPEDEIRO

A fim de evitar reacfes cruzadas e, possivelmente, efeitos adversos oriundos de
compostos com capacidade de modular a acdo tanto das proteinas do patégeno (efeito
desejado), quanto do hospedeiro humano (efeito indesejado), foram conduzidas analises
para a filtragem de proteinas com similaridade em humanos. Para isso, as 26.914 proteinas
da etapa anterior foram usadas como query e o proteoma humano (montagem GRCh38.p13)
como banco de dados em alinhamentos conduzidos usando o algoritmo BLASTp. Como
resultado, foram filtradas 747 proteinas com homadlogos no proteoma humano, restando

26.167 proteinas para as etapas seguintes.

5.3 INTEGRACAO DOS DADOS DE CONSERVACAO COM OS VALORES DE
EXPRESSAO EM DIFERENTES FASESDO CICLO DE VIDA DO PARASITO

Foram feitas buscas no Sequence Read Archive por estudos de expressdo génica
utilizando a tecnologia RNA-seq, filtrando pelas 4 espécies de Leishmania anteriormente
selecionadas e com desenhos experimentais que incluissem amostras das formas amastigota
intracelular e axénica. Culminando na selecdo de 4 estudos: 1 de L. major Friedlin conduzido
por Fernandes et al. (2016) (BioProject PRINA290995), onde foram avaliados os perfis de
expressdo do parasita em macréfago humano; neste estudo, das 66 amostras disponiveis,
19 estavam nas condigdes desejadas; 2 estudos de L. donovani : o primeiro avaliando a
expressdao do parasito na forma promastigota e amastigota intracelular em macréfago
murino, selecionando os mMRNAs especificos dos parasitas por SL-seq (CUYPERS et al.,
2017) (BioProject PRINA375925); o segundo, onde foi determinado o perfil de expressdo
das duas formas evolutivas em meios de cultura com privacdo de arginina (BioProject
PRINA2915321); 1 de L. braziliensis M2903, (BioProject PRINA494068), onde avaliaram
a expressdo nos estagios promastigota prociclica e metaciclico além da forma amastigota.
N&o foram encontrados dados de expressdo nas condicdes predefinidas para L. infan-tum.
Para este organismo, dados de expressdo obtidos usando a tecnologia de microarranjos
foram extraidos do estudo de Rochette et al. (2009) através do TriTrypDB. Este trabalho
avaliou o perfil de expressdo das formas amastigotas axénicas e intracelulares derivadas

de macrofagos humanos. Os meta-dados de todos estudos de RNA-seq reanalisados neste
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projeto sdo apresentados na Tabela 2.

Apos a normalizacdo e transformacdo das contagens das leituras em CPM dos
estudos de RNA-seq e aquisicdo dos percentis de expressdo do estudo de L. infantum,
2.270 proteinas foram retirados pois seus respectivos genes apresentavam expressdo abaixo
de 1 CPM ou estavam abaixo do 20° percentil de expressdo, seguindo 23.897 proteinas

para as analises posteriores.
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5.4  DEFINICAO DO CATALOGO DE PROTEINAS EXPRESSAS E
CONSERVADAS COMPONDO AS DIFERENTES LOCALIZACOES
SUBCELULAR DESTES PATOGENOS

Para a determinacdo da localizacdo subcelular das proteinas do estudo, dois ni-
veis de evidéncia foram reunidos: 1) experimental + computacional e 2) estritamente
computacional.

Para determinacdo da localizacdo subcelular pelo método 1, dados em larga escala
de T. brucei provenientes do projeto TrypTag foram reutilizados. Para tal, foi necessario
a formacdo de grupos de ortologia entre as 23.897 proteinas resultantes da etapa
anterior e o proteoma de T. b. brucei TREU 927 (composto de 11.203 proteinas).
Novamente o OrthoVenn2 foi utilizado com os mesmos parametros da etapa 4.1. Como
resultado, 4.584 grupos de ortologia foram obtidos. Destes, 157 eram compostos por
proteinas de T. b. brucei TREU 927 sem localizagdo definida, os quais foram removidos
das analises. Sendoassim, 4.427 grupos possuiam dados de localizacdo, os quais foram
mapeados em 16.491 proteinas de Leishmania.

Os dados fornecidos pelo TrypTag utilizam o vocabulario controlado do Gene
Ontology (GO) Gene Ontology Consortium (2004) para classificar a localizacdo celular
das porcdes N e C terminais das proteinas, podendo existir mais de um termo GO para
cada uma dessas porc¢des. Os termos GO foram manualmente curados com o objetivo
de normaliza-los para termos mais abrangentes a fim de facilitar a sua utilizacdo neste
trabalho, bem como tornar mais direta a comparacao da classificacdo obtida usando esta
metodologia com aquelas utilizadas pelos preditores in silico. As informacfes sobre a
normalizacdo estdo expostas no Quadro 1, e a contagem dos termos normalizados na
Figura 10. O somatorio total das contagens dos termos € maior que o total de proteinas
pois, pela metodologia aplicada, é possivel existir mais de uma localizagdo para cada
proteina, refletindo também sua intrinseca versatilidade funcional nas células.

O método 2 foi estritamente computacional e fundamentado no consenso dos
cinco preditores computacionais utilizados. Cada uma das ferramentas usam diferentes
termos, que podem ser variaveis quanto a especificidade de suas previsdes, para definir a
localizagdo de uma proteina a partir de sua sequéncia de aminoacidos, ocorrendo
sobreposicdo entre elas. Os conjuntos de termos usados por cada ferramenta foram
normalizados (Quadro 2) com a finalidade de padronizar e simplificar os dados,
tornando-os comparaveis entre ferramentas, bem como com os resultados do primeiro

metodo. Para cada proteina, os termos normalizados que tiveram a maior contagem de
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preditores foram selecionados. Em caso de empate, a definicdo do termo seguiu uma
ordem de prioridade, por ferramenta, que o selecionou: DeepLoc, multiloc2, WoLF
PSORT, TargetP e SignalP. Ou seja, se houver um empate entre dois termos, se um deles
foi selecionado pelo DeeplLoc, este sera o termo usado, pois esta ferramenta é a que
possui a maior prioridade, e assim por diante. Os resultados séo apresentados na Figura
11. Cerca de 16,3% (3.884) proteinas foram classificadas como "Periferia
celular/Secretadassendo o termo "Nucleo"o mais frequente, com 34,7% do total. A
distribuicdo da localizacao subcelular encontrada pelo consenso das ferramentas apresenta
concordancia com outros estudos em eucariotos (BARYLYUK et al., 2020;
FAGERBERG et al., 2011).

Quadro 1 — Correspondéncia dos termos GO provenientes do TrypTag com 0s termos
normalizados apartir da curadoria manual

Termos normalizados Classificacdo TrypTag

cell junction flagellum attachment zone
cell tip cell tip

chromosome kinetochore

flagella connector

flagellar cytoplasm

flagellar membrane

flagellar pocket

cilium flagellar pocket collar

flagellar pocket membrane

flagellar tip

flagellum

microtubule quartet

paraflagellar rod

transition zone

acidocalcisome

axoneme

cell cortex

cytoplasm cytoplasm

endocytic
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endoplasmic reticulum

glycosome

golgi apparatus

cytoskeleton

basal body

cortical cytoskeleton

hook complex

spindle

spindle pole

tripartite attachment complex

intracellular non-membrane-bounded organelle

lipid droplet

mitochondrion

antipodal sites

kinetoplast

mitochondrion

nucleus

nuclear envelope

nuclear lumen

nuclear pore

nucleolus

nucleoplasm

nucleus

plasma membrane

cleavage furrow

pellicular membrane

plasma membrane

pro-basal body

pro-basal body

protein-containing complex

intraflagellar transport particle

Fonte: Elabora o pelo o autor
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Figura 10 — Gréfico de barras da contagem dos termos normalizados pelo método 1 (experimental +
computacional). No eixo X estdo os termos e no Y as contagens. A barra em vermelho representa a contagem de
proteinas localizadas na membrana plasmatica. *NIm é uma alusdo ao termo intracellular non-membrane-

bounded organelle.
Fonte: Elabora o pelo o autor
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Quadro 2 - Correspondéncia entre os termos normalizados ap6s curadoria manual das
ontologias com ostermos utilizados pelos preditores in silico.

Preditor

Normalizagéo

DeepLoc

MultiLoc2

WoLF PSOR

T TargetP

SignalP

Cytosol

Cytoplasm

cytoplasmic

cyto_nucl
cyto_mito
cyto_pero
cyto_plas
cyto

OTHER

noTP

Nucleus

Nucleus

nuclear

mito_nucl
cyto_nucl
nucl

OTHER

noTP

Mitochondrion

Mitochondrion

mitochondrial

E.R._mito
mito_nucl
cyto_mito
mito

OTHER

mTP

Cell Periphery/Secretory

Golgi_apparatus
Plastid

Cell_membrane
Endoplasmic_reticulum
Extracellular
Lysosome/Vacuole

plasma membrane
lysosomal

ER

Golgi apparatus
extracellular

E.R._mito
E.R

lyso
extr_plas
extr

plas
cyto_plas

SP(Sec/SPI

SP

Others

Peroxisome

peroxisomal

cysk
mito_pero
pero
cyto_pero

OTHER

noTP

Fonte: Elabora o pelo o autor

Periferia celular/Secretada

Mitocondria

Nucleo

Citosol

Localizagdes

Citosol

Nucleo

Mi
Ou

Periferia/Secretada

tocondria
tras

Figura 11 — Frequéncia das predi¢des de localizagdo subcelular definidas pelo consenso dos preditores.
Fonte: Elabora o pelo o autor
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5.5 CATEGOR!ZAQAO DAS PROTEINAS IDENTIFICADAS DO PARASITO
QUANTO A SUA ESSENCIALIDADE

5.5.1 Dados em larga-escala de Toxoplasma gondii

Devido a auséncia de dados de essencialidade em larga escala para Leishmania,
resultados do estudo Sidik et al. (2016) foram usados. Neste estudo, os autores identificaram
que, a partir do proteoma total de T. gondii GT1, composto por 8.460 proteinas, 2.875
eram essenciais (Figura 13). Novamente, grupos de ortologia foram formados entre as
23.897 proteinas de Leishmania presentes nesta etapa e o proteoma de T. gondii GT1
através da ferramenta OrthoVenn2. 999 grupos de ortologia foram formados com, pelo
menos, uma proteina de cada uma das cinco espécies usadas (Figura 12). A figura 13
sumariza as informac@es dos grupos de ortologia formados. Dos 999 grupos de ortologia,
543 eram compostos por proteinas essenciais em T. gondii GT1, revertendo-se em 2.133
proteinas de Leishmania definidas como essenciais no nosso estudo. A figura 14 apresenta
a classificacdo das proteinas de T. gondii GT1 quanto a sua essencialidade e ortologia com

as espécies de Leishmania.

55.1 Dados de reconstrucdo metabolica in silico

As redes metabdlicas das 4 espécies de Leishmania foram reconstruidas, de maneira
inicialmente automatica, a partir do médulo PathoLogic da ferramenta Pathway Tools,
seguido de curadoria manual das vias metabolicas identificadas e suas reacdes. Uma vez
reconstruida, essas vias foram transformadas e analisadas como grafos, permitindo calcular
métricas topologicas importantes como (choke points e centralidade). A Tabela 3 apresenta
o total de enzimas e vias encontradas. O total de proteinas associadas com reagfes e
classificadas como choke point foi de 3.683 (820 de L. donovani, 987 de L. infantum,
922 de L. braziliensis e 954 de L. major). A diferenca no numero de enzimas anotadas
entre as espécies se da, principalmente, pelas diferentes tecnologias de sequenciamento e
ferramentas de anotacdo. A Figura 15 mostra a via metabolica de L. infantum representada
como um grafo de reacgdes, onde os nds simbolizam rea¢des e ha uma aresta conectando
um par de nés caso uma das reacdes consuma ou produza um metabolito produzido ou

utilizado na outra reacao, respectivamente.
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Diagrama de Venn dos clusters compartilhados entre as espécies

L. infantum

T. gondii
L. major

L. donovani L. braziliensis

-

Figura 12 — Diagrama de Venn da constituicdo dos grupos de ortologia.
Fonte: Elabora o pelo o autor

Tabela 3 — Métricas da reconstrucdo metabélica

Métrica
reconstrugio L. infantum L. major L. donovani L. braziliensis

N° de Vias 137 140 104 103
N° Enzimas 1.152 1.174 845 843
Fonte: Elabora o pelo o autor
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A) Total de clusters para cada espécie
7993
3996
1416
0 T . T T . T T N >
T. gondii . L. major ... . L.donovani
L. infantum L. braziliensis

B) NCOclusters separados pelas presenca de proteinas das 5

999 6100 727 ||| |

5 4 3 2(210)
1(433)

Figura 13 — A) Gréfico de barras da contagem de grupos de ortologia por espécie. B) Distribuicdo dos grupos de
ortologia por quantidade de espécies. A barra é divida em 5 partes, cada parte representa a quantidade de espécies

presente em um grupo. O tamanho da barra é proporcional a contagem dos grupos.
Fonte: Elabora o pelo o autor

Classificacdo das proteinas de  T. gondii

| 8460

2875
1782 1093

5585

Legenda

Q N° total de proteinas

Nao essenciais Essenciais nao ortélogas
Essenciais Essenciais e ortélogas

Figura 14 — Classificagdo das proteinas de T. gondii GT1 quanto & sua essencialidade e ortologia com as

espécies de Leishmania.
Fonte: Elabora o pelo o autor
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Figura 15 — Rede metabdlica da L. infantum JPCM5. Os nds representam as rea¢des da via, quando existir um
aresta entre dois nés significa que o produto de uma reagdo é usado como substrato da reagdo seguinte. O tamanho do
no é proporcional a sua centralidade de intermediacdo. As 10 reacdes com maior centralidade estdo nomeadas na
figura. As descricdes das reacdes podem ser vistas na Tabela 4.

Fonte: Elaborado pelo o autor
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Tabela 4 — As 10 reagdes com maior valor de centralidade de intermediacéo na rede metabdlica
em escala gendémica de L. infantum JPCMS5.

Nome da reagdo Descricéo
1.14.19.1-RXN Estearoil-CoA dessaturase
BUTYRYL-COA-DEHYDROGENASE-RXN Acil-CoA desidrogenase de cadeias
curtasCTPSYN-RXN Sintetase CTP
GLYC3PDEHYDROGBIOSYN-RXN Glicerol-3-fosfato desidrogenase
RXN-13294 3-oxoacil-CoA sintase de cadeia muito
longa

RXN-13298 3-oxoacil-CoA redutase de cadeia muito
longa RXN-13302 3-hidroxiacil-CoA desidratase de cadeia
muito longaRXN-13306 Enoil-CoA redutase de cadeia muito
longa

RXN-17775 Acetil-CoA desidrogenase de cadeia
longaRXNO0-949 lipoil sintase

Fonte: Elabora o pelo o autor

5.6 PREDICAO E CLASSIFICACAO DOS EPITOPOS COM AFINIDADE POR
RECEPTORES DE ANTIGENOS DE CELULAS T EM PROTEINAS ALVO
PARA O TESTE DE MONTENEGRO

Nessa etapa, um novo racional foi usado para selecionar proteinas pertinentes no
contexto da reacdo intradérmica de Montenegro. A fim de aumentar a especificidade dos
epitopos de Leishmania, alinhamentos com BLASTp foram realizados contra os
proteomas das espécies T. b. brucei TREU92, T. cruzi Dm28c, Sporothrix schenckii,
Sporothrix brasiliensis e Mycobacterium tuberculosis, conhecidamente responsaveis por
reagbes cruzadas nos exames imunologicos. As 23.897 proteinas da etapa 5.5 foram
usadas como query e buscas foram feitas contra um banco de dados composto por 51.777
proteinas dos demais patogenos. Apods a aplicacdo do filtro de homologia nas métricas
fornecidas pelo BLASTp o grupo inicial de proteina foi reduzido para 3.081. Essas proteinas
tiveram seus epitopos preditos pela ferramenta do IEDB. Somente epitopos com o valor de
ranque ajustado menor que 0,1 foram selecionados para cada uma das proteinas,

conformerecomendacédo da equipe desenvolvedora da ferramenta com base na obtencdo
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da melhor acuracia para as predi¢cbes computacionais.

5.7 GERACAO DE MODELOS 3D DE PROTEINAS DE LEISHMANIA BASEADOS
EM HOMOLOGIA ESTRUTURAL

As espécies L. infantum JPCM5, L. major Friedlin, L. braziliensis M2904 e L.
donovani HU34 tiveram suas estruturas cristalizadas recuperadas do PDB (Tabela 5).
Para as demais que nao possuiam estrutura tridimensional disponivel no PDB, foram
construidos modelos baseados em homologia usando pipeline genémico estrutural
previamente descrito na metodologia (Tabela 5). Notavelmente, apenas uma pequena
parte das proteinas destas espécies possuiam informacdes experimentais sobre a sua
estrutura, portanto, esse trabalho fornece um grande catalogo de modelos estruturais
que pode ser consultadoa qualquer momento e de forma gratuita através do web
server Target-Pathogen (TP) <http://target.sbg.gb.fcen.uba.ar/patho/>, visto que ndo ha
informacGes desta natureza em outras bases genémicas de tripanossomatideos, a

exemplo do TriTrypDB.

Tabela 5 — Meta-dados dos modelos tridimensionais para proteinas de Leishmania gerados neste
trabalho, utilizando a metodologia de reconstrugdo por homologia estrutural. *, refere-se a
guantidade de cristais experimentalmente determinados disponiveis ho PDB (http://pdb.org)
para as espécies listadas.

Genomas Cristais*  Modelos
Leishmania braziliensis M2904 117 4289
Leishmania donovani HU3 260 4438
Leishmania infantum JPCM5 107 4682
Leishmania major Friedlin 121 6535

Fonte: Elabora o pelo o autor

5.8 CLASSIFICACAO DAS PROTEINAS DE LEISHMANIA DE ACORDO COM A
SUA DROGABILIDADE

Para todas as estruturas, foram identificadas possiveis cavidades proteicas e 0s
seus correspondentes valores de drogabilidade usando a ferramenta fpocket. As andlises
foram iniciadas pela classificacdo de todos os dominios estruturais obtidos das 4 espécies

(incluindo os recuperados pelo PDB e os modelos preditos) de acordo com as 4


http://target.sbg.qb.fcen.uba.ar/patho/
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categoriasde drogabilidade (néo drogavel (NDG), pouco drogavel (PDG), drogavel (DG) e
altamente drogavel (ADG)). Com o proposito de comparacéo, a drogabilidade de todas as
estruturas associadas a um ligante no PDB95, um subgrupo néo redundante do PDB,
foram calcu- ladas, demonstrando um enriquecimento na drogabilidade nas estruturas de
Leishmania (Figura 16). Tal resultado estd possivelmente relacionando com o menor
numero relativo de estruturas de Leishmania geradas neste trabalho comparado ao total
de estruturas depositadas no PDB. Na figura 17 é possivel visualizar a representacdo do
modelo 3D predito da proteina mais imunogénica do L. infantum JPCM5 com suas

cavidades.

1.0

0.8

0.6

Drogabildiade

0.4

0.2

1 Leishmania
[ PDB

0.0

Figura 16 — Grafico de violino dos valores de drogabilidade. Os valores de drogabilidade estdo no eixo Y. Dois
grupos sao divididos no eixo X, todas as proteinas ligadas a um composto no PDB séo representadas pela curva
da direita em azul e todos os modelos estruturais das 4 espécies de Leishmania na curva da esquerda em verde. Os
quartis estao representados por: Q1 (1° quartil), Q2 (2° quartil, mediana) e Q3 (3° quartil).

Fonte: Elabora o pelo o autor
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5.9 PRIORIZACAO DOS ALVOS

Ap0s a obtencdo e integracdo das camadas de dados anteriormente apresentadas, que
formam um compéndio de informacdo multi-Gmica para as quatro espécies de Leishmania
aqui estudadas, as proteinas deste conjunto tiveram o seu potencial de agir como alvo
drogavel e como alvo para diagnostico na reacao de hipersensibilidade tardia mensurados
atraves das funcdes 1 (FRD) e 2 (FRHT), respectivamente.

Figura 17 — Representacdo 3D do modelo predito da proteina com o maior valor de drogabilidade do
genoma de L.infantum JPCM5, LINF_030005000 (quinase leucina-rica). Os atomos que formam a
cavidade drogavel estdo representados na cor laranja.

Fonte: Elabora o pelo o autor

59.1 Funcéo de Ranqueamento dos Alvos Drogéaveis (FRD)

Para encontrar candidatos a alvos moleculares protéicos, caracteristicas desejaveis
foram priorizadas. Inicialmente, as proteinas foram filtradas por conservacdo em espécies
patogénicas de Leishmania (etapa 4.2), onde quatro espécies foram selecionadas em razdo
da qualidade do sequenciamento e montagem dos seus genomas, além da disponibilidade de
dados de expressdo na literatura (etapa 4.2); por homologia ao proteoma humano (etapa
4.3); pela expressdo génica na forma evolutiva amastigota (etapa 4.4); pela sua localizacéo
subcelular; e, finalmente, pela presenca de cavidades drogédveis em suas estruturas (etapa
4.10). A quantidade inicial e final de proteinas para cada um destes filtros pode ser vista
na Tabela 6.



72

Tabela 6 — Quantidade de proteinas retiradas pelos filtros usados neste trabalho. *,
correspondente asubsecGes da Metodologia.

Etapa* Descricdo Quantidade Quantidade

filtrada  restante de proteinas

4.1  Conjunto inicial 0 118.124

4.2  Conservagdo em Leishmania (n=14 24.714 93.410
espécies)

4.2* Conservacdo em Leishmania (n=4 espécies) 66.496 26.914

4.3  Efeito off-target em humanos 747 26.167

4.4  Expressdao em amastigotas 2.270 23.897

4.10 Drogabilidade estrutural 19.939 3.958

Fonte: Elabora o pelo o autor

As varidveis que compuseram a FRD referenciam: os valores de drogabilidade,
homologia estrutural com o proteoma humano off _target_human, expressdao génica na
forma evolutiva desejada, essencialidade (decorrente das analises das vias metabdlicas e por
homologia com proteinas esséncias de T. gondii) e localizacdo subcelular (definida através
de preditores e ortologia com o proteoma de T. brucei ). Apds serem obtidos, processados,
integrados e classificados, esses dados forneceram evidéncias para a formacgédo de um grupo
de proteinas candidatas. Informacdes das 20 proteinas melhor ranqueadas junto com 0s
valores de cada umas das suas variaveis podem ser vistas na Tabela 7. Essa andlise

pode ser replicada e modificada através da interface web do Target-Pathogen.
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59.2 FUNCAO DE RANQUEAMENTO DOS ALVOS PARA REACAO DE
HIPERSENSIBILIDADE TARDIA(FRHT)

No que se refere a fungdo FRHT, foram escolhidas variaveis que representam
caracteristicas imprescindiveis de uma proteina para sua atuacdo como antigeno em testes
de reacdo intradérmica focados no diagnéstico das leishmanioses. Antes do
ranqueamento,as proteinas foram filtradas com a intencéo de identificar um antigeno que
possa ser usado em qualquer regido independentemente da espécie circulante, o que
permitiria sua ampla utilizacdo. Para isso, proteinas homologas entre as 14 espécies de
Leishmania estudadas foram selecionadas (etapa 4.3). Outro grande inconveniente inerente
a reacdo intradérmica de Montenegro sdo as reacdes cruzadas, acontecendo
principalmente em regides onde outros membros da familia Trypanosomatidae ocorrem,
por exemplo Trypanosoma cruzi, e também por agentes causadores de infeccdes dérmicas
como os Sporothrix spp. As proteinas que apresentaram semelhanca na sua sequéncia com
esses organismos foram retiradas (etapa 4.7) junto com aquelas que se assemelhavam com
0 proteoma humano (etapa 4.3).Para uma proteina gerar um epitopo é necesséario, pelo
menos, que seja expressa no estadgio evolutivo causador da patologia em humanos
(amastigota) sendo estas entdo selecionadas no estudo (etapa 4.4).

Apo6s a aplicacdo desses seletores, 3.081 proteinas foram ranqueadas pela funcéo
FRHT composta pelas variaveis off_target_humam (identidade com o proteoma humano),
off target cross_reaction (identidade com proteomas de espécies conhecidas por causar
reacOes cruzadas) e pelo percentil de expressdo em amastigota. As 20 proteinas melhor

ranqueadas e os valores de suas variaveis sdo destacadas na Tabela 8.
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Por fim, os epitopos precisam apresentar afinidade com as moléculas de MHC I
para serem associados e apre-sentados aos linfécitos T e, como consequéncia, desencadear
a reacdo de hipersensitividade tardia. Portanto, estas 20 proteinas tiveram seus epitopos
preditos e ranqueados pela sua afinidade com as moléculas de MHC Il. Cada proteina
poderia apresentar de 0 a n epitopos. O ranqueamento dos epitopos foi feito
individualmente para cada proteina levando em consideracdo o seu valor de ranque
ajustado, uma meétrica usada pela ferramenta de predicdo de ligagdo com o MHC Il do
IEDB, onde quanto menor o seu valor, maior a afinidade. Os epitopos das 5 melhores

proteinas e as suas métricas sao apresentados na Tabela 9.
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6 DISCUSSAO

Com o proposito de acelerar as etapas iniciais de identificacdo de proteinas alvo
para o tratamento das leishmanioses, esse projeto minerou, gerou, processou, associou e
classificou metadados em larga escala dos genomas de espécies patogénicas de
Leishmania.Culminando na construcdo de um acervo digital especifico, com informacoes
disponiveis para toda a comunidade cientifica, fomentando assim, o conhecimento
técnico/cientifico nesta doenca tdo negligenciada. Um aspecto relevante desta
metodologia é a versatilidade da sua aplicabilidade, onde os dados gerados podem ser
reutilizados em outros tipos de estudo. Sendo possivel acessar, criar filtros e funcdes
de ranqueamento nos resultados por meio do web server Target Pathogen (Figura 18).
Neste trabalho, exemplificamos a versatilidade e aplicagcdo deste compéndio de
informacdo através de duas fungdes de ranqueamento distintas: 1) uma capaz de
identificar proteinas potencialmente drogaveis, que podem ser utilizadas para o
desenvolvimento de novos compostos antileishmaniais; 2) outra que permite a
identificagdo de proteinas com potencial de atuarem como antigeno em exames
diagnoésticos baseados na reacdo de hipersensibilidade tardia, posto que a producédo
nacional do teste de Montenegro foi suspensa.

Filter Score
Removes the proteins that do not fulfill ALL the conditions Sorts all / the filtered proteins by calculating a numeric value o score. Score formula is a weighted linear sum of the protein properties.
(4] & % ) x i L L & o (o] x i L ® 4]
0 am, escription Coefficient Norm
essentialiy 1 ifisequalto 0.14
) orthology tgond true v
np Operation ol Duplicate
in Score
druggability
orthol nonequal v true v
eishr
ntrali
v 19
chokepoint if the catalyzes a reaction that is a metabolic chokepoint 1 i ifisequalto 0.14
subcellular equal v Cell_Periphery/Secretory v te v
ocalization
human offtarget man offtarget score (1 - best hit identity 2
uggabil v 07

Score = essentialiy_orthology_tgondii + druggability + centrality + chokepoint +2 *
human_offtarget + gut_microbiota_offtarget

Figura 18 — pagina no target-pathogen <http://target.sbg.gb.fcen.uba.ar/patho/> onde é possivel aces-sar os dados
desse projeto, selecionar vérias formas de filtragem e criar novas funcdes de ranqueamento.
Fonte: Elabora o pelo o autor
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Foram reunidas as 20 proteinas com os maiores valores da funcdo FRD 1, estas, de
alguma forma, possuem todas as caracteristicas desejaveis para atuarem como alvos no
desenvolvimento de novos compostos antileishmaniais. Este grupo € composto majoritaria-
mente por proteinas com os seus produtos relacionados ao metabolismo dos carboidratos e,
principalmente, dos lipidios. Sendo compreensivel esse resultado pelo fato dos lipidos esta-
rem naturalmente envolvidos em alto nimero de reac6es nas células eucaridticas (NIELSEN,
2009). H& de se destacar o carater multifuncional dos lipidios e carboidratos, especialmente
no parasita, sendo utilizado como fonte energética, fator regulatorio, componente estrutural
de diversas organelas, além de participarem ativamente na formacdo de compostos de
membrana como lipofosfoglicano (LPG), glicosilfosfatidilinositol (GPI) e proteofosfoglica-
nos (PPG), essenciais para a sobrevivéncia do parasito dentro do hospedeiro (ILGOUTZ;
MCCONVILLE, 2001; FORESTIER; GAO; BOONS, 2015; HART; COOMBS, 1982).
Vale ressaltar que a maioria das defini¢cdes de produtos atribuidos as proteinas (Tabela 7)
sdo hipotéticas, originadas de predicdes por ferramentas computacionais. Experimentos
computacionais e laboratoriais sdo necessarios para confirmar a funcdo das proteinas e
detalhar o seu funcionamento.

Todas as proteinas deste grupo apresentaram-se como essenciais para sobrevivéncia
do parasito, altamente drogéaveis e apresentando-se como choke-points nas suas respectivas
redes metabdlicas. A maior parte destas proteinas sdo expressas acima do 2° quartil de
expressdo. Destas, 9 pertenciam ao genoma de L. braziliensis, 5 de L. infantum, 3 de
L. donovani e L. major cada. Casos de ortologia encontrados entre as proteinas do top
20 (subunidade pantotenato quinase, ligase de acido graxo de cadeia longa-CoA, NADH-
citocromo b5 redutase, N-acetilglucosaminafosfotransferase, fosfatidato citidililtransferase
entre outras) reforgcam a robustez da metodologia, pois mesmo com a variabilidade intrinseca
dos dados de diferentes experimentos, foi alcangcado, na fungdo final, as mesmas proteinas
em diferentes espécies. As proteinas foram divididas em 3 grupos: 1) Alvos redescobertos,
ja descritos na literatura como candidatos para o desenvolvimento de compostos inibidores
em Leishmania; 2) Alvos redirecionados, aqueles ja descritos para outras espécies no
contexto de desenvolvimento de farmacos; e 3) Novos alvos, proteinas nunca relatadas, na

literatura, como candidatas para o desenvolvimento de compostos inibidores.

6.4 ALVOS REDESCOBERTOS
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Uma parte das proteinas encontradas no top 20 jA foram citadas como possiveis
alvos na literatura, algumas com inibidores j& conhecidos com efetividade testada in vitro
ou em modelos murinos. Esses achados evidenciam que a metodologia usada neste trabalho
permite a selecdo de candidatos com relevancia biologica.

A proteina melhor ranqueada atua como uma fosfatidilinositol quinase (FQ). Essa
familia de enzimas participa da regulacdo da sintese do fosfatidilinositol, moléculas im-
portantes no processo de sinalizacdo celular em eucariotos. Estes regulam varias fungdes
no metabolismo celular, como: a sintese de proteinas, mobilidade, ciclo celular, trafico
de vesiculas, dentre outros. O anel de inositol gera varios sitios de fosforilacdo, os quais
definem a especificidade do composto no sistema de sinalizagdo celular (BROWN; AU-
GER, 2011). E um alvo para o tratamento de cancer muito conhecido e com inibidores ja
propostos (MARONE et al., 2008). Em Leishmania, foi demonstrado a atuacdo do FQ
em vias fundamentais para sobrevivéncia e a sua sugestdo com alvo no tratamento de
infeccBes causadas por tripanossomatideos (BAHIA et al., 2009). Dois representantes
paraa enzima fosfatidato citidililtransferase (ranque 2 e 14 na Tabela 7) foram listados.
Essa proteina foi sugerida em outros trabalhos pela sua conservacdo especifica em
Leishmania e Trypanosoma, realizando a converséo de acido fosfatidico em diglicerideo de
acidos graxos,o precursor do fosfatidilinositol (SHARMA et al., 2017; CROWTHER et
al., 2010).

A biossintese enddgena dos acidos graxos em tripanossomatideos € essencial para
sua adaptacdo em diferentes meios durante todo o seu ciclo de vida. A NADH-citocromo
b5 redutase (ranque 4 e 18, Tabela 7) faz parte de um sistema multienzimatico que atua
como doador de elétrons para a dessaturacdo nas vias de biossintese dos ergosterol e
dos acidos graxos poliinsaturados (TRIPODI; BRAVO; CRICCO, 2011). Foi também
associada a neutralizacdo de compostos drogaveis (SAULTER, 2005). E sugerido como
alvo pela sua essencialidade e por realizar uma reagdo metabolica exclusiva do parasita
(TRIPODI; BRAVO; CRICCO, 2011), embora apresente conservagdo em praticamente
todas as células eucaridticas, como pode ser visto pelo menor valor permitido da métrica
off target human neste estudo, o que sugere que compostos inibidores desta proteina
possam também modular a agdo do homologo humano, potencialmente gerando reacao
cruzada.

A N-acetil-D-glucosaminilfosfatidilinosito (ranque 5, Tabela 7) esta envolvida na
biossintese dos GPI, moléculas que servem de ancora para diversos compostos de membrana
essenciais para a sobrevivéncia do parasita (ILGOUTZ; MCCONVILLE, 2001; URBANIAK



81

et al., 2005). Apesar da conservacdo de diversas proteinas na via de sintese do GPI, a
N-acetil-D-glucosaminilfosfatidilinositol estd ausente nos mamiferos. Por esse motivo,
a enzima € um alvo promissor e foi o foco de varios estudos na ultima década. Alguns
compostos inibidores, como o acido salicilhidroxamico, ja foram sugeridos e testados
(YADAV; KHAN, 2018; RASHMI; SWATI, 2015), validando a identificacdo desta
proteina. A enzima acil-CoA sintetase de 4cidos graxos de cadeia longa, identificada
nos ranques 6, 7 e 13 da Tabela 7, é responsavel por catalisar a formacéo do bioativo acil-
CoAgraxo que esta envolvido no transporte de proteinas, ativacdo e acetilacdo de
enzimas, sinalizagcdo celular, controle transcricional além de agir como um substrato
para a f- oxidacdo e biossintese dos fosfolipideos (KAUR et al., 2011). O que levantou
0 interesse sobre essa proteina na literatura foi a sua alta expressdo em amastigotas de
L. donovani resistentes ao tratamento com antimoniais (KAUR et al., 2011). Somente o
estudo de Kaur et al. (2011) citou essa proteina como um possivel alvo. No mesmo
contexto metabdlico,a glicerol-3-fosfato aciltransferase (ranque 8) também participa
da via de biossintese dos fosfolipideos, no estagio inicial de acetilacdo do glicerol-3-
fosfato. Os fosfolipideos representam 70% de todos os lipideos presentes na membrana
plasmética das Leishmania e sdo essenciais na viruléncia (ZUFFEREY; MAMOUN,
2005). Zufferey e Mamoun (2005) avaliaram o impacto da atividade enzimética da
proteina na viruléncia de L. major, revelando que a sua inibicdo afeta drasticamente a
producdo de triacilglicerol, porém ndo interfere na infectividade do parasito.

Nas Leishmania, a biossintese de glicoconjugados necessita da conversdo de mo-
nossacarideos para sua versdo ativa. Esse mecanismo depende da acdo de véarias enzimas,
a exemplo da fosfomanose isomerase (PMI), fosfomutases (PMM), GDP-manose piro-
fosforilase (GDP-MP) e a dolicol fosfato-manose sintase (DPMS) (ranque 16, Tabela 7)
(LACKOVIC et al., 2010). A DPMS catalisa a formacdo do dolicol-fosfato-manose
(DPM),0 carboidrato doador em todas as adi¢cdes de manose na biossintese da ancora e GPI
livres, exceto as ligagdes a (ILGOUTZ et al., 1999). Em L. mexicana, a delegdo de PMM ou
GDP-MP gerou cepas viaveis em cultura, porém avirulentas, o que revela seu potencial
como alvos drogaveis. Entretanto, o DPMS e PMI ndo modificaram a infectividade do
parasito (HANDMAN et al., 2008), diminuindo a sua atratividade do ponto de vista de
desenvolvimento como alvo.

Os fosfolipidios sdo os principais componentes das membranas plasmaticas de
todos os organismos, sendo importantes na formacao da estrutura das membranas, nos

processos de sinalizacdo interno, entre outros. A fosfatidilserina (PS), presente no folheto
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interno das membranas plasméticas, € amplamente conhecida pela sua relacdo com a
ativagdo do processo de apoptose celular (SCHUTTERS; REUTELINGSPERGER,
2010). Normalmente esta presente no folheto interno das membranas plasmaticas, e
quando externalizada sinaliza aos macrofagos, eritrocitos, plaquetas, e outros tipos
celulares o inicio do processo de morte celular (ZHANG; BEVERLEY, 2010). Foi reportado
que varios parasitas incluindo a Leishmania mimetizam a exposi¢do do PS para evadirem
0s processos de destruicdo celular e serem fagocitadas pelos macrofagos e neutrofilos.
Nesta estratégia de "cavalo de troia™, ocorre uma atracdo das células fagociticas para
internalizar os corpos apoptoticos das células infectadas por Leishmania, resultando no
acesso do parasita aos seus nichos de replicagcdo sem ativagdo dos processos microbicidas
destas células (ZHANG; BEVERLEY, 2010). A PS pode ser sintetizada nos eucariotos
pela fosfatidilserina sintase (ranque 17, Tabela 7) que realiza a transformacdo do CDP-
diacilglicerol e L-serina em PS e CMP (VANCE; STEENBERGEN, 2005).

As histonas desacetilases (HDAC) (ranque 19, Tabela 7) foram propostas como
um potencial alvo drogavel para varias infec¢bes parasitarias, incluindo maléria, chagas,
esquistossomose, toxoplasmose, dentre outras (LOBO-SILVA et al., 2020; OUAISSI;
OU-AISSI, 2006). As HDAC estdo envolvidas na remocdo dos grupos acetil dos residuos de
e-N acetil-lisina de proteinas celulares, incluindo as histonas, e participam de uma via
essencial na proliferacdo e diferenciacdo celular. A inibicdo das HDAC interrompe 0
crescimento celular, estimula a apoptose e aumenta a geracdo de ROS (PRASANNA et
al.,, 2021). Recentemente, Prasanna et al. (2021) caracterizaram a HDAC em L.
donovani, avaliando a sua atividade enzimética e a indicando como possivel alvo nas
leishmanioses.

A ubiquitinacdo é um processo pos-traducional onde um ou mais substratos de
ubiquitina sdo associados as proteinas, um mecanismo essencial dos eucariotos que
regulauma variedade de processos celulares (SCHLIEBS; GIRZALSKY; ERDMANN,
2010). Afuncé@o mais conhecida da ubiquitinacdo é o controle de qualidade das proteinas
que sdo secretadas pelas células. A marcacdo das proteinas malformadas com ubiquinona leva
ao seu subsequente reconhecimento e degradacao por proteases (BIJLMAKERS, 2021). A
HRD1 Ubiquitina ligase E3 (ranque 3, Tabela 7) é responsavel por associar ubiquitina as
proteinas do reticulo endoplasmatico. Baseado nas anotacdes dos genomas dos
tripanossomatideos, foi evidenciado que esses parasitas apresentam as reagfes minimas
para a degradacdo de proteinas associadas ao reticulo endoplasmatico, com pouca

redundancia. Dessa forma, pela presenca de reacdes Unicas, essa via foi sugerida como
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alvo (BIILMAKERS, 2021).

6.5 ALVOS REDIRECIONADOS

O reposicionamento dos alvos é uma alternativa rapida e barata para a identificagéo
de possiveis farmacos ja aprovados em testes clinicos que podem ser eficazes em outros
contextos. As proteinas a seguir ja foram sugeridas como alvo em outros estudos e 0s
compostos sugeridos nos seus tratamentos podem ser reposicionados para o tratamento
das leishmanioses.

O pantotenato (vitamina Bs) € o precursor da coenzima A (CoA). Quando associado
com um grupo acetil (acetil-CoA) torna-se um importante composto intermediario que
esta envolvido em aproximadamente 9% de todas as rea¢Ges bioquimicas ja identificadas,
incluindo a sintese de aminoécidos, metabolismo da glicose, &cidos nucléicos e graxos
(SHRIVASTAYV,; MALIK; Somlata, 2021; PIETROCOLA et al., 2015). A subunidade
pantotenato quinase (ranque 9 e 10, Tabela 7) atua na primeira etapa irreversivel da
preparacdo do pantotenato, transferindo-lhe um grupo fosfato. Em Entamoeba histolytica o
silenciamento da pantotenato quinase resulta na reducao das concentracdes de acetil-CoA e
diminuicdo do crescimento do protozoério no estagio trofozoito (NURKANTO et al., 2018).
E descrita como alvo em bactérias das espécies Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus
aureus além de ja possuir inibidores em M. tuberculosis e Bacillus anthracis (REDDY et
al., 2014; SHAPIRO et al., 2019).

As fosfolipases fazem parte de uma série de enzimas que estdo presentes em quase
todos os tipos celulares e sdo otimizadas para realizar a hidrdlise dos glicerofosfolipidios nas
suas ligaces éster, também agindo na manutencdo da funcdo das membrana plasmaticas
e sua remodelagem, além de regularem importantes mecanismos celulares (SMITH; BUTI-
KOFER, 2010). A fosfolipase especifica de fosfatidilinositol C (ranque 15, Tabela 7) realiza
a hidrolise do fosfatidilinositol 4-5-bifosfato (substrato que compde a ancora GPI) em um
mensageiro secundario inositol 1,4-5-trifosfato e diacilglicerol (GOLDSTON et al., 2014).

Estd associado com o processamento da ancora de diversos organismos e
subsequente liberacdo dos compostos de membrana associados a ela no meio extracelular.
E sugerido como alvo em outras espécies, pois a liberacdo dessas estruturas esta
relacionada com a sobrevivéncia desses organismos (SMITH; BUTIKOFER, 2010;
CHAYAKULKEEREE etal., 2008; AZEVEDO; RIZZO; RODRIGUES, 2016). Estudos

em T. cruzi sugerem a sua associacdo com a diferenciacdo do estagio de tripomastigota
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em amastigota (OKURA et al., 2005).

6.6 ALVOS INEDITOS

A glicosilacdo tipo N é uma das varias modificacBes pos-traducionais que células
eucarioticas realizam (KARKI; RIMAL; RIETH, 2021). Nas Leishmania, o
conhecimento sobre o processo de glicosilacdo ainda ndo é totalmente elucidado. Porém, a
sua importancia nas interacdes com o0s hospedeiros vertebrados e invertebrados €
amplamente reconhecida, uma vez que grande parte dos compostos de membrana,
importantes fatores de viruléncia, sdo constituidos de glicoconjugados (MULE et al.,
2020). A glicosilacdo se inicia com a UDP-N-acetilglucosamina-dolicol-fosfato N-
acetilglucosamina fosfotransferase (ranque 11 e 20, Tabela 7, 19) realizando a
transferéncia do N-acetil glucosamina para a molécula de dolicol bifosfato, formando a N-
acetyl-D-glucosamina difosfo dolicol. Posteriormente, essa molécula recebe um segundo
grupamento N-acetil glucosamina e torna-se compativel com o recebimento de
grupamentos glicano. Uma das enzimas que pode catalisar a transferéncia de um
grupamento manose é a GDP-ManGIcNAc2-PP-dolicol alfa-1,4-manosiltransferase
(ranque 12, Tabela 7).

6.7 ALVOS PARA REACAO DE HIPERSENSIBILIDADE TARDIA

A partir da reutilizacdo de dados de expressao, homologia com o proteoma humano
e agora incluindo uma anélise de conservagdo com proteomas de agentes conhecidamente
responsaveis por causar reacGes cruzadas no teste intradérmico de Montenegro, foram
selecionadas 20 proteinas com potencial de serem usadas como antigenos em exames
imunologicos. Cinco proteinas com os maiores valores de FRHT tiveram seus epitopos
preditos e avaliados pela ferramenta de predi¢do de sitios de ligagcdo com MHC Il do
IEDB.
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Figura 19 — Representa¢do 3D da proteina inédita, ID LINF_360051000 e 11° do ranque. Os atomos
das 4 cavidades drogaveis presentes estdo representados pelas cores amarelo, rosa, laranja e marrom.
Fonte: Elabora o pelo o autor

Foi possivel formar um grupo inicial de proteinas com potencial de produzir
epitopos e serem usadas como antigenos no teste de Montenegro, podendo padronizar e
potencializaros resultados desse tipo de teste.

A maioria das proteinas encontradas do top 20 da FRHT sdo hipotéticas, ou seja,
sequéncias do genoma que apresentam caracteristicas de gene (cédons de inicio e fim),
porém ndo possuem nenhum sitio catalitico ou outro dominio que permita caracterizar a
sua funcdo. Esse resultado é compreensivel devido a eliminacéo das proteinas semelhante ao
genoma humano e de T. cruzi, restando proteinas restritas ao género Leishmania, muitas
delas ainda pobremente estudadas. Ademais, a maioria das ferramentas computacionais de
anotacdo funcional baseiam-se em homologia estrutural.

Estudos computacionais futuros serdo feitos pelo grupo para verificar outros aspectos
importantes no processamento destas proteinas pelas células apresentadoras de antigeno
(sitios de clivagem por proteases e transporte por TAP) e caracteristicas fisico-quimicas

necessarias para producao das proteinas em vetores de expressao.
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7 CONCLUSOES

Foi desenvolvido e aplicado uma anélise integrativa objetivando a priorizacédo de
proteinas alvo do género Leishmania. Varias camadas de informacdo foram combina-
das, incluindo dados estruturais e metabdlicos a nivel protedmico, dados de expresséo,
essencialidade e localizacdo subcelular em larga escala. Todas essas informacdes foram
transformadas em variaveis e aplicadas em uma funcdo de ranqueamento que permitiu a
selecdo de alvos com caracteristicas desejaveis do ponto de vista da drogabilidade.

Vérias etapas deste projeto foram alicercadas na gendmica comparativa intra e
interespécies de Leishmania como forma de suprir a escassez de dados experimentais
disponiveis para este género. Esta estratégia se baseia na premissa de que caracteristicas
biol6gicas compartilhadas entre dois organismos se refletem, ainda que parcialmente,
na conservacgao entre seus genes. Mais especificamente, um gene conservado entre duas
espécies serd, na maioria dos casos, transcrito e traduzido em RNAs e proteinas com
funcBes semelhantes herdadas do seu altimo ancestral em comum (HARDISON, 2003).
Assim, quando olhamos para os grupos de ortologia definidos anteriormente, pode-se
inferir que a maior parte de suas proteinas possuem caracteristicas em comum e, portanto,
desempenharam atividades correlatas.

Sendo diferenciais da presente dissertacdo o carater generalista e ndo enviesado
alcancado na selecdo dos alvos drogaveis comuns as diversas espécies patogénicas de
Leishmania. Isso decorre da utilizacdo de dados gendbmicos de 14 espécies e da aplicacdo de
todo o arcabouco metodolégico em dados multibmicos para as 4 espécies com
informacé&o disponivel em sua totalidade. Através de colaboracdo com pesquisadores do
projeto Tryp- Tag, foi possivel acessar, de forma exclusiva, todo o catdlogo de
localizagbes subcelulares das proteinas de T. brucei, permitindo a utilizacdo de dados
experimentais de um parasita filogeneticamente proximo, aqui projetados para as
Leishmania. Outro diferencial alcan- cado foi a geracdo de modelos estruturais
tridimensionais em escala proteémica, processo este custoso computacionalmente e
inviavel de ser feito por experimentos de cristalografia. Por fim, foi possivel identificar
dois conjuntos de proteinas, 1) com grande potencial de serem usadas como alvo no
tratamento das leishmanioses, entre elas, proteinas inéditas que podem oportunizar novas
formas de tratamento e 2) com competéncia na sua utilizacdo como antigeno no teste

intradérmico de Montenegro.
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