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RESUMO

MARTINS, Thais Viana Fialho, D.Sc., Unarsidade Federal de Vigosa, junho de 2017.
Caracterizacdo d proteina LPG3 de Leishmania infantum chagasicomo Proteira
Ligante de Heparina e avaliacdo de sua aplicacdo no umodiagnostico daLV C.
Orientador: Eduardo de Almeida kaes @ Silva. Coorientador: Leamd Licursi de
Oliveira.

Leishmaniainfantum chagasé um protozoario in&icdular responsavel patausar uma
doenca fatal em humanos, a leishmaniose viscktantificar mowlas que esteja
envolvidas ngrocessode infe¢éo dacéula do hospedeiro peparaito € importante para

a concepcao destatégias para o controle da doanDentre estasndéaulas estdo as
Proteinas Ligantede Heparina (PLPk), cujacaacteristica principal € acgpacidade de
se ligara carboidatos presentes em glicoproteinas ou glicolipiditsevidéncias de que
PLH’s presentes na superficie deishmaniaparticipam dos press de adesae
pendracdo dos parsitos nostecidose cdulas, tanto dos hospedeiros iebrados quanto
dos invertebrados. Portanto, comder asinteracbes entre a PLHedl. chagasi
(PLHLc) e oaqicar ao qual ela se liga, a hepa, bem como demonstrar propriedades da
proteina, € importante madesenvolver neEnismos quenterrompam a pragssao da
infeacdo. Estetrabalho foi dividido em dois manuscritos onde foi propostma pa
primeiro identificar e realizar analises estruisira silico e analises funciomada PLH.c.

A proteina foi sequenciada e identificada como sendo a proteina LPG3ndantum
chagasique foi entdo sintetada, clonada e a composicao da sua estruturatéoirdeada.
Cromatografia de gel filacé, eletrofores em gel ndo dematurantee ensaio de cross-
linking swerem que a rPLE/LPG3 esta organizada como um teteio. Caloriméria

de ttulacé® isotérmica confma a capacidade da proteina em se ligar a hepaoima c
afinidade micromolar. A inibicdo da atividadeTPRéasica pela presenca da heparina,
juntamente com as analisassilico, sugerem que o sitio de bhgé@ a heparina sobrepde ao
sitio de ligagcd® ao ATP.No segundo trabalho a proteina recombinante produzida foi
avaliada para o imunodiagnoéstico da Laeishiose Vigeral Canina apresentando
sensibilidade de 79-87% espedficidade de 63-83%, indendo o potencial da

rPLHLc/LPG3 recombinante no diagndstico imunoldgico da LVC.



ABSTRACT

MARTINS, Thais Viana Fialho,D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, June, 2017.
Characterization of Leishmana infantum chagasiLPG3 protein as Hepain Binding
Protein and evaluation of its application in the LVC immunodiagnosis.Advisor:
Eduardo de Almeida Marquesa 8ilva. Co-Advisor: leandro Licursi de Olivei.

Leishmanianfantum chagads an irtracdlular protozoan pasite responsible farausing
a fatal disesein humans, vieeral leishmaniasis. Iderfitcation ofmoleaules from the
parasites involved in the hostcdl infedion process is important for slgning
strategiesto control this disease. Among thesedeaules is Heparin Binding Protein
(HBP), whose main characteristis the ability to bindto cabohydrates presernh
glycoproteins or glycagpids. Evidence suggedtsat HBP's present dreishmaniasurface
participaten the adheion of paraitesto tissuesof both vetebrde and invetebrde hosts
as wdl asin cdl invasion. Therdore, understanding thateractions beveenL. chagasi
HBP (HBR.c) and the sugao whichit binds, heparin, as Weas demonstrating protein
properties, is important to developechanisms that interrupt the infemti progesson.
This work was divided into two manuscriptghere it was proposetb first identify and
performin silico strudural and functional PLHc analyze. The protén was sequencke
and identified as thé. infantum chagasiLPG3 protein, which was then synthesize
cloned and the composition of its structurgéedained. Gel filtration chromatography
non-denaturing gel etirophaesis and cross-linking assay suggiat rPLH.c/LPG3 is
organized as a tetrae. Isothemal titrationcadorimetry corfirmsthe ability of the protein
to bind heparin with micromolar affity. Inhibition of ATPaeadivity by the presere
of heparin, togier within silico analyze, suggets that the heparin bindgsite overlaps
the ATP binding site. In theesond study, theecombinant protein was evaluated for the
Canine Visceral Leighaniasis immunodiagnosis presenting a seérigjtof 79-87% and
spedficity of 63-83%, indicating the potential abcombinant rPLHLc/LIB3 in the

immunologcal LVC diagnosis.



1. INTRODUGCAO GERAL

1.1 Epidemiologia da Leishmaniose Visceral (LV)

Doencas tropicais infecciosas séo responsaveis por eaussis de 1 milhdo de
mortes por ano além de atingirem mais de 1 bilhdo de pessoas, especialmente em paises en
desenvolvimento da Africa, Asia, América Latina e Caribe. Essas mortes sdo apenas parte do
impacto a saude publica uma vez que sao doencas debilitantes e causam incapacidade cronice
de longo prazo as pessoas atingidas que vivem nas areas de risco. Parte dessas doencas s
classificadas como doencas tropicais negligenciadas (NTD), uma vez que séo largamente
ignoradas pela industria farmacéutica e devido ao pouco investimento dos érgédos de fomento
a saude publica em pesquisas referentes ao controle das mesmas (Beaumier et al., 2013).

As leishmaniosegertencentes ao grupo de NTD’s, compreendem um espectro de
doencas causadas por protozoarios parasitas do gEamstumania.Essas doencas se
distribuem em mais de 98 paises e apreseinteigéncia global estimada em 900 il,6
milh&o de casos por ano, afetando 12 milhdes de pessoas, com 350 milhdes vivendo em areas
de risco para infeccdo (Alvar et al., 2012). Embora seja a causa da nona maiatecarg
doenca entre as doencgas infecciosas individuais, a leishmaniose é amplamente ignorada nas
discussodes sobre as prioridades das doencas tropicais (Hotez et al., 2004)

Clinicamente, as leishmanioses se manifestam em formas diferentes de acordo com a
espécie do parasito que acomete o hospedeiro, se distinguindo em leishmaniose cutanea (LC),
mucocutanea (LMC), cutanea difusa (LCD) e visceral (LV) (Kaye; Scott, 2011). Estimativas
apontam que ocorram cerca de 700a1ij2 milhdo de casos de LC e 20000 mil casos de
LV por ano no mundo, com mais de 90% de LV ocorrendo em apenas seis paises: india,

Bangladesh, Sudé&o, Sud&o do Sul, Brasil e Etiopia. A LC & mais distribuida, com um terco



de casos ocorrendo em trés regides: nas Américas, na bacia do Mediterraneo e na Asia
Ocidental do Oriente Médio a Asia Central. Os dez paises com maior nimero de casos
estimados sdo Afeganistdo, Argélia, Colémbia, Brasil, Ird, Siria, Etiépia, Sudao do Norte,
Costa Rica e Peru, que juntos somam de 70 a 75% dos casos globais de LC (Alvar et al.,
2012).

Dentre as diferentes formas clinicas da leishmaniose, a LV é uma doenca
potencialmente fatal que representa um grave problema de saulde publica, com incidéncia
principal nas Américas Central e do Sul e no Mediterraneo. A doenca € responsavel por cerca
de 20 a 40 mil mortes por ano no mundo, incluidos os casos causadasisponania
donovanie Leishmania infantunmo Velho Mundo deishmaia chagasino Novo Mundo
(Mccall; Zhang; Matlashewski, 2013). Em uma recente revisdo sobre o historico de
classificacdo, evolucdo e dispersdo do pards#ishmaniae seus vetored,eishmania
chagasiaparece como sinénimo deishmania infatunfAkhoundi et al., 2016

A LV tem se espalhado para areas ndo-endémicas como Canada, Estados Unidos,
Italia e Alemanha (Petersen; Barr, 2010; Ready, 2010). A alta prevaléncia de portadores
humanos assintoméaticos deinfantumno sul da Europa sugere que este parasita seja uma
ameaca latente a saude publica do continente, como demonstrado pelo aumento de coinfeccéo
com virus HIV desde a década de 80 (Ready, 2010).

Na América Latina o pais mais afetado pela LV é o Brasil, com aproximadamente
97% dos casos humanos e com notificacdes de mais de 70.000 casos e mais de 3.800 mortes
nas ultimas trés décadas (Werneck, 2010). De 2010 a 2014, cerca de 17 mil novos casos de
LV foram relatados com mais de 1.100 mortes em um quarto dos municipios brasileiros.
Mais de 70% dos casos ocorrem em 200 municipios, sendo que 50 deles possuem mais de
100.000 habitantes, incluindo Aracaju (Sergipe), Araguaina (Tocantins), Bauru (Sao Paulo),
Belo Horizonte (Minas Gerais), Campo Grande (Mato Grosso do Sul), Fortaleza (Ceard),
Montes Claros (Minas Gerais), Sao Luis (Maranh&o) e Teresina (Piaui) (WerneckA2016).
dispersdo d&V é associada intensa migracao urbana que ocorreu do Nordeste do pais,
onde 82,5% dos casos ocorriam, para centros urbanos do Centro-Oeste e do Sudeste (Ferreire
et al., 2012).

A LV nas Américas previamente foi associad@eas rurais e regides peri urbanas,
mas agora tem se observado uma mudanca do perfil, com presenca comum de casos em

regides urbanas. Os cdes sdo 0s principais reservatérios daab¥gos de animais



domeésticos provavelmente atuam como criadouros para a manutencdo da populacdo de
insetos vetores proximos as residéncias (Ferreira et al., 2012).

A Vigilancia epidemiologica é um dos componentes do Programa de Controle da
Leishmaniose Visceral (PCLV) existente no Brasil, cujos objetivos séo reduzir as taxas de
letalidade e grau de morbidade por intermédio de diagndstico dos casos e tratamento precoce
dos individuos afetados, bem como diminuir os riscos de transmissdo mediante controle da
populacdo de reservatérios e do inseto vetor. Porém o ndo cumprimento das normas do PCLV
pelos municipios, seja por falta de recursos financeiros, pouco empenho dos gestores
municipais ou até mesmo impedimento da populacdo, tem gerado expansdo dos casos
autdctones humanos e das areas endémicas urbanas de LV no Brasil (Ministério da Saude,
2014; Zuben; Donalisio, 2016).

1.2 Agentes etiologicos da LV

Os parasitos do génerdeishmania pertencem ao reino Protista, filo
Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora, classe Zoomastigophora, que pertencem a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. S&o parasitos dimorficos encontrados na natureza
sob formas promastigotas alongadas, méveis e flageladas, presentes no tubo digestivo de
insetos flebotomineos ou em formas amastigotas iméveis e com morfologia arredondada que
parasitam células do Sistema Fagocitario Mononuclear de mamiferos (Fig. 1) (Akhoundi et
al., 2016; Ul Bari; Rahman, 2008).

As formas promastigotas ou flagelares medem de 1QriSde comprimento e
possuem um unico e longo flagelo anterior, que permitem motilelfixiecdo no intestino
do inseto flebotomineo, vetor da doenca. Essa forma do parasito é responséavel pela infeccéo
dos insetos vetores e dos hospedeiros vertebrados, sendo encontradas no intestino desse
insetos e em meios de culturas formando aglomerados ou rosetas. As formas amastigotas sao
ovais ou redondas e medem cerca deua5Possuem um nucleo centralizado anterior ao
cinetoplasto e, assim como a forma promastigota, uma mitocondria Unica rica em DNA
mitocondrial (kDNA). As formas amastigotas apresentam flagelo curto sem motilidade
aparente, mas que possivelmente desempenha um importante papel na organizacdo e, ou ne
percepcéao celular. Esta formagesponsavel pela propagacédo e manutencdo da patologia no
hospedeiro mamifero (Fig. 1) (Sacks; Kamhawi, 2001; Ul Bari; Rahman, 2008).



Figura 1. Morfologia das formas amastigota e promastigota deeishmania.Esquerda:
Amastigota; Direita: Promastigota;: Mucleo, K: cinetoplasto, M: mitocondria, F: flagelo, RE:
reticulo endoplasmatico, mt: membrana. Disponivel em: Rey, L. Bases da Ragiasii edicao.
Rio de Janeiro, Guanabara-Koogan, 2002.

Ja foram descritas até agora aproximadamente 53 espétiesitmania onde 31
delas sdo conhecidas por parasitarem mamiferos e 20 espécie sdo patogénicas para o0 homer
(Akhoundi et al., 2016). Andlises filogenéticas entre espécieeidbmaniabaseadas em
abordagens taxondémicas numéricas, como a comparacdo de sequéncias de DNA e
eletroforese de isoenzimas multilocus, indicam uma divergéncia entre os complexos de
Leishmania- L. major, L. mexicana, L. donovaaisubgénert. (Viannia).Esses parasitos
causam quatro formas clinicas distintas, de acordo com o tecido ou 6rgao afetado, podendo
ser LV, LC, LMC e a LCDL. donovank L. infantumsao responsaveis por causar adl\
major a LC, enquantd. braziliensisé o principal agente causador da LMC (revisado por
Lipoldova; Demant, 2006).



O parasito € transmitido no Novo Mundo pela picada do flebotontineomyia
longipalpis inseto que apresenta de 2-3 mm de comprimento, corpo revestido de pelos e
coloracdo castanho claro ou cor de palha, conhecido no Brasil como mosquito-palha ou
birigui (Lainson; Rangel, 2005). No entanto, a relevancia dos vetores secundarios é discutida:
na Coldombia, o flebotominebu. evansifoi relatado como vetor alternativo Heinfantum,
ja Lu. migoneifoi indicado como um possivel vetor em Pernambuco (PE), Brasil, com base
na observagao de sua infecgao natural comfantume pela auséncia dei. longipalpisna
area. Em alguns estados brasileiros da Regido Centro-Oeste, como Mato Grosso (MT) e Mato
Grosso do Sul (MS), ha relatos lde. cruzi,flebotomineo pertencente ao complexolde

longipalpis,infectados pot.. infantum(revisado por Ferreira et al., 2012).

1.3 Ciclo de vida do parasito

Em seu ciclo de vida,.eishmaniaesta presente ora no trato digestivo do vetor
flebotomineo, ora nos fagolisossomos dos macréfagos de hospedeiros vertebrados.
Importantes alteragcbes morfoldgicas e bioquimicas ocorrem durante as diferenciacfes
envolvidas no ciclo de vida do parasito. Essas alteracfes sdo resultado de mudancas na
regulacdo da expressao génica em resposta aos sinais ambientais encontrados pelo parasito
como alteracdes de pH e temperatura distintos entre os ambientes em que o parasit
permanece no hospedeiro invertebrado e vertebrado (Saxena et al., 2007). Também foi
mostrado emL. infantum que a maior parte do genoma do parasito € expresso
constitutivamente e que uma minoria sdo de genes regulados. Parece que a regulacao ocorre
principalmente durante o desenvolvimento de promastigotas e que ha regulacdo negativa
durante a transicdo de promastigotas para amastigotas, apoiando a hipétese de pré-adaptaca
do parasito a sobrevivéncia intracelular nos macroféiglaslea et al., 2010).

Ao realizar o repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado infectado, as fémeas
de flebotomineos ingerem, juntamente com o sangue, formas amastigotas do parasito, livres
ou fagocitadas por células que desempenham esta funcéo. No trato intestinal do vetor, as
formas amastigotas se transformam em formas promastigotas prociclicas, que apresentam
um pequeno flagelo na extremidade anterior e pouca motilidade, dando inicio ao ciclo
proliferativo do parasito. Apds 48 a 72 horas, ingB&- processo de metaciclogénese, onde
a taxa de replicacdo dimineio parasito sofre uma série de transformacdes morfologicas e

bioquimicas, se transformando nas formas promastigotas metaciclicas infectantes. Neste

5



estagio, o parasito obstrui a valvula estomodeal do inseto, induzindo seu regurgitamento no

momento em que o vetor realiza o repasto sanguineo. No hospedeiro vertebrado, as formas
promastigotas s&o introduzidas na epiderme do hospedeiro juntamente com a saliva e sao
fagocitadas por células do Sistema Fagocitario Mononuclear. No interior dos macrofagos, os

parasitos, induzidos pela temperatura elevada dos mamiferos e pelo baixo pH do vacuolo

parasitoforo, se transformam em formas amastigotas e se multiplicam. Os macréfagos, apesar
de serem células fagocitérias especializadas em combater agentes infecciosos, nao
conseguem impedir a replicacdo do parasito em seu interior e sofrem lise, liberando formas

amastigotas na circulacdo sanguinea. Uma vez livres, as formas amastigotas podem infectar
novas células fagocitarias, propagando a infeccdo para outros tecidos ricos em células do
Sistema Fagocitario Mononuclear como baco, figado, medula éssea e 6rgaos linfoides ou

serem ingeridas, durante repasto sanguineo, por um flebotomineo néo infectado (Fig. 2)

(Freitas et al., 2012; Lipoldové; Demant, 2006; Nieto et al., 2011).



Hospedeiros vertebrados - Mamiferos !—’———
PICADA PICADA
Hospedeiros invertebrados - Felbotomineos

Figura 2: Ciclo Biol6gico do parasitoLeishmania Neider F. Gontijo. Disponivel em Neves, D. P.

Parasitologia Humana. 11 ed. Sao Paulo: Atheneu, 2004.



1.4 Manifesta¢des Clinicas na LV

A patologia causada pelo paradigishmaniara depender da espécie, do gendtipo e
estado nutricional e imunologico do hospedeiro, do vetor transmissor e de variacdes
ambientais e fatores sociais. E visto que diferentes espéciasstinaniapodem induzir
diferentes sintomas, mas pacientes infectados pela mesma espécie podem apresentar
sintomas distintos e diferentes respostas a terapia, ndo sendo claras as razdes para tais
variacdes (Lipoldova; Demant, 2006; Mcmahon-Pratt; Alexander, 2004; Zijlstra et al., 2003).

Na LV os parasitos migram do local da infeccdo e alojam-se em érgéos como figado,
baco, medula 6ssea e linfonodos distantes. Esse perfil de disseminacgéo pode estar relacionada
apropriedades parasitarias como sensibilidade & temperatura, tropismo tecidual, capacidade
de evasdo imunoldgica e persisténcia (Murray et al., 2005).

O periodo de incubacdo da doenca ocorre entre 2 a 6 meses apos a infeccdo. Os
pacientes frequentemente apresentam febre por mais de 3 semanas, perda de peso e do
abdominal causado pelo quadro de hepatoesplenomegalia. Outras caracteristicas clinicas
incluem hemorragias nasais que podem ser severas. Um nimero pequeno de pacientes poden
desenvolver leishmanioma, nddulo cutaneo no local onde ocorre a picada do flebotomineo,
e uma parte dos pacientes podem desenvolver linfadenopatia. Os pacientes também podem
apresentar tosse ou diarreia, dependendo da localizacdo da infeccdo. Manifestacdes
autoimunes como artrite, vasculite cutdnea e purpura podem ocorrer, mas Sdo0 menos
presentes (revisado por Zijlstra, 2016). Acometimentos neurolégicos sdo comuns e incluem
neuropatia periférica, paralisia do nervo craniano e perda de audicdo (Maia et al., 2015).

A LV ativa também pode reaparecer ap0s tratamento aparentemente bem-sucedido.
A reativacao pode ser espontanea, mas € frequentemente provocada por intercorréncia do
nimero de células T GO pela funcdo corticosteroide ou ainda pela terapia citotéxica,
caracteristicas observadas no tratamento antirejeicdo em pacientes transplantados ou no

avanco da doenca em portadores de HIV (Murray et al., 2005).

1.5 Diagnéstico da doenca

O diagnéstico laboratorial das leishmanioses pode ser realizado por diferentes
técnicas, dentre elas pela investigacao do parasito corado em tecidos de relevanciagpor exam
em microscopio de luz, cultuia vitro ou inoculacdo em animal, deteccdo de DNA do

parasito em amostras de tecido ou imunodiagnéstico por deteccdo de antigenos do parasito
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em amostras de tecidos, sangue ou urina pela deteccao de anticotpashamdiniando-
especificos ou especificos ou ainda por endashmaniaespecifico mediado por
imunidade celular (Sundar; Rai, 2002).

O padréo ouro para o diagnostico da LV é realizado por visualizacdo direta dos
parasitos em aspirados de linfonodos, medula 6ssea ou baco que apresentam sensibilidade de
60%, 55a97% e maior que 95%, respectivamente. Bidpsias hepéticas também séo utilizadas
e apresentam sensibilidade em torno de 40% (Zijlstra, 2016).

Testes sorologicos de aglutinacéo direta e imunofluorescéncia sao eficientes quando
ha altos titulos de imunoglobulina G. Essas técnicas produzem resultados com alta
sensibilidade, mas com especificidade menor. Resultados falso-positivos frequentemente sao
encontrados em soro de pacientes infectadoslIpgranosoma cruzfVexenat; Santana;
Teixeira, 1996)

O ensaio de ELISA tem sido utilizado como potencial ferramenta de sorodiagnéstico.

A técnica é altamente sensivel, mas a sua especificidade depende do antigeno utilizado.
Muitos antigenos tém sido investigados e tém apresentado potencial para uso, dentre eles o
antigenosduvel do extrato bruto do parasito (SLA). A sensibilidade do ELISA utilizando

SLA varia de 80 a 100%, mas foram registradas reacdes cruzadas com soros de pacientes
com tripanossomiase, tuberculose e toxoplasmose (Sundar; Rai, 2002). O antigeno rK39 é
utilizado em teste rapido para detec¢do da doenca, é de facil uso e apresenta bons resultados
para a primeira linha de diagndstico no subcontinente indiano, com valor de sensibilidade em
torno de 90%, porém com especificidade varidvel em cada regi@produtibilidade da
sensibilidade do teste em outros continentes ndo ocorre, por exemplo na Africa, onde
provavelmente a producéo de IgG haishmanigpelos pacientes € menor. Assim, 0 método
parasitologico ainda continua sendo o método sugerido para este continente (revisado por
Murray et al., 2005; Zijlstra, 2016).

A investigacdo do parasito por PCR detectando DNA leishmanial apresenta altas
sensibilidade e especificidade e é realizado em laboratérios bem equipados, porém nao é
acessivel para todos os portadores da doencga. Assim, melhorar os testes sorolégicos para o
diagnéstico de leishmaniose é importante pois séo rapidos, faceis de executar e podem ser
facilmente implementados nas condicbes comumente encontradas nos paises em

desenvolvimento (Maurya et al., 2005; Menezes-Souza et al., 2015).



1.6 Tratamento da LV

Na maior parte do mundo 0s antimoniais pentavalentes, incluindo estibogluconato de
sodio (Pentostaf) CizHzsO26Sb) e antimoniato de meglumina (Glucantfime
C14H29010N2Sb) séo considerados os farmacos de primeira linha e padréo-ouro no tratamento
dalLV. Seu mecanismo de acdo ainda ndo é bem compreendido, masssagag&o de
forma multifatorial sobre os processos moleculares do parasito, de modo a influanciar n
atividade microbicida dos macréfagdéo, 2016). Entretanto, essas drogas sdo muito toxicas
e necessitam de longos periodos de tratamento, com administracdo geralmente por
intermédio de injecdes intramusculares. Além do desconforto para a administracdo, essas
drogas ainda apresentam efeitos adversos como cardiotoxicidade, hepatotoxicidade,
pancreatite, insuficiéncia renal reversivel, anemia, leucopenia, trombocitopenia, dor
abdominal, nausea, vomitos e distarbios do sangue. Atualmente, varios estudos tém
demonstrado que a eficicia destes farmtmose reduzido significantemente, optarsip-
nestes casos de resisténcia, pela administragdo de outras drogas (Akbari; Oryan, 2017,
Sundar; Chakravarty, 2010).

A anfotericina B(C47H73NO17), um antibidtico natural isolado pela primeira vez em
1955 a partir deStreptomyces noclosua Venezuela, apresenta atividades antifungica e
antiparasitaria e é utilizada geralmente como segunda linha de tratamento para as
leishmanioses, apresentando boa resposta clinica. No entanto, os efeitos adversos sao fatore:s
limitantes na administracdo desta droga. Os pacientes podem relatar febre, nauseas, vémitos
e ainda apresentar anemia, hipocalemia, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, cardiotoxicidade,
hipersensibilidade e anafilaxia. Ainda, o tratamento pode requerer internagdes prolongadas
para administracdo intravenosa da droga, uma vez que a mesma apresenta baixa absorcac
intestinal (Akbari; Oryan, 2017; No, 2016). Recentemente, varios tipos de formulacgdes,
incluindo algumas que diminuem a concentragédo livre de anfotericina B na corrente
sanguinea, foram investigadas para reduzir a toxicidade. Atualmente, a férmula lipossdmica
de Anfotericina B (AmBisonf® é administrada por via intravenosa para tratar a LV e tem
uma taxa de cura de 95% com apenas uma administracdo. O impasse para 0 uso € o0 alto custc
do tratamento (No, 2016; Sinha; Bhattacharya, 2014).

A miltefosina se tornou, em 2002, o primeiro tratamento oral para A.V.
desvantagem do uso desta droga € a teratogenicidade encontrada em ensaios de toxicidade

em modelos animais, sendo assim contraindicado para gestantes (Sundar et al., 2012).
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A pentamidina é altamente eficaz contra a fase aguda da tripanossomiase humana
africana também conhecida como doenca do sono, causatfleypanosoma bruceElaé
atualmente utilizada como tratamento de segunda linha Lpara para pacientes que
apresentam recidivas apos tratamento com antimonial pentavalente. Porém, a sua taxa
crescente de falha no tratamento e alta toxicidade resultaram numa diminuicdo gradual da

sua utilizacdo para o tratamento da LV (revisado por No, 2016).

1.7 Fatores de viruléncia deeishmania

Muitas moléculas do parasitbeishmaniaque participam dos mecanismos de
viruéncia tém sido estudadas por diversos grupos de pesquisa, na proposta de elucidar os
mecanismos de sobrevivéncia do parasito, assim como investigar um possivel papel das
mesmas e suas aplicacbes no desenvolvimento de vacinas, drobgastantiniae no
diagndstico da leishmaniose. Dentre essas moléculas, pode-se citar a proteina homadloga de
Leishmaniade receptores de proteina quinase C ativada (LACK) (Gonzalez-Aseguirtolaza e
al., 1999; MarqueBa-Silva et al., 2005), a LPG3/GRP94 (Descoteaux et al., 2@02),
lipofosfoglicano (LPG) e a glicoproteina gp63 (Yao; Donelson; Wilson, 2003), a proteina A2
(Zhang; Matlashewski, 2001¢ as enzimas que participam do catabolismo de ATP
extracelular (Fietto et al., 2004; Margu@s-Silva et al., 2008).

A proteina LACK de 36 kDa é expressa em formas promastigotas e amastigotas de
diferentes espécies tleishmania Ela promove a producao de IL-4 sob ativacdo de células
T VB4*Va8*CD4" e é critica para a susceptibilidade de camundongos BALB/c a infeccédo por
L. major (Mougneau et al., 1995). Além disso, estudos indicam que LACK é necessaria para
a persisténcia do parasito dentro dos macrofagos e do hospedeiro mamifero (Kelly; Stetson;
Locksley, 2003).

LPG3 é uma proteina homéloga a GRP94, membro da familia das HSP9O,
chaperonas localizadas no reticulo endoplasmatico do pdrastonaniae foi visto estar
relacionada a viruléncia do parasito mas ndo na sua viabilidade. Em células de mamiferos,
GRP94 estd associada a varios processos celulares como apresentacdo de antigenos
dobramento de proteinas, secrecao e é requerida para viabilidade (Descoteaux et al., 2002).
A GRP94 homologa dd.eishmania infantumfoi descrita como sendo altamente
imunogénica, assim como as proteinas da familia de HSP90 (Larreta et al., 2000). O gene
LPG3 que codifica a proteina LPG3/GRP94, pertence ao grupo delgeGate Classe I,
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que codificam proteinas envolvidas na compartimentalizacdo e montagem do LPG

(lipofosfoglicano), desempenhando papel no enderecamento para a superficie celular de
LPG, classificando a LPG3/GRP94 como molécula participadora da biossintese de LPG
(Beverley; Turco, 1998; Descoteaux et al., 2002).

O LPG é um complexo de glicofosfatidilinositol ancorado em fosfoglicano
encontrada na superficie de promastigotas de todas as espéeishamniaEssa molécula
de superficietem demonstrado sem criticas em varios mecanismos biolégicos e de
viruléncia importantes para sobrevivéncia do parasicluindo modulagéo da producéo de
oxido nitrico (NO), inibicdo de apoptose, atraso na maturacédo do fagolisossomo e inibicdo
de transducao de sinal em macréfagos (revisado por Mcmahon-Pratt; Alexander, 2004).

A familia de genes A2 frimeiramente identificada em donovanidevido a seus
transcritos serem detectados em abundancia em amastigotas, mas dificilmente encontrados
em promastigotas (Charest; Matlashewski, 1994). As proteinas apresentamld® &Da
e estéo localizadas no citoplasma do parasito. O locus génico A2 demonstrou ser importante
para a viruléncia de. donovanjuma vez que organismos deficientes em A2 ndo séo capazes
de infectar macrofagos e camundongos. Porém,.emajor ndo se observa expressao dos
genes A2 (Zhang; Matlashewski, 2001).

As enzimas que participam do catabolismo do ATP extracelular compreendem
familia das Ecto-Nucleosidio Trifosfato Difosfohidrolases (E-NTPDasgeg representam
um conjunto de enzimas responsaveis por hidretisaucleotideos extracelulares (Sansom,
2012; Zimmermann; Zebisch; Se§t2012). Esses nucleotideos tém a capacidade de atuar
como moléculas sinalizadoras em diversos eventos, através de receptores purinérgicos e
pirimidinérgicos (Bours et al., 2006). Vérios trabalhos sugerem uma correlagdo entre a
capacidade de hidrélise de ATP extracelular e processos de viruléncia, adesdo celular e
sobrevivéncia intracelular de patdgenos. EspéciesLeishmania mais infectantes
apresentam maior capacidade de hidrolise de nucleotideos e diferentes isolados de uma
mesma espécie com capacidades infectantes distintas apresentam diferente capacidade de
hidrolise de nucleotideos (Fietto et al., 2004; Marddasilva et al., 2008; Sansom, 2012;
Serafim et al., 2012).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou a presenca de proteinas ligantes
de heparina (PLH) em promastigotad denfantum chagaskEstas mesmas moléculaslde

braziliensisja haviam sido descritas como tendo capacidade de interagirem com células do
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intestino do flebotominelbou. longipalpis(De Castro Cortes et al., 20X2PLH’s de T. cruzi
apresentam a mesma propriedade de interacdo com células do epitélio intestinal de
triatomineos (Oliveira-Jr et al., 2012). A PLHIddnfantum chagagiPLHLc) foi detectada
na membrana externa de formas promastigotas do parasito, no citoplasma, em vesiculas e
proximas ao cinetoplasto. Em sequéncia, foi visto que o bloqueio desta molécula com
heparina impedia parcialmente a adeséo e internalizacdo do parasito em macréfagos RAW
264.7, sugerindo a participacdo da Richtho processo de infec¢ao parasitaria em células de
mamiferos (MarqueBa-Silva; Martins, 2016; Martins et al., 2015).

Assim, ressaltando a importancia da molécula no processo de infeccao, foi proposto
para o presente trabalho estudar de forma detalhada as caracteristicas bioquimicas e
biofisicas da PLHc, bem como sua aplicacdo no diagnéstico da LV canina.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar, realizar analise estrutural e funcional da proteina ligante de heparina de

Leishmania infantum chaga@PLHLc) e avaliar seu potencial de aplicacdo no diagnéstico

da leishmaniose visceral canina.

2.2 Objetivos especificos

Sequenciar a proteina PLE]

Expressar a PLEC em sistema recombinante bacteriano;

Purificar a PLHLc;

Verificar a habilidade da proteina em reconhecer carboidrato heparina;

Identificar a massa molecular da proteina e verificar seu potencial de formacéo de
oligdbmeros em solucdes aqussa

Analisarin silico, as estruturas secundaria, terciaria e quaternaria da proteihe; PLH
Avaliar a influéncia da ligacao ao carboidrato heparina sobre a estrutura e fungcéo da
PLHLc;

Avaliar a aplicabilidade do antigeno produzido no imunodiagnostico da LV canina.
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3. RESULTADOS

Os resultados obtidos nesse trabalho originaram dois manuscritos.

3.1 O primeiro manuscrito (Capitulo, hntitulado “Lipophosphoglycan 3 from
Leishmania infantum chagabinds heparin with micromolar affinity busca entender a
estrutura e fungéo da proteina Rld;ipreviamente estudada pelo nosso grupo, e descreve a
habilidade da mesma de se ligar a heparina e o envolvimento desta ligacdo em outras funcdes
proteicas. Este manuscrito foi submetido para publicacdo nédjeer cientifico “PLOS

Neglected Tropical Diseases”.

3.2 O segundo manuscrito (Capitulo Il), intitula@®@oteina recombinante LPG3 de
Leishmania infantum chagasim promissor antigeno para o diagndéstico da Leishmaniose
Visceral Canina”, aborda a aplicabilidade da proteina recombinante estudada no manuscrito
anterior no diagndstico da Leishmaniose Visceral Canina. Este manuscrito esta em fase final

de preparacao para publicacéo.
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Abstract

Leishmania infantum chagaisian intracellular protozoan parasite responsible for
visceral leishmaniasis, which is a fatal disease in humans. Identification of molecules
from the parasites involved in the host cell infection process is important for designing
strategies to control this disease. Heparin-binding proteins (HBPS) are proteins displaying
as main characteristic the ability to bind to carbohydrates present in glycoproteins or
glycolipids. Evidence suggests that HBPs preseriteshmaniasurface participate in
the adhesion of parasites to tissues of both invertebrate and vertebrate hosts as well as in
cell invasion. In this study, we identified by mass spectrometry the product with a HSP90
domain encoded by lipophosphoglycdtPG3 gene as d.. infantumchagasiHBP
(HBPLc). Gel filtration chromatography, non-denaturing gel electrophoresis and cross-
linking assays with the recombinant version of the protein suggest that the protein is
organized as a tetramer. Isothermal titration calorimetry confirms that it is capable of
binding heparin with micromolar affinity. Inhibition of ATPase activity in the presence
of heparin together with molecular modeling amailico docking analysis suggests that
heparin-binding site has superposition with the ATP-binding site. The ability of LPG3 to
bind heparin with high affinity together with its external location makes it a potentially

important protein in host-parasite interaction.

Author summary

Visceral leishmaniasis (VL) is a fatal neglected tropical disease that represents a
serious public health problem in American and Mediterranean countries. Actual drugs
used to the VL treatment are toxic and available vaccines do not demonstrate satisfactory
performance to prevent the disease. As well as to other parasitic diseases, strategies of
prevention and control of VL are associated to the knowledge about parasitic molecules
and biochemical pathways related to the maintenance of the parasite life cycle.
Leishmania infantum chagakPG3 is already described in the literature by containing
HSP90 and HATPase domains. In this work, we performed structural characterization
of LPG3, demonstrated its ability to recognize heparin carbohydrates, and suggested that
heparin coupling in its heparin-binding site delays the process of ATP hydrolysis by the
parasite, impairing the acquisition of this extracellular metabolite used to form purine
nucleotides. These functional aspects associated to the participation of LPG3 in the
Leishmaniaadhesion to the host cell together support and reinforce the use of this protein

in the search by new drugs and vaccines against VL.
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Introduction
Components from the extracellular environment can exert their functions in cells
by binding specifically to the cell surface receptors, which when activated may be
internalized or may transmit intracellular signals to the nucleus in order to regulate
different biological functions. These receptors sometimes use glycosaminoglycans
(GAGs) from the cell surface to recognize their ligands or to regulate their activation [1]
Heparin, a polysaccharide belonging to the family of sulfated GAGs, possess numerous
biological functions related to interactions with different proteins [2] that plays a major
role in cancer, such as in curing wounds, inflammation, and infectious diseases [3].
Visceral leishmaniasis (VL) is a potentially fatal disease that represents a serious
public health problem, with the main focus in Central and South America and in
Mediterranean countries. This disease is responsible for approximately 20 to 40,000
deaths per year worldwide, including casualties causedeishmania donovarand
Leishmania infantum chagdgl]. Specific receptors present on the surfadeetgshmania
can bind to GAGs using a structure similar to heparin present in the host tissue [5].
Heparin receptors [also known as heparin-binding proteins (HBPs)] can influence
host-parasite interactions during the infection process [5, 6]. The HBPs belong to a group
of ubiquitous proteins, whose main characteristic is the ability to bind to carbohydrates
present in glycoproteins or glycolipids. Evidences suggest that HBPs present on
Leishmaniasurface participate in the regulation of biological activities of the host cell
and participate directly in the adhesion and in the internalization of the parasites in cells
from both vertebrate and invertebrate hosts: experimentd.witbnovanipromastigote
forms showed that parasite HBP induces the inhibition of protein kinase C gat9ity
other studies have revealed the presence of these protdiessinmania braziliensis
promastigotes forms and their influence on the adhesion of parasites in the insect vectors
by recognizing molecules present in thgzomyia intermediandLutzomyia whitmani
midgut [5, 7, 10]; our research group purified and characterized HBPLframfantum
chagasipromastigotes (HBE), showing its distribution on the surface as well as inside
the parasite. In addition, the participation of native protein in the parasite infection in
macrophages vitro was observed by a decrease in the intensity of internalization of
parasites by macrophages when the parasites were previously treated with heparin [6].
In the present work, a HRR was sequenced and identified as product of
lipophosphoglycan 3 PG3) gene. The protein was expressed in heterologous system as
a recombinant HBEc (rHBPLc) and their structural and functional properties were

analyzed.In silico analyses were conducted to predict the three-dimensional (3D)
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structure and the heparin-binding site of the protein. Our results demonstrated that
rHBPLc is a tetrameric complex with an estimated molecular mass of 348 kDa. Each
monomer is constituted by higlensity structures in a-helices interspersed by p-sheets.

The recombinant protein can bind to heparin carbohydrate and displays hydrolytic
activity over ATP. Interestingly, ATP and heparin-binding sites overlap in the protein,
indicating that the sugar may be used as an inhibitor of its ATPase activity. Noteworthy,
HBPLc codified byLPG3 gene has two regions described in the literature: heat shock
protein 90 (HSP90 folding-function domain) and HATPase (ATP-binding domain).
Together, these findings corroborate our results about the ATPase activity of tHecrHBP
and allow us to establish a new function to the protein codifidd6y3 gene, which is

the ability to recognize heparin or heparin glycoproteins.

Methods
Protein sequencing

Native HBR.c was purified and submitted to sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). The band corresponding tocHBP
(molecular mass = 105 kDa) [6] was extracted from the polyacrylamide gel and treated
as follows: the gel was destained in acetonitrile solution (ACN; 50%ATID; 25 mM,
pH 8.0) and dehydrated with 200 puL of pure ACN. The gel pieces were dried on
SpeedVac (Mi-Vac; Gene-Vac), reduced in dithiothreitol (DTT; 65 mM#IEO:; 100
mM) at 56°C for 30 min and alkylated with 100 pL iodoacetamide (200 mNADID:
100 mM) at the room temperature in the dark. The gel was washed with 200 pL of 100
mM NHsHCGO:s by stirring for 10 min, dehydrated with 200 uL ACN, rehydrataded with
200 pL of 100 mM NHHCGOs, dehydrated again with ACN, and then dried on SpeedVac
for 15 min. For protein digestion, the gel pieces were treated with 30 pL of the solution
of 25 mM NHHCGO3/2.5 mM CaC¥/25 ng/uL tripsin at 4°C/45 min. In the sequence, 50
pL of 25 mM NHHCGOs/2.5 mM CaClwere added and the reaction occurred overnight
at 37°C. Peptides were extracted, purified in a Pfe@¥8 Spin Column ZipTip (Thermo
Scientific; Rockford, IL, USA) and mass spectrometry was performed in the MALDI-
TOF-TOF mass spectrometer, Ultraflex Il (Bruker Daltonics, Fremon, CA, USA). The
peptides were prepared in 10 mg/mL matrix a-cyano-4-hydroxycinnamic 1:1 (v/v)
prepared in 50% ACN/0.1% trifluoroacetic acid and, in the sequence, the sample was
submitted to the sequencing. The peptides were detected in duplicate. The processing of

MS1 and MS2 data was realized on FlexAnalysis 3.3 software (Bruker Daltonics,
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Germany) and the identification of the amino acid sequence was performed using
MASCOT 2.3.2 software (Matrix Science; United Kingdom).

Bioinformatics and sequence analysis

The sequence obtained in MASCOT was submitted to analysis in pPBLAST-NCBI
implemented in UNIPROT KB (European Bioinformatics Institute; Hinxton, UK, version
august, 28 of 2015), parameterized with the valuéstbfesholdd.0001 matrix blosum-
62, filtering in low complexity regionsgappedand hits 50. Genome analysis was
performed in pBLAST implemented in TritrypDB [11]. The presence of the signal
peptide sequence was verified using SignalP 4.1 Server [12, 13], and the presence of GPI-
anchor regions were verified using GPI-SOM 1.5 [14], big-PI Predictor [15], and
PredGP+GPI [16]. To identify regions withN- andO-linked glycosylation, we used the
NetNGlyc 1.0 [17] and NetOGlyc 4.0 Servers [18], respectively. The search for domains
was performed using Pfam 30.0 database [19]. The multiple alignment of the LPG3 amino
acid sequence for the speciesinfantum chagasfLinJ.29.0790) Trypanosoma cruzi
(TcCLB.506989.19Q) L. braziliensis (LbrM.29.0780) Leishmania tarentolae
(LtaP29.0800)Leishmania majofLmjF.29.0760) L. donovan{LdBPK_290790.1)and
Leishmania mexican@.mxM.08 29.0760)was performed using the program Clustal
Omega. The phylogenetic tree was constructed using the MEGA 6 [20] with probabilities
calculated by Clustal W, parameterized with BLOSUM matrix, and phylogenetic analysis
by the maximum likelihoodnethod, reliability by bootstrap method with 1000 re-

sampling and pattern remaining of maximum likelihood.

Recombinant protein expression and purification

The DNA sequence encoding LPG3 was synthesimeditro and cloned by
GENONE company (GenOne, Rio de Janeiro, RJ, Brazil). It was inserted into the cloning
vector pUC19 in th&dd and Xhd restriction site. The gene was sub-cloned into pET
28a(+) (Novagen, San Diego, CA, USA), which code for His-Tag in the portion N-
terminal of the polypeptidé&scherichia colDHS5a strain cells were transformed with the
modified plasmid for the propagation of the vectors containing the insert of interest. The
recombinant protein was expressedtircoliRosetta (DE3) strain cells transformed with
PET 28 constructs and grown at 37°C in the Luria-Bertani medium (LB) supplemented
with kanamycin (50 pg/mL) and chloramphenicol (34 pg/mL) to achieve an optical
density of 0.6-0.8, followed by expression induced by isopr@pptthiogalactoside

(IPTG) at 0.5 mM in the LB medium at 18°C/16 h with shaking.
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The cells were lysed by sonication in 10 mM sodium phosphate/150 mM sodium
chloride, pH 7.0 (buffer A). The supernatant of soluble proteins was recovered and
submitted to affinity chromatography on the Ni-NTA column (Qiagen, Hilden, Germany)
equilibrated in buffer A. Immobilized proteins were eluted in buffer A containing 500
mM imidazole (buffer B). The proteins were analyzed by 10% SDS-PAGE.
Subsequently, the eluates were separated by affinity chromatography on heparin-agarose
assembled in a liquid chromatography system (AKTA purifier; GE Healthcare Life
Sciences, Freiburg, Germany) equilibrated with buffer A. The adsorbed fraction was
eluted with buffer A plus NaCl (2 M). Later, the eluate was separated on a Superdex 200
10/300 GL column (GE Healthcare Life Sciences) assembled in the same equipment. The
purity of the eluate was assessed by Coomassie stained 12BAEES-

ITC analysis

The binding affinity of recombinant LPG3 (rLPG3) for high molecular mass
heparin (16,000 Da), as well as affinity for mannose at a concentration of 1.5 mg/mL
were determined at 20°C using a VP-ITC calorimeter (Microcal, Northampton, MA,
USA). The protein diluted in buffer A at a concentration of 0.54 mg/mL was added to the
VP-ITC cell unit, and the sugars loaded into the injection syringe were titrated in
independent trials. Titrations were performed in a series of 28 injections of 5 pL each to
achieve a complete isotherm binding. Titration of heparin or mannose in buffer were
performed to obtain the heats of dilution, which were subtracted from the binding curve.
The dissociation constanK{) and enthalpy were obtained using the Micr8calC
Origin™ software using one site binding model.

Circular dichroism

The circular dichroism spectra of the protein was performed using
spectropolarimeter Jasco Model J - 815 CD Spectrometer (Jasco, Tokyo, Japan)
connected to the temperature control system (Peltier). The spectra were collected in the
range of 190 to 280 nm using a quartz bucket of 0.1 cm optical path. Spectra were
determined as the average of six scans at a rate of 100 ninFhia structural analysis
was performed at 25°C and the thermal stability was assessed from 25 to 90°C in 5°C
intervals with 5 min equilibration time in each temperature. Heparin (1.5 mg/mL) was
added to protein at a proportion of 2:1 protein/sugar. The spectra were converted to molar

ellipticity average per residue (MRWMean Residue Weight), [Omrw, 2] defined as:
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)
7] = MRW x
MRW,A 10xdxc

where:

MRW = M/(N — 1)

M is the molecular mass of the protein (Da) and N is the number of aminotadgithe
ellipticity in degrees at wavelengih d corresponds to the optical path (cm), and c is the

protein concentration (g x mf) [21].

Molecular exclusion chromatography

The quaternary structure of rLPG3 was assessed by molecular exclusion
chromatography on the Superdex 200 10/300GL (GE Healthcare Life Sciences) column
through the protein apparent molecular mass calculated from the elution volume of the
protein plotted in a calibration curve designed using the standards of ribonuclease (13.7
kDa), carbonic anhydrase (29 kDa), ovalbumin (43 kDa), conalbumin (75 kDa), alcohol
dehydrogenase (150 kDa), and ferritin (440 kDa). The calibration curve was constructed
according to constant Kav, calculated considering the elution volume of each pretein (V
absorbance maximum volume), the column void volumg ¢¥rresponding to the blue
dextran elution volume), and the column volume)(Where:
Kav = (Ve —Vo)/(Vc —Vo)

Cross-linking assay

The cross-linking reaction was initiated by adding 1 mM disuccinimidyl suberate
(DSS) or 1 mM ethylene glycdlis succinimidyl succinate (EGS) in 0.4 mg/mL
recombinant protein solution. After 25 min at room temperature, the reaction was stopped
by adding the sample buffer containing f-mercaptoethanol, followed by heating to 95°C.
Proteins were separated by SDS-PAGE on 10% polyacrylamide gel and stained by

Coomassie blue.

Native Gel Electrophoresis
Electrophoresis in a native gel (PAGE) was performed on 8% polyacrylamide gel
submitted to 90 V/4 h on an ice bath.

ATP Hydrolysis Assay
The hydrolytic activity of r(LPG3 over ATP was measured by high-performance

liquid chromatography (HPLC) as described elsewhere [22] with minor modifications.
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Overall, 14 uM recombinant protein were incubated with 45 uM ATP or 1.5 mg/mL
heparin plus 45 puM ATP in the presence of 5 mM Mg@liquots were removed at
different time intervals and immediately frozen in liquid nitrogen. Nucleotides were
extracted from the samples as follows: ice-cold HQID5 M final concentration) was
added to the samples and incubated at 4°C/10 min. The protein pellet was separated by
centrifugation at 16,000 g at 4°C/10 min. KOH and #¥1PQ; were added to the
supernatant (one-sixth volume of 3 M and 1 M stock solutions, respectively) followed by
the addition of 0.5 M acetic acid (final concentration), and centrifugation at 20@a0 x
4°C/10 min. ATP was separated from ADP by anion exchange chromatography on a
Protein Pack DEAE 5 PW 7.5 mm x 7.5 cm column (Waters, Milford, MA, USA) attached

to a Waters 2695 chromatography system. The column was equilibrated with 25 mM Tris
at pH 8.0 and 200 pL of each sample were loaded into the system and eluted with a NaCl
gradient of 0.1-0.45 M in 10 min at 1 mL/min flow rate at room temperature. The
absorbance was monitored at 253 nm. The retention times of each guanine nucleotide
were determined in comparison with a mixture of 5 uM ADP and 5 uM ATP measured

in the same sample buffer after treatment with HCIO

Molecular modeling

Protein secondary structure predictions were performed using Phyre2 [23] and
Jpred4 [24] softwares. The 3D structure of LPG3 protein was predicted by homology
modeling using Phyre2 software: multiple protein templates were recovered from RCSB
PDB [25] with at least 40% of identity, and a confidence score of 100% were used to
build 1000 models. The best-scored model was selected and optimized by molecular
dynamics simulation using YAMBER 3 [26] package for model refinement, reducing the
steric clashes between residues. The high quality of model was evaluated by PROCHECK
[27] and ProSA [28] softwares. The protein-protein docking to tetrameric complex
modeling was performed using M-ZDOCK [29, 30] web server. The top 10 models of
this program were compared and the most repetitive structure with smaller root-mean-
square derivation (RMSD) against other models was selected as the consensus model.
The heparin and ATP-binding sites were predicted using two independent methodologies.
For heparin, we used the specific optimized package for this molecule implemented by
Cluspro web server [31, 32] and the algorithm AutoDock Vina [33] to calculated the
predicted affinity energy. ATP binding site was also performed with AutoDock Vina and

SwissDock web servers [33, 34] using flexible ligand and rigid protein. PyMOL 1.3 [35]
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was used to analyze the polar contacts between proteins in the tetramer and ligand-protein

in the heparin-LPG3 complex as well as to design figures.

Results
HBPLc is Coded by LPG3 Gene

HBPLc was obtained from the total extractlofinfatum chagaspromastigotes,
submitted t&5DS-PAGE, and the 105-kDa band was extracted from the gel, as described
elsewhere [6]. The protein was subjected to sequencing by MALDI TOF-TOF MS
positive ion reflective mode, revealing the peaks analyzed in MS2 (S1 Fig A).

Tryptic peptides analysis realized in MASCOT database using the method of
peptide mass fingerprintinggas compared to the National Center for Biotechnology
Information (NCBI) database for investigating the specifaishmaniaspecies and
allowed to detect matches with X peptides, producing a highly significant overall score
of 556 (scores >33 are considered significardata not shown). Peptide analysis in
pBLAST implemented on Uniprot KB found most of the identified peptides, revealing
15% sequence coverage in comparison with the protein A414C9_LEIIN (S1 Fid-B), a
infantum protein identified as a putative LPG3 from thBG3 gene, which has two
domains described in the Pfam database: ATP-binding domaiATHase 3 domain)
and a domain related to protein with folding function (HSP90 domain - S1 Fig C). Using
pBLAST implemented on TritrypDB [11], the gene sequence was identified as LinJ.
29.0790- codifying a heat shock protein 90/putative LPG3. HBPnay hence be
identified as the LPG3 protein. Analysis of LPG3 protein indicates the presence of a
signal peptide, three possible-linked glycosylation regions, and tw@®-linked
glycosylation regions (S1 Fig B); but, it was not possible to find the GPI-anchoring

regions.

rLPG3 can bind heparin carbohydrate

TheLPG3gene excised from pUC 19 vector was transferred to pET 28a into the
Ndd and Xhd restriction sites. rLPG3 was successfully expressdsl. icoli and, after
cell lysis and the removal of insoluble fraction, a band corresponding to the expected
protein was detected in the soluble fraction by SDS-PAGE. This fraction was submitted
to nickel affinity chromatography, followed by heparin affinity chromatography and later
submitted to size exclusion chromatography for the purification of the recombinant
protein (S2 Fig).

31



Isothermal titration calorimetry (ITC) analysis was performed to evaluate the
sugar affinity of r(LPG3. The binding isotherms obtained from rLPG3 titrated with heparin
(Fig 1 left) revealed that the reaction with heparin is exothermic, with an enthalpy value
(AH) of -4.368 x 16+ 4265 kcal/mol and Kq of 2.33 x 1 M. The number of heparin-
binding sites was calculate € 0.507 £+ 0.0402, data not shown), indicating that not all
sites on rLPG3 are occupied simultaneously. As a negative control, titration with mannose

was performed and indicate no binding with the protein (Fig 1 right).
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Fig 1. rLPG3 sugar-binding analysis. Graphics represemaw ITC data fop) and binding
isotherms lotton) from the sugar-binding assays using rLPG3 (6.5 uM or 0.54 mg/mL) in
standard buffer titrated with 1.5 mg/mL heparin or 1.5 mg/mL mannose. Eationitwas
performed with 28 injections of 5 uL.

LPG3 is a tetrameric complex

Purified rLPG3 was subjected to size exclusion chromatography, which resulted
in a chromatogram with a single peak, indicative of a pure and homogeneous sample (S2
Fig A). Comparison of the elution volume of the peak from rLPG3 sample with the
calibration curve, allowed the determination of an apparent molecular weight of 380 kDa
(Fig 2A). To confirm this result, rLPG3 was submitted to PAGE. The electrophoresis
allowed the detection of two bands that would be compatible with expected masses of a
monomer (86 kDa) and a tetramer (348 kDa) (Fig 2B). Cross-linking assay of rLPG3 with
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two different bonding agents (EGS or DSS), allowed the detection of two bands with sizes

compatible with a monomer and a tetramer (Fig 2C).
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Fig 2. rLPG3 oligomerization. A, Molecular mass of rLPG3 was estimated by size exclusion
chromatography using Superdex 200 10/300GL column, as described in the methodology.
Calibration curve was designed using the standards: ribonuclease (13.7 kib@)iccanhydrase

(29 kDa); ovalbumin (43 kDa); conalbumin (75 kDa); alcohol dehydrogenase (150 kDa), and
ferritin (440 kDa). Estimated rLPG3 molecular mass: 380 kDa; B, Native gel electrdph@fes

pg of rHBR.c (a) were submitted to PAGE and stained with Coomassie blue, as described in the
methodology; MM: Molecular mass standard;@pss linkingassay: rLPG3 was incubated in

the presence of EGS or DSS by 25 min. The reaction was stopped and the sampldgeueted su
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to 10% SDS-PAGE, as described in the methodology. MM: Molecular mass stan@frqi .
rLPG3 without bonding agent; b. 20 pug rLPG3 + 1 mM EGS; c. 20 ug rLPG3 + 1 mM DSS.
Arrows indicate oligomers and asterisks indicate monomers. Molecular masses of oigdmer
monomer in C (348 and 86 kDa, respectively) were estimated by Relative Moaltitytated in

relation to the standards positioning.

Modeling of LPG3 structure

The modeling of LPG3 protein was performed using the Phyre2 program [23]
The structural modeling was performed by homology against multiple templates, and the
model was refined by molecular dynamics. After undergoing strict quality control, the
distribution of secondary structures was compared to the predictor Jpred [24], resulting
in high compatibility among them (Fig 3A). Higlensity structures of a-helices
interspersed by B-sheets were detected (Fig 3A and 3B), as confirmed by circular

dichroism analysis (data not shown).
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Fig 3. Secondary structure and 3D-model predictions to LPG3 proteinA, Secondary
structure of LPG3 protein predicted by Phyre2 and Jpred softwares; B, Secondauyestific
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LPG3 protein in 3D model; C, Surface structure prediction of LPG3 protein. Red ribbdow, yel

arrows, and green lines represeiitelices B-sheets, and unstructured regions, respectively.

The structure of the tetramer was predicted by modeling of a protein-protein
dockingusing M-Zdock [29, 30]. Eight of the top ten models with the highest score
created by the program showed similar conformation, suggesting that the model is
suitable to represent the tetramer (Fig 4A). The heparin-binding site was identified using
a specific and highly validated algorithmic function implemented in ClusPro [31, 32]
predicting a binding interface between two monomers (Fig 4B). This site was also
confirmed using the Autodock Vina program [33], and the predicted binding energy was
higher to the tetramer than to the monomeric protein. Furthermore, this binding model
suggests that heparin can influence the binding between two monomers. In fact, analysis
of the secondary structure by circular dichroism under different temperatures revealed
that the rLPG3 is stable against temperature and that heparin provides greater stability for
the protein at higher temperatures (Fig 5).

In silico experiments of ATP-binding site predicts an overlap with the site of
heparin, suggesting that heparin could acts as a competitive inhibitor of ATP hydrolytic
activity (Fig 4B). Four key amino acids residues from LPG3 predicted to allow ATP
binding also interact with heparin, including SER-457, THR-538, ASP-539, and ASP-
659 (Fig 4C and 4D).
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Fig 4. The structural modeling of the LPG3 complex and ligand-binding sites. A, Complex

THR - 538

ASP - 5;9%

surface structure created by M-Zdock software; B, Predicted heparin and ATP-binding sites over
intermolecular interface of contact between two LPG3 protein monomers and co-localization of
heparin and ATP predicted sites; C, Predicted interactions between amino acids from heparin-
binding site and heparin molecule; D, Predicted interactions between amino acids from ATP-
binding site and ATP molecule. The surface structure of each LPG3 protein is represented by gray,
cyan, purple, and yellow colors in A and B. Blue and red lines represent ATP and heparin
molecules, respectively. Magenta dotted lines represent predicted polar contacts among atoms

from LPG3 amino acids and ligand molecules.
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Fig 5. Thermal stability analysis of the rLPG3 secondary structure in the presence of
heparin. A, rLPG3; and B, rLPG3 associated with heparin were analyzed by circulaoidiohr
at different temperatures, as described in the methodology. HEP: heparin.

rLPG3 displays hydrolytic activity over ATP

ATPase activity assay was performed by incubating ATP with rLPG3 in the
presence or absence of heparin for different intervals. ATP and ADP contents were
determined by HPLC (Fig 6A and 6B, respectively). From 0.5 h, onward, the amount of
ATP was reduced gradually, being practically depleted within 2.5 h (Fig 6C). When the
protein was previously incubated with heparin, depletion of ATP took more than 3.5 h

(Fig 6C), being suggestive of a catalytic inhibition promoted by heparin.
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Fig 6. ATPase activity of rLPG3.The profile of adenosine nucleotides amounts after elution in
DEAE-5PW anion exchange column: ATP and ADP were measured at 253 nm at different time
intervals after incubation of ATP in the presence of rLPG3 or rLPG3 + hepadasasbed in

the methodology. AU, absorbance units. A, rLPG3 activity; B, rLPG3 + heparin ycyit
representative graphic of the area under the curve (AUC) for each Ad&tasgy at different

time points.

Evolutionary analysis
Knowing that the LPG3 can interfere in the parasite infectivity [6], we used its

amino acid sequence and functional heparin-binding domain to corhpam&antum
chagasiwith other trypanosomatids of medical importance. It was observed that the
protein is highly conserved between the evaluated species, with 68% simil&ritroai
87% toL. braziliensis 90% toL. tarentolag 98% toL. majorandL. mexicanaand 100%
to L. donovaniLPG3 (data not shown). The percentage of similarity of heparin-binding
site fromL. infantum chagaswas >89% forT. cruzi 95% forL. tarentolaeand L.
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braziliensis and 100% for the other evaluated species, revealing the evolutionary
pressure for the conservation of this site (Fig 7A). We also observed heparin and ATP-
binding sites overlapping after amino acids alignment using the program Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (black highlights in Fig 7A). Reconstruction

of the evolutionary tree suggests that the LPG3 followed an evolutionary history similar
to parasite speciation, allowing complete separation betwiEgpanosomaand
Leishmaniagenus based on protein sequences (Fig 7B). This bias is strengthened by the
presence of a clade associated with visdegmhmaniaspeciesl(. infantum chagasand

L. donovanj in the evolutionary model. The residues from the proposed heparin-biding

site are highly conserved, which is suggestive of a critical role in protein function.
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Fig 7. Conservation of heparin and ATP-binding sites and evolutionary relationship among
LPG3 from trypanosomatides.A, Amino acids from heparin-binding site (8 A) are highlighted.
Grey and black highlighted residues: heparin-binding site (identity >89% fospheies
analyzed). Black highlights correspond to the overlap of heparin and ATP-bin@isgAsnino

acid positions are numbered; B, Phylogenetic tree generated from maligpiment of LPG3
protein comparingd-. infantum chagasand others trypanosomatides. The numbers on the tree
nodes are posterior probabilities calculated by Clustal W in maximum likelinettbd. LPG3
amino acids sequence for the speci€s cruzi (TcCLB.506989.19Q) L. braziliensis
(LbrM.29.0780) L. tarentolae(LtaP29.0800) L. major (LmjF.29.0760) L. infantum chagasi

40



(LinJ.29.0790) L. donovani(LdBPK_290790.1), and.. mexicana(lLmxM.08_29.0760) were

aligned using the program Clustal Omega, as described in the methodology.

Discussion

Previously, we demonstrated that HRPparticipates in the infection b.
infantum chagasipromastigote forms in macrophages, as, when it is blocked with
heparin, a decrease in infection was observed [6]. In the present study, we proposed
elucidation of the biochemical and biophysical aspects of UdBRelated to its
composition and functions.

In order to characterize the structural and functional properties oL ¢]BR
partial sequencing was determined first. Data from the analysis using MALDI TOF-TOF
mass spectrometer, confronted with MASCOT database, revealed thiat i$BfAacoded
by LPG3 gene. In turn,LPG3 gene codes for the sequence of a ‘“Putative
Lipophosphoglycan Biosynthetic Protein”, which has two functions already described:

ATP binding and protein folding, derived from two functional domainsAfPase_C
and HSP90, respectively). Therefore, the ability to bind heparin is a novel function that
described the protein coded by ttfeG3gene.

The presence of HSP90 domainLinG3 gene suggests the importance of LPG3
protein for the maintenance of the parasite life cycle, as HSP90 proteins contribute to the
adaptation to stress caused during transmission of the insect vector to the mammalian
host, where there is a change in the ambient temperature of over 10°C, which would be a
key to trigger the promastigote to amastigote differentiation [36, 37]. On the other hand,
HSPs can stimulate the innate immune response of the host, improving its adaptive
immune response. In addition, they induce dendritic cells to produce pro-inflammatory
cytokines such as IL-1, IL-6, TNé&; and 1L-12 [38, 39], which consequently induce
strong Th1l immune response and strong cellular immunity [40]. These observations lead
us to consider LPG3 protein as a strong candidate folaigitmaniavaccine, as also
suggested by other authors [41-43].

In silico analysis of LPG3 sequence allowed the detection of a signal sequence,
which suggests that the secretion process responsible for the previously reported presence
of the protein in the parasite vesicles and plasma membrane [6] probably occur through
the canonical pathway. The observed presence ofLEB® the plasma membrane
suggests the presence of an uncleaved transmembrane signal or an interaction with protein

and carbohydrate components of the parasite membrane.
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rLPG3 was produced in tlie coliheterologous system and enable us to overcame
limitations from previous studies, where limited amount of native protein was extracted
and purified from the parasites [6]. The recombinant protein is highly soluble and
produced in satisfactory purity grade, which was evident by the presence of a single peak
after purification on Superdex 200 together with the presence of a single band of
approximately 86 kDa on SDS-PAGE.

Gel filtration chromatography, non-denaturing electrophoresis and cross linking
experiments suggests that LPG3 is organized mostly as a tetrameric complex. This is not
surprising since previous studies have shown that porcine HSP90 are able to polymerize
into tetrameric, hexameric and dodecameric complexes [44]. The model of the tetramer
producedin silico suggests that it might be stabilized by heparin bond in the interface
between two monomers. Its secondary structure is composed predominantly of a-helices,
as predicted byn silico analysis and confirmed by circular dichroism, which revealed
two negative peaks at around 208 and 222 nm. Circular dichroism spectra of the protein
in varying temperatures indicates rLPG3 spectra transition between 40-50°C, with a shift
suggestive of an enrichment in the content of beta-sheets, with the increase of a negative
peak at ~ 215 nm. It also indicates that the protein remains structured in temperatures up
to 80°C. It has been previously described that porcine HSP90 undergo a structural change
between 53-63°C and that such change is important for the observed oligomerization of
the protein in high temperatures [45, 46]. Therefore, it is possible that the observed
changes in structure in rLPG3 generated by temperature increase are analogous to that
described for porcine HSP90. Further studies are necessary to evaluate if the observed
structural change in rLPG3 are also associated with the changes in the oligomerization
states.

ITC analysis indicates that rLPG3 is able to bind to heparin sugar with micromolar
afinity. Moreover, the fact that the presence of heparin stabilizes rLPG3 structure at high
temperatures provide further evidence for interaction between them. It has been
previously suggested that human HSP90 are anchored in the human cell surfaces through
interactions with heparan sulfate proteoglycans (HSPGs), based on observations that
treatment of cells with sodium chlorate, heparinase, and heparin leads to detachment of
HSP90 from cell surface and inhibit binding of exogenous HSP90s [47]. Therefore, it is
tempting to propose that rLPG3 could also interact with human cells using a similar
mechanism.

ATP hydrolysis measurements allowed to infer that hepadgisplays an

inhibitory activity towards ATP hydrolysi$n silico prediction suggests that such effect
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would be the consequence of a superposition between the ATPase and heparin-binding
domain. Interestingly, it has been shown that heparin blocks the binding of ATP in the
protein Fibroblast growth factor 2 (FGF2) and that mutations in the heparin-binding site
of this protein reduced the affinity for ATP [48]. Therefore, it is possible that certain
general characteristics in the architecture of ATP-binding sites favors the binding of
heparin, thus explaining the coincident effect of inhibition of ATP hydrolysis by heparin

in both FGF2s and HSP90s.

Heparin-binding sites are commonly observed on the protein surface and
correspond to shallow pockets of positive charge. A minimum requirement for binding
that appears to be common among HBPs is the concentration of basic residues in a
particular region of the protein surface (not necessarily near each other in a sequence),
oriented in a geometry that matches the pattern of sulfate groups along heparin. Moreover,
the presence of a geometry that can accommodate an elongated molecule seems to be
necessary for the binding [2, 3, 49]. The molecular interactions that promote binding
between heparin and protein are ionic interactions: wherein, positively charged clusters
of basic amino acids form ion pairs with sulfo or carboxyl groups of negative charge in
the heparin chain. However, in some cases, there is contribution of nonionic interactions
such as hydrogen bond and hydrophobic forces, which may play a minor role in heparin-
protein interaction [2]. The pattern of expected binding site was also observed in the
binding model of heparin and rLPG3. Most of the amino acids near the biding site are
composed of basic side chains as lysine, histidine and arginine. The enrichment of these
amino acids suggests a positive formal charge of the binding site. Despite this, the model
predicts the importance of another polar intermolecular interactions by stabilizing heparin
binding, including hydrogen interactions with aspartate residues.

rLPG3 can bind to ATP and possess catalytic activity over this molecule to form
ADP, as shown in the enzymatic activity assay, as is consistent with the preserice of H
ATPase domain described in the Pfam database. The parasites of theégshomnia
are devoid ofle novosynthesis of purine nucleotides and need to use preformed purine
from the host environment to satisfy their demand for nucleotides, translocating these
molecules through their plasma membrane [50]. ATP has previously been shown to be a
“danger” extracellular signal induced by infection of pathogens or injury that can trigger
different cellular events such as proliferation, differentiation and chemotaxis, release of
cytokines and lysosomal constituents, and the generation of oxygen or nitrogen reactive
species [51]. The ecto-ATPase activity of pathogens is an adaptive parasitic behavior that

make these organisms more virulent because of their interference in the extracellular pro-
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inflammatory content, as a result of a decrease in the extracellular ATP and a subsequent
increase in ATP metabolites with anti-inflammatory properties and, additionally, in the
case of trypanosomatides, they may be internalized and used to form purine nucleotides
[52-54]. As the LPG3 is well distributed in the parasite plasma membrane [6], its
involvement in the purine salvage process and parasite virulence mechanism is possible,
even if not specialized for this activity since the catalytic activity occurs only on ATP but
not on ADP differently from the other class of specialized proteins for such activity: the
ectoNTPDase (E-NTPDase) [55]. Interestingly, we also observed overlapping heparin
and ATP-binding sites after analysis of amino acids alignment using the program Clustal
Omega, which corroborate the resultsimfsilico analysis and explains the observed
changes in the hydrolytic activity from LPG3 over ATP. These results suggest that
heparin possesses regulatory properties over the ATP metabolism and, consequently, over
the acquisition of extracellular metabolites used to form purine nucleotides, as its bond to
heparin-binding site in the parasite delays the process of ATP hydrolysis. Furthermore,
the conservation of the heparin-binding domain of LPG3 between different parasite
species demonstrates the importance of this protein to trypanosomatid biology. It is
noteworthy that the participation of HBP in the parasite-host interaction proposed in this
study deepens the knowledge on HBRunction, since this has not yet been proposed

for trypanosomatides. In addition, our findings about this novel function to LPG3 protein
(the ability to recognize heparin carbohydrate) in addition to two features already
described in the literature (the presence of HSP90 drdTiR*ase domains), reinforce

that LPG3 plays a feasible role as a target for drug research ath@ightnaniavaccine.
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S1 Fig. Mass spectrometric and bioinformatics analysis of HBPLc. 4, MALDI mass spectrum
of reduced and alkylated HBPLc following incubation with trypsin. Monoisotopic masses of 18
proteolytic peptides are shown; B, Amino acid sequence of HBPLc determined from tryptic
peptides by mass spectrometry (complete underline) and alignment in MASCOT database
submitted to analysis in pPBLAST implemented in UNIPROT KB: tr|A414C9|A414C9 LEIIN -
Putative lipophosphoglycan biosynthetic protein; Gene: LPG3; Organism: Leishmania infantum.
Identification in pBLAST inside TritrypDB: LinJ. 29.0790. The signal sequence (gray highlight)
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was removed to optimize the construction of the plasmid; Squares indicate predicted N-linked

glycosylation sites and arrows indicated predicted O-linked glycosylation site; C, Scheme of

domains present in the protein with initiators and terminators amino acids.
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S2 Fig. The rLPG3 purification. 4, Chromatogram from rLPG3 purification; Supernatant of

soluble proteins from E. coli Rosetta (DE3) strain cells transformed with pET 28 constructs with

LPG3 gene was submitted to affinity chromatography on the nickel, heparin, and Superdex 200
columns, as described in the methodology; B, 12% SDS-PAGE of purified rLPG3; 15 pg of

protein were submitted to SDS-PAGE, and the gel was stained by Coomassie blue, as described

in the methodology. MM: Molecular mass standard; a. Non-induced cultures; b. Induced cultures

with 500 mM of imidazole; c. Purified rHBPLc.
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PROTEINA RECOMBINANTE LPG3 DE Leishmania infantum chagasi UM
PROMISSOR ANTIGENO PARA O DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE
VISCERAL CANINA

Resumo

A leishmaniose visceral canina (LVC), causada pelo parasito intracelular
Leishmania infantum chagasifoco de diversos estudos devido a relevancia do cdo como
importante reservatério para a transmisséo do parasito para humanos em meio urbano. O
diagnostico correto e precoce da LVC é de suma importancia para o tratamento e possivel
cura da doenga. Poréras técnicas utilizadas apresentam limitagées que justificam o
aprimoramento do diagnostico. Proteinas recombinantes sdo fortes candidatas a
marcadores para sorodiagnostico, uma vez que aumentam a sensibilidade e especificidade
dos testes e apresentam alto potencial de padronizagéo. A proteina LPG¥algum
chagasié importante para o metabolismo do parasito e € capaz de interferir no processo
de infeccdo em células de mamiferos, o que sugere seu uso como marcador para o
sorodiagnostico da LVC. Nesse trabalho, o gene codificante de LPG3 foi sintetizado e
expresso em sistema heterélogo e a proteina foi purificada e utilizada como antigeno em
ensaio deEnzyme Linked Immuno Sorbent As¢BYISA) para detectar anticorpos
especificos contrl. infantum chagasem soros de cées positivos para LVC. Um total de
397 amostras de soros foram testados e os resultados mostraram sensibilidadé&de 79-87
e especificidade de 63%, indicando o potencial da LPG3 recombinante para aplicacéo

no diagnostico imunoldgico da LVC.

Palavras chavesl.PG3;Leishmania infantum chagasmunodiagndéstico; ELISA.

Introducao

As leishmanioses sédo doencas tropicais negligenciadas causadas por diferentes
espécies de protozoarios do géndmishmania que sdo parasitos intracelulares
obrigatorios transmitidos a hospedeiros vertebrados pela picada de flebotomineos fémea
durante o repasto sanguineo. 8uidéncia globaé de 700 mil a 1,2 mildode casos de
leishmaniose cutanea (LC) e 200 a 400 mil casos de leishmaniose visceral (LV), afetando
12 milhdes de pessoas com 350 milhdes vivendo em areas de risampergdo (Alvar
et al., 2012).
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A LV é uma doenca potencialmente fatal que representa um grave problema de
saude publica, com incidéncia principal nas Américas Central e do Sul e em paises do
Mediterraneo. A doenca é responsavel por cerca de 20 a 40 mil mortes por ano no mundo,
incluidos os casos causados peirshmania donovare L. infantumchagasino Velho
Mundo eL. infantum chagasno Novo Mundo (Mccall; Zhang; Matlashewski, 2013).

Mais recentemente a doenca tem se espalhado para areas ndo-endémicas como Canadé
Estados Unidos, Italia e Alemanha (Petersen; Barr, 2010; Ready, 2010).

Os cédes sao os reservatorios domésticos ldgshmania e séo
epidemiologicamente importantes no processo de urbanizacdo das leishmanioses. Além
de representam um risco zoonGtico para as populagdes humanas em areas endémicas,
0os cdes podem sofrer de uma doenca grave, leishmaniose visceral canina (LVC),
caracterizada por uma vasta gama de sinais clinicos que se manifestam apenas alguns
meses apos a exposicao a infeccao (alteracdes na pele, perda de peso e linfadenomegalie
generalizada) com risco de morte (Manziliale, 2013; Otranto; Dantas-Torres, 2013).

A identificagdo de cées infectados, juntamente com o0 precoce e correto
diagndstico da leishmaniose tanto em animais quanto em humanos, sdo estratégias para o
controle da dispersdo e mortalidade causada pela doenca (Lainson; Rangel, 2005). Dentre
as estratégias utilizadas para o controle de doencas infecciosas em ogeral,
imunodiagnostico tem sido essencial para demonstrar infeccdo, para estudos de
acompanhamento das doencas e como ferramentas para monitorar as estratégias de
controle e assisténcia a vigilanam campanhas de prevencdo e controle (Peeling;
Nwaka, 2011). Portanto, o desenvolvimento de técnicas de imunodiagnostico aplicadas
as leishmanioses € de suma importancia para o controle da doenca em qualquer das suas
formas clinicas, incluindo a LV e LVC.

E importante ressaltar que técnicas de diagndstico baseadas na visualizacéo dos
parasitos em esfregacos de medula 6ssea e aspirados de baco, figado e linfonodos séo
invasivos, despendem de muito tempo e ndo sao apropriados para vigilancia
epidemiolégica. Os métodos convencionais utilizados no diagnéstico da Leishmaniose
Visceral Canina (LVC), portanto, sdo os testes sorolégicos de aglutinacdo direta,
imunofluorescéncia indireta e ensaio imunoenzimatico (ELISA), que, por sua vez, geram
resultados falso-positivos em cées infectados com outros agentes infecciosos. Essa reacéo
cruzada com antigenos de animais co-infectados é fator limitante para a especificidade
dos testes sorolégicos (Barbd3e-Deus et al., 2002; Gomes et al., 2008; Piarroux et al.,
1994), que requerem a busca de antigenos que permitam melhor discriminagéo da LVC

em relacdo a outras doengas infecciosas.
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Proteinas recombinantes deishmaniatém sido utilizadas como alvo para
sorodiagnostico em busca de me#sosensibilidade e especificidade. Neste cenario,
véarias proteinas mostram resultados promissores quando utilizadas como antigenos para
o imunodiagnostico, como asofeinas Catl K39, LACK, KMPII, TRYP, rLic-
NTPDase 2 e proteinas heat shock (Frandde&ouza et al., 2013; Menezes-Souza et
al., 2015; Quijada et al., 1998; Scalone et al., 2002; Souza et al., 2013; Todoli et al., 2009).

A proteina LPGS3 foi recentemente estudada pelo nosso grupo e foi constatada sua
capacidade de ligacdo ao polissacarideo heparina. Essa caracteristica ainda ndo havia sido
reportada na literatura, onde havia apenas a descricdo das funcdes preditas de ligacdo a
ATP e dobramento de proteinas, derivadas de dois dominios funcionais: HATIRase C
HSP90, respectivamente. Além da capacidade de ligacdo ao acucar, nGs mostramos por
ensaiosn situ a capacidade hidrdlitica da LPG3 sobre ATP e, também, que a heparina
compete pelo sitio de ligacdo ao ATP, interferindo na atividade ATP&sica da proteina
(dados em publicacéo). Esses resultados sugerem que a heparina possui propriedades
reguladoras sobre o metabolismo de ATP, e consequentemente, sobre aquisicdo de
metabdlitos extracelulares usados para formar nucleotideos de purina. E importante
ressaltar que a LPG3 ¢é a proteina ligante de heparinardatum chagagiPLHLc), que
participa do processo de infeccdo de macréfagos por formas promastigotasfateim
chagasj uma vez que bloqueada com heparina, o processo de infec¢cdo € reduzido
(Martins et al., 2015).

No presente trabalho, a proteina LPG3 recombinante (rLPG3) foi expressa e
purificada para ser empregada como antigeno em ensaio de ELISA, investigando seu
potencial de aplicacdo no diagnéstico sorolégico da LVC. 397 soros de cdes com
leishmaniose visceral, outras infec¢coes e soros controles foram utilizados no ensaio e a

proteina rLPG3 se mostrou promissora para esta aplicacao.

Material e Métodos
Expressao e Purificacdo da proteina recombinante LPG3

A sequéncia de DNA que codifica a LPG3 foi sintetizexdeitro pela empresa
GENONE (GENONE solug¢des em biotecnologiio de Janeiro, RJ, BR) e clonada em
vetor de clonagem pUC19 nos sitios de restidde e Xhd. O gene foi sub-clonado em
vetor pET 28a(+) (Novagen, San Diego, CA, USA). BactéEagoli DH5a foram
transformadas com o plasmideo modificado para a propagacdo dos vetores contendo o
inserto de interesse. A proteina recombinante foi expresda. eoli Rosetta (DE3)

transformada com o plasmideo pET 28 e crescida a 37°C em meio Luria-Bertani (LB)
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suplementado com kanamicina (p@/mL) e cloranfenicol (34ug/mL) até atingir
densidade o6tica entre 0,6 e 0,8, seguida pela expressao induzida por 0,5 mM de isopropyl
-D-thiogalactosideo (IPTG) em meio LB a 18°C/16 h com agitagao.

As células foram lisadas por sonicacdo em tampéo fosfato de sodio 10 mM/
cloreto de sodio 150 mM, pH 7,0 (tampéo A). O sobrenadante de proteinas soltveis foi
submetido a cromatografia de afinidade em coluna de niquel Ni-NTA (Qiagen, Hilden,
Germany) equilibrada com tampdo A e as proteinas imobilizadas foram eluidas em
tampdo A + imidazol 500 mM (tampado B). Subsequentemente, os eluatos foram
separados por cromatografia em coluna Superdex 200 10/300 GL em sistema
automatizado FPLCAkta Purifier, GE Healthcare Life Sciences, Freiburg, Germany),
com fluxo de 1 mL/min e monitorizada pela leitura de absorbancia em 280 nm. A fragcéo
de interesse foi coletada e analisada por BBGE 12% e eletroforese por capilaridade

em aparelho Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA).

Amostras de soro

Um total de 397 amostras de soros de caes foram utilizadas para o ensaio de
ELISA. Destas, 48 amostras sdo provenientes de area endémica para LVC (Caratinga,
MG, Brasil) e positivas por imunofluorescéncia indireta (IFA-positivos). Essas amostras
foram agrupadasem 16 amostras de céesssintomaticos, 16 amostras de caes
oligossintomaticos e 16 amostras de caes polissintomaticos. Outro grupo corresponde a
155 amostras positivas para leishmaniose testados por teste rapido HXRP
Manguinhos (Instituto de tecnologia em imunobiolégicos, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e
confirmados por ELISA kit Bio-Manguinhos, também provenientes de area endémica
(Governador Valadares, MG, Brasil). Soros negativos para leishmaniose (30 amostras)
foram obtidos de animais de biotério ndo infectammnfirmados por sorodiagndstico e
exame parasitologico. Soros de caes experimentalmente infectadds pazi (39
amostrasg provenientes de areas ndo-endémicas para leishmaniose foram utilizados para
teste de reacdo cruzada. Todas essas amostras compdem a biblioteca de soros da
Universidade Federal de Ouro PretdFOP e foram cedidos pela Professora Dra. Maria
Terezinha Bahia. Outras amostras positivas para leishmaniose foram utilizadas: amostras
provenientes da Fiocruz (Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ) confirmadas por
RIFI e por RIFI e ELISA kit Bio-Manguinhos (43 e 41 amostras, respectivameBie) e
amostras provenientes da Fiocruz (sede Belo Horizonte, MG) testadas por exame
parasitologico. Por fim, 10 amostras de soros de cdes positivos para Erlichiose,

provenientes da Fiocruz, também foram utilizados para teste de reacdo cruzada. Este
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segundo grupo de soros foram cedidos pela Professora Dra. Celeste da Silva Freitas de
Souza, do Laboratério de Imunomodulacdo e Protozoologia da FIOCRUZ, Rio de

Janeiro.

Ensaio de ELISA

Microplacas de fundo chato de 96 pocos foram cobertas com 0,5 pg de rLPG3 em
tampéo de cobertura (MaOs/NaHCQ, pH 9,6) a 4°C/18 h. As placas foram lavadas
quatro vezes com PBS-0,05% Tween 20 e bloqueadas com PBS-3% BSA por 1 h em
temperatura ambiente. Soro de caes diluidos 1:40 em PBS-1% BSA foram adicionados e
incubados por 1 h em temperatura ambiente. Apos lavagem com PBS-0,05% Tween 20,
anticorpos anti-lgG de céo, produzidos em coelho, conjugado com peroxidase (1:5000)
(Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EJ&Aoram adicionados o material foi incubado
por 1 h em temperatura ambiente. As placas foram novamente lavadas com PBS-0,05%
Tween 20 e foram adicionados, por poco, 100 pL de substraté\zino-bis(3-
ethilbenzotiazolina-6-acido sulfénigsal diamonio (ABTS) (Sigma-Aldrich) em tampé&o
citrato contendo peroxido de hidrogénio. A reacao foi parada apés 30 min em temperatura
ambiente com SDS 1% e a leitura de absorbancia foi feita a 405 nm. Cada amostra de

soro foi avaliada em triplicata.

Andlises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism
6.0. O valor deponto de corte (“cut-off”’) para a rLPG3 foi estabelecido usando a
“Receiver Operating CharacteristicCurva ROC). O ponto de corte foi escolhido
baseado nos melhores valores de sensibilidade e especificidade. Para os calculos foram
utilizados as seguintes formulas: valores preditivos positivos = VP/(VP + FP),x 100
valores preditivos negativos = VN/(VN + FN) x 100 e acur&ciéP + FP/(VP + FP +
VN + FN) x 100, onde VP séo valores verdadeiramente positivos, FP falso-positivos, VN
verdadeiramente positivos e FN valores falso-negativos. A significancia estatistica foi
determinada pela analise de variancia (ANOVA) e pelo teste de Tukey onde valores de

P<0,001 foram considerados estatisticamente significantes.

Resultados
Expresséo e purificacdo do antigeno rLPG3 de. infantum chagasi
A proteina rLPG3 foi expressa df coli e, apos lise das células e remocao de

fracOes insoluveis, foi purificada em coluna de afinidade contendo niquel imobilizado
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(Ni-NTA), seguida de purificacao por afinidade em coluna de heparina e ainda submetida
a cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex 200. O rendimento da
purificacdo foi estimado entre 14 e 16 mg/L e a massa molecular da rLPG3 apds os
procedimentos de purificacdo foi avaliado por SDS-PAGE 12%, revelando uma Unica
banda de aproximadamente 86 kDa (dados ndo mostrados). Este dado foi confirmado por
técnica altamente sensivel de eletroforese por capilaridade acoplada a detecgédo por
fluorescéncia, verificando-se grau de pureza de 94,7% JHgste antigeno purificado

foi entdo testado para o imunodiagnostico da LVC usando a técnica de ELISA.
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Peak table for sample 10 : t
Pea Size [kDa] Rel. Conc. [ng/pl] Calib. Conc. [ng/ul] % Total Observations Aligned Migration Time
k [s]
1 4.5 0.0 0.0 0.0 Lower Marker 17.00
2 4.6 0.0 0.0 0.0 System Peak 17.07

[3 86.9 1,068.0 0.0 94.7 2083 |
4 126.9 60.1 0.0 53 33.33
5 1373 26 0.0 0.0 exduded peak  34.26
6 1388 0.0 0.0 0.0 34.39
7 240.0 60.0 0.0 0.0 Upper Marker 41.00

Figura 1: Analise da pureza de rLPG3 por eletroforese capilarA pureza de rLPG3 foi
avaliada utilizando a proteina purificada aplicada em Kit LadChgilent Protein 230 (Agilent
2100 Bioanalyzer); Quantificagdo dos resutados: rLPG3 foi detectada apresentarkioa86,9

amostra concentrada a 1,068 ng/uL e grau de pureza de 94,7%.

Performance do antigeno rLPG3 no imunodiagnéstico da LVC

A proteina recombinante foi avaliada para o sorodiagnoéstico da LVC como
antigeno de cobertura em placas de ELISA. Inicialmente foram testadas diferentes
concentracbes de antigeno recombinante para melhor sensibilizacdo das placas.

Concentragbes de 0,05, 0,1 e 0,5 pg de proteina foram avaliadas para trés concentracdes
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de soro diferentes, em diluicbes 1:40, 1:80 e 1:160, de 3 amostras conhecidamente
positivas e 3 negativas da biblioteca de soros (LVC-positivos e LVC-negativos,
respectivamente). Assim, foi observado que 0,5 pg de antigeno por poco e fator de
diluicdo do soro de 1:40 proporcionaram melhor discriminacao dos valores de densidade
Optica entre os grupos de amostras avaliadas (dados ndo mostrados). Padronizadas a
massa de antigeno e a diluicdo dos soros a serem utilizadas, todas as amostras da
biblioteca de soros foram testadas em triplicata (30 amostras LVC-negativas, 39 LVC-
negativas/chagas-positivas, 10 LVC-negativas/erlichiose-positivas e 318 LVC-positivas).

O valor de“cut-off” foi determinado por analise da curva ROC, buscando o melhor valor

de sensibilidade e especificidadeuf-off” = 0,151) apontado pela curva (Fig 2 e Tabela

1).
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Figura 2: Curva ROC e box plotobtidos para o antigeno rLPG3.(A) Curva ROC utilizada
para determinafcut-off”, sensibilidade, especificidade do teste de ELISA; (B) Andlise total do
ensaio de ELISA usando rLPG3 e toda biblioteca de soros - 30 amostras LVC-ng8atix&s-
negativas/chagas-positivas, 10 LVC-negativas/erlichiose-positivas e 318 LVCamsgitiuicdo

do soro 1:40; AUC: area sob a curva.
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O teste feito com a proteina recombinante apresentou valor de sensibilidade de
83,96% e 81,13% pela curva Roc e pelo valor absoluto encontrado, respectivamente
(Tabelas 1 e 2).

A especificidade da rLPG3 no ensaio de ELISA foi determinado usando
resultados obtidos de cées sadios (verdadeiramente negativos), soros de céaes
apresentando Doenca de Chagas e Erlichiose. Os resultados apresentaram 74% de
especificidade (Tabelas 1 e 2). Isto demonstra que a rLPG3 apresenta uma certa
reatividade cruzada, principalmente com soros de cédes acometidos por Erlichiose, uma
vez que de 39 amostras chagas-positivos, apenas 9 reagiram cruzadamente, diferente do
observado em amostras erlichiose-positivos, onde 9 das 10 amostras apresentaram reacao
cruzada (Fig 3).

A acuracia do teste analisado pela curva ROC, foi dada pela area sob a curva,
apresentando valor de AUC=0,8402 (Fig 2). As analises estatisticas mostraram diferencas
entre 0s grupos controle e todos os outros grupos avaliados, exceto o grupo de animais
acometidos pela doenca de chagas (Fig 3).

Tabela 1: Performance do diagnéstico com antigeno rLPG3 de infantum chagasiusando
a Curva ROC

Teste (ROC) “Cut-off” S (%) IC 95% E (%) IC 95%

rLPG3 0,151 83,96 79,46 87,82 74,68 63,64- 83,80

S (sensibilidade); E (especificidade); IC (intervalo de confianca)
Dados curva ROC

Tabela 2: Performance do diagnéstico com antigeno rLPG3 de infantum chagasi

Teste “Cut-off’ S (%) E (%) VPP (%) VPN (%) AC (%)

rLPG3 0,151 81,13 74,68 92,80 49,57 79,84

S (sensibilidade); E (especificidade); VPP (valor preditivo positivo); VPN (valoritpred
negativo); AC (acuracia do teste), onde:

S = VP/(VP + FN) x 100; E = VN/(FP + VN) x 100; VPP = VP/(VP + FP) x 100; VPN = VN/(VN
+ FN) x 100; AC = VP + FP/(VP + FP + VN + FN) x 100.
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Figura 3: Ensaio de ELISA utilizando o antigene rLPG3.Amostras de soros de toda a
biblioteca, comparados por grupo; CT: controle LVC-negativos; DC: LVC-negativoaghag
positivos; EL: LVC-negativos/erlichiose-positivos; LV FIO1: LVC-positivosdfuz RJ RIFI-
positivos; LV FIO2: LVC-positivos Fiocruz RJ RIFI e ELISA positivos; LV FIQ¥C-positivos
Fiocruz BH parasitologico-positivos; LV CR: LVC-positivos Caratinga IFA-passtiV GV1:
LVC-positivos Governador Valadares ELISA-positivos; LV GV2: LVC-positivos Guagor
Valadares parasitologico-positivogalores de P<0,001 foram considerados estatisticamente

significantes.

Discussao

O sucesso do tratamento das leishmanioses depende em grande parte do precoce
e correto diagnostico da doenca. Técnicas de sorodiagnostico sédo ferramentas utilizadas
para a investigacdo das leishmanioses, pois as mesmas possibilitam facil manuseio das
amostras, coleta pouco invasiva e facilidade de testar varias amostras ao mesmo tempo
(Mendes et al., 2013; Souza et al., 2013). Entretanto, o fato de nenhuma técnica de
sorodiagnostico poder ser utilizada como padrdo-ouro tanto para pacientes humanos
guanto animais é uma limitacdo para o controle da doenca. Como consequéncia, liberacéo
de resultados falso-negativos normalmente ocorre, o que influeacidiculdade de
controle (Paiva-Cavalcanti et al., 2015).

Proteinas associadas a infeccdo e a sobrevivéncia intracelular dos parasitos séo
importantes alvos para o imunodiagndéstico, uma vez que, qguando secretadas ou expressas
na superficie dos parasitos, normalmente s&o importantes marcadores celulares
(Silverman et al., 2010). Neste contexto, rLPG3 é potencial alvo, uma vez que é expressa

e secretada para a superficie celular (Descoteaux et al., 2002; Martins et alge 2015)
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interfere no processo de infeccdo parasitaria as células de mamiferos (Martins et al.,
2015).

Antigeno solavel delLeishmania(SLA) sdo as proteinas parasitarias mais
comumente empregadas no diagnostico das leishmanioses por ELISA. As técnicas
realizadas com SLA apresentam alta sensibilidade, porém inconsisténcia na
especificidade, gerando resultados falso positivos em casos de doenca de Chagas (Souza
et al., 2013). Assim, varios grupos de pesquisa atualmente estdo a procura de proteinas
recombinantes para o0 emprego no diagnostico das leishmanioses. Esses antigenos podem
ser padronizados e sdo mais seguros do que 0s antigenos totais, pois ndo exigem a
manutencdo e o processamento de parasitos vivos, além de gerarem amostras puras e
homogéneas (Menezes-Souza et al., 2015). A proteina rLPG3 foi expressa por nés em
sistema heterdlogo e foi obtida uma amostra com alto teor de pureza, prépria para
aplicacdo no imunodiagnostico por ELISA. Os resultados encontrados mostram que o
antigeno rLPG3 tem alto potencial para o imunodiagnéstico, pois a capacidade de
deteccédo de anticorpos em soro de cdes com LVC (79-87% de sensibilidade), foi proxima
a obtida com a proteina recombinante K39, que quando utilizada em teste rapido para
leishmaniose visceral, proporciona 87-93% de sensibilidade (Braz et al., 2002; Maia et
al., 2012), ecomparavel a obtida com os antigenos A2 (Carvalho et al., 2002) e rCatL
(Menezes-Souza et al., 2015), que apresentam sensibilidade de 87% e 80% para a LVC,
respectivamente.

O teste de especificidade da rLPG3 no teste de ELISA mostrou valores de 63-83%
para as amostras de soros analisadas. Estes valores foram influenciados pela reacéo
cruzada observada com soros de animais acometidos por Erlichiose, onde 9 das 10
amostras testadas foram reativas. Ainda assim, estesssilopouco menasque 0s
encontrados para a rCatL, que variam entre 88% (Menezes-Souza et al., 201A).
reacao cruzada com soros de cées acometidds paszi ocorreu em 9 amostras das 39
analisadas. Assim, a reacdo cruzada com soros de animais portadores da doenca de
Chagas, foi menor que o encontrado para portadores de Erlichiose. Apesar da alta
conservacao da proteina nas espéciéeddmaniae emT. cruzi(dados em publicacéo)
foi possivel discriminar a LVC da doenca de Chagas em 77% das amostras analisadas.
Para a proteina GRP94 homodloga a LPG3, foi discutida a ineficiéncia da proteina em
discriminar as doencas em ensaio de sorodiagnostico pela alta conservagdo entre as
espécies avaliadas (Larreta et al., 2002). Entretanto, em nosso ensaio foi possivel verificar

uma discriminacéo parcial entre as doencas.

63



A reacao cruzada observada para 0s soros positivos para erlichiose pode ter
relacdo com o organismo utilizado para a produgdo da proteina recombinante. Mesmo a
rLPG3 apresentando alto teor de pureza, é possivel que anticorpos presentes nos soros
dos animais tenham conseguido reconhecer de forma inespecifica algum contaminante,
mesmo em concentracdes minimas. Para afirmar de forma consistente, Western Blot do
extrato proteico da bactéria utilizada como sistema de expressao, pode ser realizado para
verificar ligacao de anticorpos @ool de soros as proteinas. Para o antigeno A2 nao foi
observada reacéo cruzada entre LV e erlichiose (Carvalho et al., 2002), o que n&o ocorreu
em testes utilizando extrato totalldechagasi(Zanette et al., 2013).

Portanto, a proteina rLPG3 € um potencial alvo para a sorodiagnostico da LVC,
principalmente na triagem de animais com suspeita de infec¢do, sendo um teste inicial
para deteccdo de animais positivos para a doenca. Desta forma seria necessario um
segundo teste para descartar reacdes cruzadas. Porém técnicas de refinamento do antigen
podem ser aplicadas a rLPG3 para melhora dos resultados encontrados. O mapeamento
de epitopos seguido de sintese de peptideos ou proteinas quiméricas podem ser aplicado
ao estudo da molécula, com possibilidade de melhorias na capacidade de deteccéo,

juntamente com melhor discriminacéo entre as doencgas que comumente afetam os caes.
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4. CONCLUSOES GERAIS

As leishmanioses fazem parte das doencgas negligenciadas que afetam
grande numero de pessaas paises em desenvolvimento, causando altas taxas
de mortalidade e morbidade. Anualmente muitas pessoas sdo afetadas por essa
patologia, no entanto, muitos casos ndo sao relatados oficialmente, fazendo com
gue esta seja uma doenca de destaque entre as dez doencas infecciosas de maiol
importancia mundial.

Devido a importancia das PLHs no processo de interacdo parasito-
hospedeiro, foi proposto para este estudo aprofundar os conhecimentog sobre
estrutura e furipda PLH.c, uma vez que ainda n&o havia sido demonstrado para
nenhuma PLH dé&eishmania,o que aqui é reportado. Os achados fazem dessa
molécula um importante alvo para pesquisa de drogas, vacinhAeshtiranise
para o desenvolvimento de kits diagndstico para leishmaniose visceral canina,
além de abrir uma possibilidade de estudo para uso no diagnéstico da
leishmaniose visceral humana. Identificar moléculas com estas aplicacdes, sao
importantes, uma vez qaedoenca ainda € um risco iminente para a saude publica

de paises em desenvolvimento no mundo.
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