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RESUMO

As leishmanioses sdo um espectro de doencas, causadas por protozoarios do género
Leishmania, que se apresentam nas formas de Leishmaniose Tegumentar cutanea, muco-
cutanea ou disseminada; e Leishmaniose Visceral dependendo da espécie do parasita. S&o um
problema de salde publica em 102 paises do mundo, incluindo o Brasil. O controle
epidemioldgico da doenca se faz necessario e o diagnostico eficaz € uma das medidas
profilaticas. No entanto os diagndsticos existentes apresentam limitagGes, principalmente no
que diz respeito a reatividade cruzada com proteinas de outros parasitas. Assim, buscando
novos antigenos que diminuam as reagOes cruzadas no sorodiagndstico das Leishmanioses,
este trabalho teve como objetivo predizer epitopos de linfocitos B e padronizar metodologia
de andlise in silico com a combinacdo de programas de bioinformética disponiveis na web.
Para isto, foram analisadas 12 proteinas de Leishmania utilizando o programa Blast-p para
avaliar a similaridade com outras proteinas presentes no género Leishmania e nt50 género
Trypanosoma. Os dados foram exemplificados em duas destas proteinas: Proteina Hipotética
de Leishmania infantum JPCM5 (XP_001468941.1) com similaridade entre 94% e 98% com
proteinas de Leishmania e entre 71% e 74% com proteinas de Trypanosoma; Proteina
Hipotética de Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1) a
similaridade foi entre 92% e 99% com proteinas de Leishmania e entre 43% a 53% com
proteinas de Trypanosoma. Os epitopos lineares preditos pelo programa ABCpred foram 8
para proteina hipotética de L. infantum com confiabilidade entre 95% a 86%; e 3 para proteina
hipotética de L. braziliensis, com confiabilidade de 85%, 88% e 90%. Através do programa
IEDB foram obtidos os aminoacidos acessiveis de cada sequéncia proteica e realizado a
alinhamento com programa Clustal Omega. A sobreposicdo dos resultados revelou os
amino&cidos ideais para producéo de epitopos conformacionais. Das 12 proteinas analisadas
duas foram testadas, os epitopos sugeridos foram sintetizados e utilizados como antigeno de
cobertura em teste ELISA. Para o peptideo sintético de L. infantum foram testadas as
reatividades de soros de cdes positivos sintomaticos e positivos assintomaticos para
Leishmaniose Visceral, negativos de area endémica e negativos de area ndo endémica,
vacinados e portadores de outras doencas como doenca de Chagas, Erlichiose e Babesiose. A
curva ROC mostra sensibilidade muito proxima a 100% quando foi utilizado peptideo
sintético e de 97% para o antigeno total soltvel de L. infantum; com acuréacia de 99% e 85%
respectivamente. O peptideo sintético de L. braziliensis foi testado frente a soros humanos de
pacientes portadores da Leishmaniose Tegumentar cutanea e mucocutanea, pacientes
negativos para leishmaniose e portadores de doenca de Chagas. O teste ELISA com peptideo
sintético de L. braziliensis apresentou 100% de sensibilidade e de especificidade, com AUC
de 100%. Utilizando o antigeno soluvel de L. braziliensis a sensibilidade do teste foi de 97% e
a especificidade diminuiu para 66%, apresentando acuracia de 83%. Portanto, os resultados
com 0s peptideos sintetizados melhoram a acuracia do teste ELISA diminuindo as reacfes
cruzadas, demsntrando que os procedimentos de bioinformatica sugeridos neste trabalho sdo
ferramentas eficazes na construcédo de epitopos que mimetizam um epitopo conformacional.

Palavras-Chave: Leishmaniose; Bioinformatica; Predicdo de Epitopo; Diagnostico
Sorolégico.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a spectrum of diseases, caused by protozoa of the genus Leishmania, which
present forms Cutaneous Leishmaniasis: cutaneous, muco-cutaneous or disseminated; and
Visceral Leishmaniasis depending on the species of the parasite. It is a public health problem
in 102 countries around the world, including Brazil. Epidemiological control of the disease is
necessary and effective diagnosis is one of the prophylactic measures. However, the existing
diagnoses have limitations, mainly regarding the cross reactivity with proteins of other
parasites. Thus, in the search for new antigens that reduce cross reactions in the serodiagnosis
of Leishmaniasis, this work aimed to predict B lymphocyte epitopes and to standardize in
silico analysis methodology with the combination of bioinformatics programs available on the
web. For this, 12 Leishmania proteins were analyzed using the Blast-p program to evaluate
the similarity with other proteins present in the genus Leishmania and no genus Trypanosoma.
The data were exemplified in two of these proteins: Hypothetical Protein of Leishmania
infantum JPCM5 (XP_001468941.1) with similarity between 94% and 98% with Leishmania
proteins and between 71% and 74% with Trypanosoma proteins; The hypothesized protein of
Leishmania braziliensis MHOM / BR / 75 / M2904 (XP_001568689.1) similarity was
between 92% and 99% with Leishmania proteins and between 43% and 53% with
Trypanosoma proteins. The linear epitopes predicted by the ABCpred program were 8 for
hypothetical protein of L. infantum with reliability between 95% and 86%; and 3 for
hypothetical L. braziliensis protein, with reliability of 85%, 88% and 90%. Through the IEDB
program the accessible amino acids of each protein sequence were obtained and performed in
alignment with Clustal Omega program. Overlapping the results revealed the ideal amino
acids for producing conformational epitopes. The 12 proteins analyzed two were tested, the
suggested epitopes were synthesized and used as antigen coverage in the ELISA test. For the
synthetic peptide of L. infantum, the reactivity of symptomatic positive and asynptomatic
positive dog sera for Visceral Leishmaniasis, negative endemic area and negative of non-
endemic area, vaccinated and carriers of other diseases such as Chagas disease, Erlichiosis
and Babesiosis . The ROC curve shows sensitivity very close to 100% when synthetic peptide
was used and 97% for the total soluble antigen of L. infantum; with accuracy of 99% and 85%
respectively. The synthetic peptide of L. braziliensis was tested against human sera from
patients with cutaneous cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis, negative for
leishmaniasis and patients with Chagas' disease. The ELISA with synthetic peptide of L.
braziliensis presented 100% sensitivity and specificity, with AUC of 100%. Using the soluble
antigen of L. braziliensis the sensitivity of the test was 97% and the specificity decreased to
66%, presenting an accuracy of 83%. Therefore, the results with the synthesized peptides
improve the accuracy of the ELISA test by reducing cross reactions, demonstrating that the
bioinformatics procedures suggested in this work are effective tools in the construction of
epitopes that mimic a conformational epitope.

Keywords: Leishmaniasis; Bioinformatics; Epitope Prediction;P Serological Diagnosis.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONCEITO E ETIMOLOGIA DA LEISHMANIOSE

As leishmanioses sdo um espectro de doencas causadas por parasitos protozoarios
da Ordem Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae e género Leishmania (Rioux et al.
1990). Segundo Lainson e Shaw (1987) o género Leishmania possui cerca de 20 espécies que

infectam mamiferos mostrados na tabela.

Tabela 1- Principais espécies do género Leishmania. *Espécies determinantes da

Leishmaniose Tegumentar Americana no Brasil.

Espécies causadoras da Leishmaniose Espécies causadoras da
Tegumentar (LT) Leishmaniose Visceral (LV)
L. (L.) aethiopica L. (Leishmania) chagasi
L. (L.) amazonensis* L. (L.) donovani
L. (L.) archibaldi L. (L.) infantum (syn. L. chagasi)

L. (L.) aristidesi
L. (L.) enriettii
L. (L.) hertigi
L. (L.) major
L (L.) mexicana
L. (L.) pifanoi
L. (L.) tropica
L. (L.) venezuelensis
L. (Viannia) braziliensis*
L. (V.) colombiensis
L. (V.) guyanensis
L. (V) lainsoni*
L. (V.) lindenberg
L. (V.) panamensis
L. (V.) peruviana
L. (V.) naiffi*
L. (V.) shawi*

Fonte: Lainson & Shaw (1987).
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Tais parasitos sdo transmitidas através da picada de fémeas de insetos
hematdfagos pertencentes a subfamilia Phlebotominae, tendo como principal representante na
Europa, Asia e Africa o género Phlebotomus e na regido Americana 0 género Lutzomyia
(Ashford, 2000). Duas espécies de vetores estao relacionadas com a transmissao da doenga no
Brasil o Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi. A primeira espécie é considerada a
principal espécie transmissora e possui ampla expansdo. Esta espécie é encontrada em quatro
das cinco regides geogréaficas: nordeste, norte, sudeste e centro-oeste, 0 que explica a

disseminacéo do parasita no pais (Oliveira et al., 2010).

1.2 HISTORICO

A Leishmaniose € considerada uma doenca antiga por existirem relatos que se
assemelham com as manifestacGes da doenca desde o século XVIII, onde sdo relatados na
Siria o botdo d"Aleppo e no Ird o botdo de Biskra. As manifestacbes viscerais do calazar
também possuem registros antigos, principalmente na india, onde médicos gregos em 1835
relatam a existéncia de uma esplenomegalia infantil que se assemelha a Leishmaniose
Visceral na ilha de Hidra, préximo a Creta (Altamirano-enciso, 2003).

No entanto a primeira descricdo das formas amastigotas do parasita ocorreu em
1885 na India em casos de calazar. O pesquisador russo Peter Fokitsch Borovsky em 1898
conseguiu pela primeira vez publicar a descri¢do do etioldgico do botdo d”Aleppo e botdo do
Oriente descrevendo este como um protozoario. Porém a referéncia ndo foi conhecida no
Ocidente, assim, muitos pesquisadores consideram que a descoberta do parasita foi feita em
1903 por James Homer Wright que descreveu a espécie Leishmania tropica (Altamirano-
enciso, 2003).

Apesar de ndo existir um consenso sobre a descoberta do parasita, a comunidade
cientifica relata que a partir de 1900 William Leishman, medico inglés, iniciou os estudos das
formas amastigotas e em 1903 publicou relatos da semelhanca deste protozoario causador do
calazar com as formas do Trypanosoma. No mesmo ano Charles Donovan, médico inglés,
descreveu o parasita; e Laveran e Mesnil denominaram de Leishmania donovani o agente
etioldgico de infecges viscerais na india ao examinar alguns preparados de Donovan. Ronald
Ross no mesmo ano demonstrou que os parasitos observados por Donovan ndo eram
esporozoarios como este havia pensado, e estabeleceu para eles um novo género, o

Leishmania (Rioux et al., 1990; Altamirano-enciso 2003).
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No mesmo ano em Boston, J. H. Wright observou formas de protozoarios em
amostras retiradas das Ulceras de uma crianga diagnosticadas com a doenga Botéo do Oriente
procedente da Siria e denominou o agente etiolégico como Welcozoma tropicum ou
Helcosoma tropicum. Porém, logo ap0s o protozoario foi incluido no género Leishmania,
sendo hoje conhecido como Leishmania tropica Wright (Altamirano-enciso, 2003).

As formas evolutivas munidos de flagelos, promastigotas, do género Leishmania
foram relatadas pela primeira vez por Leonard Rogers e no Brasil, por Gaspar de Oliveira
Vianna (Altamirano-enciso, 2003).

Nas Américas a forma visceral americana (LVVA) foi descrita pela primeira vez no
Paraguai, em 1913, e os primeiros casos de LC descritos por Carini e Paranhos, no Sul do
Brasil, em 1909. Splendore diagnosticou a forma mucosa da doenca e o pesquisador
brasileiro do Instituto Oswaldo Cruz, Gaspar Vianna, nomeou a espécie de Leishmania
braziliensis (Ministério da Saude, 2017).

1.3 CICLO EVOLUTIVO DO PARASITA

O ciclo bioldgico da doenca, mostrado na figura 1, inicia-se quando as fémeas de
flebotomineo (figura 2-A), popularmente conhecido como mosquito palha, realizam o repasto
sanguineo para se alimentar do sangue de hospedeiros mamiferos parasitadas. Desta forma,
ingerem células do sistema mononuclear fagocitico contaminadas com a forma amastigota da
Leishmania (figura 2-C). Tais formas do parasita sendo ingeridas multiplicam no sistema
digestorio do inseto e se diferenciam na forma promastigota prociclica mostrada na figura 2-B
(llg, 2001).
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Figura 1- Ciclo Bioldgico de parasitos do género Leishmania. Fonte: CDC (2018) adaptada.

Em seguida, através da metaciclogénese, as formas extracelulares altamente
replicativas e ndo infecciosas diferenciam-se em formas promastigotas metaciclicas, essas,
sem capacidade replicativa, mas altamente infecciosas, que sdo as responsaveis pela infeccao
do hospedeiro vertebrado. O vetor, agora contaminado, no momento de um novo repasto
injeta, junto com sua saliva, algumas centenas de formas promastigotas metaciclicas na derme
do hospedeiro mamifero (Sacks e Kamhawi, 2001). Os parasitas sdo, na sua maioria,
fagocitados por células do sistema mononuclear fagocitario, como macrdfagos, células
dendriticas e células de Langerhans. Dentro dessas células ocorre a fusdo do vacuolo de
fagocitose que se fundem a lisossomos, formando os fagolisossomos que originam 0s
vacuolos que propiciam a diferenciacdo das promastigotas em amastigotas. Essas formas
aflageladas sdo parasitas intracelulares obrigatorios, possuem grande capacidade de
multiplicacdo, alto poder de infeccdo e sdo responsaveis pelo desenvolvimento da doenca no
hospedeiro mamifero (Grimaldi et al., 1989; Sacks e Kamhawi, 2001).

Alguns mamiferos podem atuar com reservatorios da infeccéo, sendo responsaveis
pela transmissdo macica do parasita para o vetor. O cdo (Canis familiaris) € a principal fonte
de infeccé@o na area urbana e a infecgdo em cdes tem sido mais prevalente do que no homem.
Ja no ambiente silvestre, os reservatorios sao as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon

thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris) (Ministério da Salde, 2014).
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Figura 2— Vetor e formas evolutivas do género Leishmania. A- Vetor flebotomineo popularmente conhecido
como mosquito-palha, vetor da leishmaniose. B- Forma promastigota, flagelada e movel. C- Forma amastigota,
aflagelada e imovel da leishmaniose. Fonte: Ministério da Satde (2014).

1.4 EPIDEMIOLOGIA

A doenca apresenta ampla distribuicdo geogréafica, e segundo a OMS, em 2017
foram notificados 20792 novos casos (WHO, 2018). Sua ocorréncia se estende a 102 paises e
sua distribuicdo mundial esta relacionada principalmente a presenca dos vetores em regides
tropicais e subtropical (Ashford, 2000; Santos et al., 2016).

Esta parasitose afeta principalmente pessoas de baixa renda nos continentes
Africano, Asidtico e na América Latina, e esta associada a desnutricdo, deslocamento
populacional, moradia precéria, baixa do sistema imunologico e falta de recursos. Dos 200
paises vinculados a OMS 97 sdo endémicos para leishmaniose, onde 10 paises sdo endémicos
para LV (Leishmaniose Visceral), 22 sdo endémicos para LT (Leishmaniose Tegumentar) e
65 sdo endémicos para ambas (WHO, 2018).

Desde 2013, o programa de Leishmaniose Global da OMS vem relatando
separadamente 0 nimero de novos casos autoctones, para monitorar as tendéncias de
incidéncia e o numero de casos importados. Em 2016, mais de 90% dos casos globais de LV
foram relatados em sete paises: Brasil, Etiopia, india, Quénia, Somalia, Sudo do Sul e Sudio.
E o maior numero de casos de LT reportados em 10 paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil,
Colémbia, Iraque, Paquistdo, Peru, Republica Arabe da Siria, Tunisia e Iémen, que juntos
respondem por 84% da incidéncia global relatada (WHO, 2018).

No Brasil, a Leishmaniose inclui-se no quadro das grandes endemias, a LT
apresentando ampla distribuicdo em todas as regides brasileiras e a LV apresentando-se em
limitada a alguns estados do pais (Alvar et al., 2012). Segundo dados do Ministério da Saude,
em 2016 foram relatados 12.690 novos casos de LT no Brasil, sendo o norte e nordeste as
regides brasileiras com um ndmero maior de notificacbes. Em relagdo a LV foram relatado,

neste mesmo ano, 3200 novos casos com taxa de letalidade de 8% a 9% nos ultimos 4 anos
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(2014, 2015, 2016 e 2017), sendo os oObitos mais frequentes de criangas que possui uma
resposta imune ineficiente ao parasita. Os casos de LV também sdo de maior incidencia na
regido nordeste (e). Os mapas abaixo publicados pelo Ministério da Saude (figura 3) mostram
as areas de maior concentracdo da LT no Brasil (figura 3-A) e de LV (figura 3-B) no ano de
2015.

Casos por Km*

ERREDOOO

Figura 3— Areas de maior concentragio de Leishmaniose no Brasil em 2015. A- Mapa com as areas de maior
densidade de LT no Brasil no ano de 2015. B- Mapa com as areas de maior densidade de LV no Brasil no ano de
2015. Fonte: Ministério da Sadde (2018a; 2018b)

No Brasil, apesar da LV humana ser causadora de mortalidade, atualmente a LV
canina (LVC) pode ser considerada de maior importancia epidemiol6gica uma vez que o
nimero de casos registrados em cées é significativamente maior em compara¢do ao nimero
de casos notificados em humanos nas diversas regides do pais (Nicolato et al., 2013). Nas
areas urbanas do Brasil 0 cdo é considerado reservatorio da infeccdo (Coura-Vital et al., 2013;
Otranto e Dantas-Torres, 2013). Cerca de 20 a 60% dos animais infectados podem apresentar
evolucdo lenta da LVC, ndo apresentando sintomas, sendo caracterizados como
assintomaticos (Baneth et al., 2008). Laurenti et al. (2013) relata que cdes assintomaticos
infectados por L. infatum possuem elevado potencial infectante para vetores naturais, sendo
de grande importancia para o controle epidemiologico da doenca humana. Essa fase pode
durar até quatro anos, mas ainda assim, durante esse periodo, 0s mesmos podem permanecem
infecciosos, sendo capazes de transmitir os parasitas disseminando a doenca (Baneth et al.,
2008).
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Sendo assim, as leishmanioses sdo consideradas no Brasil e no mundo um
importante problema de salde publica, onde devem ser adotadas politicas de controle
epidemioldgico da sua transmissdo se fazendo necessario diagnosticos e tratamentos
eficientes tanto para infeccdo humana quanto para infeccdo canina (Otranto e Dantas-Torres,
2013; Ministério da Saude, 2016).

1.5 MANIFESTACOES CLINICAS

A gravidade da doenca nos hospedeiros mamiferos, nos quais se enquadram o
homem e o cdo, podem variar desde lesbes cutaneas simples de cura espontdnea a um
comprometimento visceral que pode ser fatal quando ndo tratado corretamente (Santos et al.,
2016). Tais manifestacbes podem ser divididas em dois grandes grupos: Leishmaniose
Tegumentar (LT) que se subdivide em Leishmaniose Tegumentar Americana, no Novo
Mundo e Leishmaniose Tegumentar do Velho Mundo; e a Leishmaniose Visceral (LV) (Alvar
etal., 2012).

1.5.1 Leishmaniose Tegumentar (LT)

A LT é uma doenca causada por diferentes espécies do género Leishmania, que
acomete pele e mucosas. A infeccdo humana pode ser secundaria visto que afeta
primariamente outros animais. A Leishmaniose Tegumentar pode-se manifestar sobre trés
formas clinicas principais, mostradas na figura 4, e descritas abaixo:

A Leishmaniose Cutadnea (LC) € forma mais comum da doenca, tendo
desenvolvimento benigno em individuos imunocompetentes. Manifesta-se como uma Ulcera
Unica bem delimitada com borda elevada e centro granulomatoso seroso (figura 4- A),
causada pela resposta inflamatéria do hospedeiro a infeccdo. A ulcera é indolor e
normalmente ndo purulenta, apresenta estas caracteristicas apenas quando estd associada a
infecces bacterianas. Pode ter cura espontanea em aproximadamente 18 meses (Alvar et al.,
2012; Papadogiannakis e Koutinas, 2015);

A leishmaniose Cutaneo-difusa (LCD) é caracterizada por lesdes difundidas por
regibes do corpo em forma de nddulos ndo ulcerados devido a metastases do parasita
mostradas pela figura 4- B. Normalmente estd associada no Brasil a infeccdo por L.

amazonensis, sendo mais resistente ao tratamento convencional (Uribe-Restrepo et al. 2018).
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Apresenta alta parasitemia e baixa imunidade celular com aumento de citocinas anti-
inflamatorias como IL-10 (Wortmann et al., 2000; Papadogiannakis e Koutinas, 2015);

A leishmaniose Muco-Cutanea (LMC) promove necrose com destruicdo do tecido
mucoso e submucoso das cavidades nasal e oral, levando a desfiguracdo (figura 4- C).
Normalmente surge ap0s cura espontanea de ulceras anteriores e normalmente esta associada
no Brasil a infecgcdo por L. braziliensis (Alvar et al. 2012). Caracterizada por intensa resposta
imune celular com alta de linfocitos T helper 1 e baixa manutencdo da parasitemia (Grimaldi,
Jr. & Tesh, 1993; Papadogiannakis e Koutinas, 2015).

Figura 4- Manifestagbes clinicas da Leishmaniose Tegumentar Humana. A- Forma cutinea simples da
Leishmaniose Tegumentar, Leishmaniose Cutanea (LC); B- Forma difusa da Leishmaniose Tegumentar,
Leishmaniose Cuténea-Difusa (LCD); C- Forma Mucosa da Leishmaniose Tegumentar, Leishmaniose Muco-
cutanea (LMC). Fonte: Ministério da Saude (2017).

Na regido das Américas 12 espécies de Leishmania sdo dermotropicas e
causadoras de doenca tegumentar humana. No Brasil, segundo o Ministério da Saude (2017)
foram identificadas 7 espécies causadoras da LT humana, sendo seis do subgénero Viannia e
uma do subgénero Leishmania. As trés principais espécies sdo: L. (V.) braziliensis, L.(V.)
guyanensis e L.(L.) amazonensis. Porém em estados das regides Norte e Nordeste foram

identificadas as espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi.

1.5.2 Leishmaniose Visceral (LV)

Ja a Leishmaniose Visceral (LV) ou Calazar é a forma mais grave da doenga por
atingir 6rgéos importantes como baco, figado, linfonodos e medula 6ssea. Dentre os sintomas
comuns da doenca destacam-se a febre, palidez cutaneo-mucosa por presenca de anemia,
caquexia e hepatoesplenomegalia com ascite mostrada na figura 5 (Ashford, 2000). Em

estagios avancados (figura 5B), caso ndo seja feito o diagndstico e tratamento adequado, a
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doenca pode evoluir com febre continua e comprometimento mais intenso do estado geral,
havendo desnutrigcdo (cabelos quebradigos, cilios alongados e pele seca), edema dos membros
inferiores, hemorragias, ictericia e ascite, levando ao 6bito (Ministério da Saude, 2014). Nesta
forma clinica da Leishmaniose geralmente estdo envolvidas infeccbes pelas espécies L.
infantum (syn. L. chagasi) e L. donovani no Velho Mundo e L. infantum no Novo Mundo
(Nicolato et al., 2013).

Figura 5- ManifestacGes clinicas da Leishmaniose Visceral. A- Manifestagdes clinicas na fase inicial da forma
visceral da Leishmaniose Visceral Humana (LV); B- Manifestacdes clinicas na fase avangada da forma visceral
da Leishmaniose Visceral Humana (LV). Fonte: Ministério da Salde (2014)

Nos cdes a LV é de evolucdo lenta e inicio insidioso apresentando um espectro de
caracteristicas clinicas que varia do aparente estado sadio a um severo estagio final, havendo
distribuicdo do parasita na derme e nas visceras. Os sintomas mais comuns, mostrados na
figura 6, sdo: alopecia, lesbes cutaneas, onicogrifose, esplenomegalia, linfoadenopatia,
hemorragia intestinal, hiperqueratose, caquexia, levando o animal a oObito (Ministério da
Salde, 2014).

Porém alguns animais podem apresentar-se assintomaticos durante um longo
periodo, sendo assim, sdo utilizadas classificacbes de acordo com os sinais clinicos dos
animais:

- Cées assintomaticos: auséncia de sinais clinicos sugestivos da infeccdo por
Leishmania (Nicolato et al., 2013);

- Cées oligossintomaticos: presenca de adenopatia linfoide, pequena perda de peso e
pelo opaco, sintomas inespecificos da Leishmaniose Visceral Canina (Nicolato et al.,
2013);

- Cées sintomaéticos: todos ou alguns sinais mais comuns da doengca como as

alteracOes cutaneas, onicogrifose e caquexia (Nicolato et al., 2013).
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Figura 6— Manifestagdes clinicas da Leishmaniose Visceral Canina (LVC). A- Alopecia e lesbes da derme de
cdo com LVC; B- Onicogrifose de cdo com LVC; C- LesGes de pele na regido do focinho de cdo com LVC; D-
Caquexia em céo com LVC. Fonte: Ministério da Salde (2014).

1.6 DIAGNOSTICO

O diagndstico das formas da Leishmaniose é realizado por meio de inquéritos
clinicos e epidemioldgicos, este deve ser associado a testes laboratoriais que podem ser
parasitolégicos (diagnostico de certeza) ou sorolégicos. Os aspectos clinicos muitas vezes nao
sdo suficientes por apresentarem sintomatologias variadas de acordo com a espécie do
parasita e a resposta imune do hospedeiro (Ministério da Saude, 2017).

Por outro lado, o diagndéstico parasitologico € uma alternativa que apresenta alta
especificidade, uma vez que demonstra a presenca do parasito pela visualizagdo das formas
amastigotas em materiais de bidpsia ou a amplificacdo do DNA do parasito por PCR; ainda
pode ser realizado o cultivo em meios de cultura ou inoculacdo das bidpsias em animais de
laboratdrio susceptiveis. Sendo assim a observacdo do parasita ou a deteccdo do seu DNA é
considerado diagnostico de certeza da infec¢do (Weigle et al., 2002; Lunedo et al., 2012).

Para diagnostico da LT os métodos parasitoldgicos sdo considerados como padrao
de referéncia devido a sua alta especificidade. Para realizacdo do método parasitolégico é
necessaria coleta do material que pode ser obtido por raspagem, puncéo aspirativa com agulha
fina ou biopsia de lesdes. No entanto sua sensibilidade varia dependendo da localizagdo
geografica, espécie do parasita e estagio da lesdo. Para melhorar sua sensibilidade
normalmente sdo associados multiplos testes diagnosticos parasitologicos ou diagndsticos
imunoldgicos (WHO, 2010; Ministério da Saude, 2014).

Para realizacdo do método parasitoldgico no diagnostico da LV é necessaria coleta

das células teciduais, e a sua sensibilidade depende do tecido em que se realiza a coleta. A
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punc¢do do bago segundo dados da WHO (2010) para diagndstico da LV apresenta acima de
90% de sensibilidade, ja na medula dssea de 50-80% de sensibilidade, e € ainda menor em
aspirados de linfonodo. Amostras de sangue tém baixa sensibilidade tanto para LV, exceto em
pacientes co-infectados pelo HIV que tém uma parasitemia mais alta (WHO, 2010). Os
aspirados esplénicos apesar da elevada especificidade para LV apresentam risco de
hemorragia de 0,1 %, sendo considerado extremamente invasivo (WHO, 2010; Burza et al.,
2018). Além disso, apesar de maior especificidade as técnicas parasitolégicas apresentam
limitacGes em sua sensibilidade, devido a distribuicdo do parasito ndo ser homogénea nos
tecidos (Noli e Saridomichelakis, 2014).

A partir da coleta do material pode ser feita a observacdo microscépica do
parasita, através do esfregaco onde normalmente sdo utilizadas as técnicas de coloracdo por
Geimsa, Leishman ou corantes rapidos. E o procedimento de primeira escolha por ser mais
rapido, de menor custo e de facil execucdo. Porém tem limitacGes e a sensibilidade pode
variar de acordo com a experiéncia do microscopista, a observacdo e confeccdo de mais
laminas, o tempo de evolucdo das lesbes, as formas clinicas e as diferentes espécies de
Leishmania envolvidas (WHO, 2010; Ministério da Saude, 2017).

Segundo revisdo feita por de Paiva-Cavalcanti et al (2015) a técnica de PCR pode
aumentar a sensibilidade do diagnoéstico. A sensibilidade pode variar de acordo com o tipo de
PCR, como Nested-PCR (nPCR) e a Seminested-PCR (snPCR) que sdo baseadas em duas
amplificacdes, sendo realizada uma segunda amplificacdo a partir de uma primeira PCR,
aumentando assim a sensibilidade e especificidade; outro tipo é o PCR quantitativo em tempo
real (QPCR) que quantifica a reacdo e tem sido empregado para confirmacao de outros testes
de diagnéstico ou para confirmacdo de cura. Tais metodologias ddo ao PCR mais ferramentas
usando diferentes regides-alvo e uma variedade de amostras. Nos protocolos convencionais de
PCR para o diagndstico de LV humana existe uma variacdo de 53,70% a 97,78% de
sensibilidade e 61,82% a 100% de especificidade, e para LV canina sensibilidade de 72,2 a
98,7% e especificidade de 83,3% a 96,4%. Esta variabilidade ocorre devido a amostra
coletada, a espécie de Leishmania envolvida, ao estdgio da doenca e a metodologia
empregada (De Paiva-Cavalcanti et al., 2015). Porém, tais técnicas possuem outras
desvantagens que estdo relacionadas ao seu custo elevado, a necessidade de infraestrutura
laboratorial especializada e ao risco de contaminacdo durante a realizacdo dos exames.
Portanto atualmente so estdo disponiveis em laboratorios de instituicGes de pesquisa e, se
houver indicacdo para a sua realizagdo, o laboratorio de referéncia mais proximo deve ser
consultado (Ministério da Saude, 2017).
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Uma alternativa que pode ser utilizada sdo os testes de sensibilidade sendo a
intradermorreacdo de Montenegro a técnica descrita para o diagndstico das Leishmanioses.
Neste tipo de diagnostico sdo injetados antigenos do parasita e avaliada a reacdo de
hipersensibilidade tardia (DTH), onde se houver uma reagdo com didmetro igual ou maior que
5mm em 48h & 72h o teste é considerado positivo (Burza et al. 2018). Porém se limita ao
diagnostico de algumas formas de Leishmaniose, sendo mais utilizada para LT na forma
cutanea e na forma muco-cutanea, ja que casos de LT disseminada e LV apresenta-se negativa
devido ao estado de anergia da resposta imune celular encontrada na maioria dos pacientes
(Ministério da Saude, 2014; 2017).

Por sua vez, os testes de diagndstico soroldgico tém sido amplamente empregados
por serem considerados de facil execucdo, baixo custo e ndo necessitar de grande
infraestrutura laboratorial e equipamentos de custo elevado, além de serem pouco invasivos
(Noli e Saridomichelakis, 2014). Técnicas baseadas na deteccdo de anticorpos, como
aglutinacdo direta, RIFI (Reacdo de imunofluorescéncia indireta) e o ELISA (Ensaio
Enzimatico de Imunoabsorbéancia), podem ser consideradas ferramentas importantes para o
diagnostico da Leishmaniose e monitoramento da exposi¢cdo dos individuos em areas
endémicas da doenca. No Brasil, segundo o Ministério da Salde (2014), os testes
imunolégicos mais utilizados, tanto para LV quanto para LT, sdo ELISA e RIFI, considerando
o0s testes rapidos imunocromatograficos como uma alternativa de triagem. Geralmente, tais
testes utilizam antigenos obtidos de fracdes brutas e/ou moléculas semi-purificadas do
parasito, bem como proteinas recombinantes e/ou peptideos sintéticos (Sarkari et al., 2018).

Em uma revisdo Sarkari et al. (2018) relata que a aglutinacdo direta se apresenta
com especificidade variavel entre 72% - 100% e com sensibilidade de 92% - 100%, e que
diversos trabalhos constatam que a aglutinacdo tradicional é mais sensivel e mais especifica
que o teste rapido com fita usando o antigeno rK39. Também em um trabalho de Oliveira et
al. (2013), 103 soros de pacientes com LV no Brasil foram submetidos aos testes de
aglutinacdo direta tradicional e aglutinacdo direta de antigeno liofilizado de L. infantum que
demonstraram semelhancas na sensibilidade (99%) e na especificidade (98,2%). A
aglutinacdo direta apresenta algumas desvantagens e sua variabilidade pode estar relacionada
as multiplas pipetagens, longo tempo de incubacéo, variabilidade de lote para lote do antigeno
e reatividade cruzada com outros tripanossomatideos (Sarkari et al., 2018).

Ja o RIFI (Reacdo de imunofluorescéncia indireta) baseia-se na deteccdo de
anticorpos contra formas promastigotas ou amastigotas do parasita. Segundo Sarkari et al.

(2018) vaérios estudos mostraram uma sensibilidade de 87% a 100% e especificidade de 77% a
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100% para o diagndstico de LV utilizando o RIFI. Porém o teste apresenta reatividade

cruzada em pacientes com tuberculose, toxoplasmose, maléria, febre tifoide ou brucelose.

Inimeros testes rapidos tém sido desenvolvidos para facilitar a execucao e tornar
mais rapido o diagnostico, a maioria deles utiliza a detec¢do de anticorpos anti-Leishmania
contra proteinas recombinantes, como o rK39 e o K26, fixadas em papel de nitrocelulose. Em
um trabalho de validacdo do teste imunocromatografico IT-LEISH® (DiaMed IT-LEISH®)
para diagndstico de LV humana o kit apresentou sensibilidade de 93% e especificidade de
97% (Assis et al., 2008). Mesmo quando combinacBes antigénicas sdo usadas, hd a
possibilidade de reagBes cruzadas com outros tripanossomatideos, sendo entdo indicado a
aplicacdo de um procedimento confirmativo (Sarkari et al., 2018). Também sdo observadas
variaces dos testes rapidos quando aplicados em regiGes endémicas diferentes, a
sensibilidade do Kit rapido utilizando antigeno rK39 na india foi excelente (97%) mas
apresentou-se muito menor e limitado no leste da Africa (85%), tais limitagdes e variagdes
podem estar relacionadas a baixa producdo de anticorpos por parte da populacdo (Boelaert et
al., 2014).

Por fim os testes ELISA, que também se baseia na deteccdo de anticorpos anti-
Leishmania contra antigenos variados, sua especificidade e sensibilidade variam de acordo
com os antigenos utilizados. Neste contexto, varios antigenos com diferentes pesos
moleculares foram identificados como a proteina recombinante de Leishmania K39 (rK39),
muito importante antigeno amplamente empregado, mostrou 100% de especificidade e
sensibilidade de 96% para o diagndéstico de LV segundo revisdo feita por de Paiva-Cavalcanti
(2018). Outros candidatos para o diagnostico das outras formas de leishmaniose séo
glicoproteinas recombinantes ou purificadas de membrana (gp): gp63, gp70 e gp72, e a
proteina A2, todas especificas para o género Leishmania (Ministério da Salde, 2014).

Assis et al. (2008) mostrou que as técnicas de ELISA que utilizam antigenos
diferentes apresentam diferenca significativa quanto a sensibilidade, onde o teste ELISA
utilizando rK39 apresentou 97% de sensibilidade e o teste ELISA com antigeno total de L.
chagasi 92% de sensibilidade. Porém n&o houve diferenga quanto a especificidade dos dois
testes (em torno de 84%), propondo que a metodologia pode gerar falsos positivos com outras
doencas causadas por outros tripanosomatideos.

Entretanto o teste ELISA, assim como outros soroldgicos, pode apresentar
problemas quando o paciente apresenta baixa producdo de anticorpos, prejudicando a

sensibilidade das metodologias. Além disso, alguns antigenos utilizados no sorodiagnostico
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podem ser reconhecidos por anticorpos produzidos em pacientes com outras patologias, tais
como Doenca de Chagas, Lupus Eritematoso Sistémico, Esquistossomose, Hanseniase e
Tuberculose; causando reacdo cruzada nos ensaios e comprometendo a especificidade dos
testes empregados (Cataldo et al., 2010).

Para o diagnostico da LV canina os testes soroldgicos apresentam limitacGes
semelhantes (Hirschmann et al., 2015). De Arruda et al. (2013) analisou 1.425 amostras de
soro de cdes testados em trés laboratorios utilizando 2 Kits diagnostico do tipo ELISA, um
com antigenos de L. major que apresentou sensibilidade de 91,84% e especificidade de
83,57%; e outro com antigenos de L. infantum que apresentou sensibilidade de 89,80% e
especificidade de 82,59%, tais resultados demonstram além de baixa sensibilidade os testes
diagnosticos de LV canina possuem baixa especificidade, gerando diagnosticos falso
negativos.

Tais metodologia para LV canina apresentam sensibilidade e/ou especificidade
variaveis principalmente nos diferentes estadgios da doenca no animal, sendo assim animais
infectados na fase inicial da infeccdo podem se apresentar soronegativos e outros, mesmo
clinicamente curados, podem permanecer soropositivos por longos periodos de tempo (Viol et
al., 2012; Hirschmann et al., 2015). Ressalta-se também que a especificidade dos testes é
comprometida, principalmente, quando os mesmos sdo aplicados em &reas endémicas da
doenga; em animais sadios, mas vacinados; e em cdes infectados com outras parasitoses,
também comuns em nosso meio como, por exemplo, Babesiose e Erlichiose (Chavez-
Fumagalli et al., 2013; Costa et al., 2014). Dessa forma, ainda ndo se encontra disponivel um
teste soroldgico que possa ser considerado como um padrdo-ouro; que permita a distingao dos
casos de LV canina sintomatica e assintomatica, das demais classes de animais e que esteja
disponivel a um baixo custo a populacdo. Sendo assim, de acordo com o Ministério da Saude
(2014) devem ser realizados dois testes soroldgicos, Teste Rapido Imunocromatografico e
ELISA, para confirmar o diagnostico da doenca.

Portanto, o diagndstico das diversas formas de Leishmaniose, tanto humana como
canina, apresentam-se falhos em diversos pontos. Sendo assim, individuos com a forma
muco-cutanea de LTH ou com a forma visceral LV, manifestacdes mais graves da doenca
podem n&o ser tratados da forma mais adequada ou em tempo habil, devido a inexisténcia de
uma ferramenta diagnostica confiavel (Goto e Lindoso, 2010). Tais fatores limitam a eficacia
terapéutica dessas importantes patologias ocorrentes no Brasil. Além da falha no controle da
populacdo canina infectada que torna ineficiente as medidas de controle epidemioldgico da
doenca (Laurenti et al., 2013).
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Assim, diversas pesquisas vém sendo realizadas com o intuito de buscar um
antigeno que possa ser utilizado dando mais confiabilidade aos testes soroldgicos, tornando o
diagnostico mais sensivel e especifico para as diversas formas da Leishmaniose. Uma
alternativa ¢ a caracterizacdo e identificacdo de epitopos de proteinas expressas pelo parasita
utilizando a bioinformatica como ferramenta.

Vérios trabalhos tém demonstrado que as avaliagbes gendmicas aliadas as
producdes de peptideos in silico sdo importantes para busca de proteinas no uso de
diagnostico ou de vacinas mais eficientes que os existentes hoje (Coelho et al., 2012; Costa et
al., 2014; Lage et al., 2016b; 2016a).

1.7 PROTEINAS HIPOTETICAS DE LEISHMANIA

Sendo assim, proteinas hipotéticas, que previamente sdo reveladas no genoma de
organismos, mas que ainda ndo apresentam uma aplicacdo bioldgica definida podem ser uma
alternativa relevante na busca de novas proteinas usadas nos imunodiagndsticos (Coelho et
al.,, 2012; Lage et al.,, 2016a). Algumas destas proteinas foram identificadas através de
analises imunoprotedbmicas baseadas na combinagdo das técnicas de eletroforese
bidimensional, immunoblotting e espectrometria de massas, utilizando formas promastigotas
em fase estacionéria de crescimento e formas amastigotas-like de Leishmania infantum e L.
braziliensis (Coelho et al., 2012). Este trabalho revelou que tais proteinas hipotéticas possuem
um potencial antigénico, ja que sdo reconhecidas por anticorpos presentes em amostras de
soros de cdes com LV sintomatica e/ou assintomaticos. Em outro trabalho do mesmo grupo
foram observadas que tais proteinas também apresentavam reatividade frente a soros de
pacientes com LTH (Duarte et al., 2017). Algumas dessas proteinas sdo encontradas também
em outras espeécies de tripanossomatideos, tais como Trypanosoma cruzi; enquanto outras sdo
consideradas como Leishmania-especificas.

Portanto o uso de ferramentas como a genémica, a protedbmica e a bioinformatica
tem se tornado cada vez mais frequente. A abordagem computacional usando bioinformatica
tem sido realizada tanto para rastrear alvos bioldgicos no tratamento da Leishmaniose, como
para identificar marcadores antigénicos importantes no desenvolvimento de vacinas e de kits

diagndsticos (Duarte et al., 2017; Ferreira e Andricopulo, 2018).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar uma metodologia de predicdo por bioinformatica de epitopos
especificos para linfocitos B de proteinas de espécies de Leishmania que possam ser utilizadas

em sorodiagnostico da Leishmaniose.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar as similaridades da estrutura priméaria de uma proteina de Leishmania com outras
proteinas de outras espécies de Leishmania e com proteinas das espécies do género
Trypanosoma, utilizando o algoritmo Blast-p (protein-protein BLAST) e o programa Clustal

Omega para alinhar as sequéncias.

- Predizer os epitopos especificos de células B das proteinas analisadas de Leishmania
utilizando algoritmos de bioinformatica disponiveis no site do IEDB e através do programa
ABCpred.

- Sintetizar pela técnica de Fmoc-sinteses as sequencias peptidicas preditas como epitopos de

duas proteinas analisadas por bioinformatica.

- Avaliar a reatividade de anticorpos especificos de amostras de soro da espécie L. infantum e
L. braziliensis utilizando os peptideos sintéticos preditos como antigenos.

- Avaliar a reacdo cruzada dos peptideos preditos utilizados como antigenos frente anticorpos
de Trypanosoma através da reatividade de soros de cdes infectados com o parasita e pacientes
portadores de Doenca de Chagas.

- Definir parametros de sensibilidade e especificidade (acuracia) dos peptideos sintetizados

através da analise estatistica da curva ROC.
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo realizou testes de similaridade e a predicdo de epitopos
especificos de células B por meio de bioinformatica de 12 proteinas, 6 proteinas hipotéticas e
6 proteinas com fungdo conhecida, de Leishmania, tanto de espécies causadoras da LV quanto
de espécies causadoras de LT. Sendo assim foram identificadas possiveis sequéncias de alta
similaridade entre as espécies de Leishmania e de pouca similaridade com outros
Trypanossomatideos, que seriam candidatos eficientes para uso em imunodiagnosticos,
evitando assim reacGes cruzadas com outras doencas. Duas proteinas foram utilizadas para
validacdo da metodologia de predicdo de epitopos, sendo assim, um epitopo de cada foi

sintetizado e testado em ensaios de imunodiagnaostico frente a soro de cées e soros humanos.

3.1 PREDICAO DE EPITOPOS DAS PROTEINAS DE LEISHMANIA

Através de analises in silico, as proteinas previamente identificadas por Coelho et
al. (2012) foram preditas. Para obter as sequéncias peptidicas de cada proteina testada foi feita
a busca utilizando o nome da proteina no banco de dados online GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Em seguida, utilizou-se o0 programa de

bioinforméatica Blast-p (protein-protein BLAST), pertencente ao programa BLAST para
comparacdo de similaridades entre sequéncias proteicas, para avaliar a similaridade das
proteinas com as demais proteinas depositadas no banco de dados. Para isso, colocou-se a
sequéncia de aminoacidos obtida no GenBank para cada proteina analisada, utilizando o
parametro non-redundant protein sequences, obtendo-se entdo as sequéncias com maiores
similaridades. Apos a busca foram selecionadas as proteinas de Leishmania e Trypanosoma
com maior similaridade.

As sequéncias das proteinas de Leishmania analisadas foram submetidas ao

programa ABCpred (http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/) capaz de predizer epitopos

lineares de célula B baseando-se em padrdes de comprimento fixo através de uma rede neural
artificial (Saha e Raghava, 2006). Neste programa foram utilizados 0s seguintes parametros:
Threshold: 0.85; Window length used for prediction: 14 ou 16; Overlapping filter: ON. Foi
realizada a predigdo dos possiveis epitopos para cada uma das 12 proteinas analisadas.

Ao predizer os possiveis epitopos das proteinas as sequéncias proteicas foram

alinhadas através do o programa Clustal Omega. Este programa faz o alinhamento de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/
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maltiplas sequéncias, sendo assim as proteinas de Leishmania foram alinhadas e analisadas a
similaridade com outras proteinas do mesmo género do parasita e com proteinas do género
Trypanosoma identificadas no Blast-P. Assim pode-se comparar as regides epitopicas das
sequéncias analisadas com as sequencias similares obtidas através do Blast-p, tanto com as
proteinas de Leishmania quanto as de proteinas de Trypanosoma.

Para confirmacdo da predicdo dos possiveis epitopos também foi utilizado o

programa de bioinformatica IEDB (www.iedb.org) descrito por Emini et al. (1985). Este

programa possui uma serie de algoritmos voltados para predicéo de epitopos de células B e de
Células T. Utilizou-se, o algoritmo Emini Surface Acessibility Prediction, que identifica na
sequéncia da proteina, os residuos de aminoécidos mais acessiveis ao solvente, sendo assim
0s aminoacidos que possivelmente possam ser reconhecidos por anticorpos (Emini et al.,
1985).

3.2 SINTESE DOS PEPTIDEOS DAS PROTEINAS DE LEISHMANIA

Alguns dos peptideos preditos foram sintetizados utilizando a técnica quimica de
FMOC-Synthesis descrita por Merrifield (1969) e adaptada por Machado-de-Avila et al.
(2011). O método consiste em fixar o aminoacido C-terminal do peptideo sobre um suporte
solido insolavel (resina) e alongar a cadeia peptidica por adi¢cdes sucessivas de residuos da
porcdo C-terminal para N-terminal. Para isso, é feita a desprotecdo do grupamento Fmoc
(Fluorenil-metiloxicarbonila) com Piperidina 25%, lavagem com DMF (dimetilforamida),
DCM (diclorometano), MET (metanol), teste de Kaiser (azul de bromofenol), ligacdo do
aminoéacido em ciclo realizada até a ligacdo do ultimo aminoacido da sequéncia. Ao final os
grupamentos protetores da cadeia lateral sdo eliminados e o peptideo é removido da resina
através da solugdo de clivagem contendo 25 pL (25%) de agua destilada, 25 pL (25%) de
TES (trietilsilano), 950 pL (95%) de TFA (acido trifluoracético). Esta solucdo foi incubada
por 3 horas na seringa, logo apds adicionado éter etilico e incubado overnight. No dia
sequinte, centrifugou-se a 4°C, por 10 minutos a 4500 rpm, adicionou-se éter etilico
novamente e a centrifugacdo foi repetida. Retirou-se novamente o éter etilico, o material

obtido foi liofilizado.

3.3 ANTIGENO SOLUVEL DE LEISHMANIA
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As amostras para producdo dos antigenos a partir dos parasitas
MHOM/BR/1970/BH46 de L. infantum e MHOM/BR/75/M2903 L. braziliensis utilizados no
teste ELISA foram produzidas pelo grupo do professor Dr. Eduardo Antdnio Ferraz Coelho
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e gentilmente cedido para esse trabalho.
Para tal, o cultivo e a obtengdo das formas promastigotas em fase estacionaria de crescimento
dos parasitas foram realizados de acordo com o protocolo descrito em Coelho et al. (2003).

Para a preparacdo do extrato sollvel de antigenos de Leishmania (SLA) foram
lavados 1x10% parasitas por trés vezes com tampao fosfato-salina (PBS) estéril gelado. Apos
7 ciclos de congelamentos (-196°C) e descongelamentos (37°C) foi submetido a
ultrasonicacdo (Ultrasonic processor, GEX600) com 5 ciclo de 30 segundos a 38 MHz, a
suspencdo foi centrifugada a 8000xg por 30 min a 4°C, e foi coletado o sobrenadante
contendo SLA. A concentracdo de proteinas foi estimada pelo método de Bradford aliquotado

e armazenado a -80°C para posterior utilizacao.

3.4 AMOSTRAS DE SORO DE CAES

Todas as amostras de soros, pertencem a soroteca do laborat6rio coordenado pelo
professor Dr. Eduardo Antdnio Ferraz Coelho, da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) e foram também gentilmente cedidas para este trabalho. Foram utilizadas, amostras
de soros de cdes sem raca definida e infectados com L. infantum. Os soros de animais com
LVC foram identificados com base em dois testes soroldgicos usando os kits RIFI- LVC e
EIE-LVC, ambos da Biomanguinhos, Fiocruz, Brasil; para Leishmania spp. Animais com um
titulo de RIFI <1/40 ou com o valor de EIE-LVC abaixo do ponto de corte foram
considerados soronegativos. Animais com um titulo de RIFI > 1/40 e um valor de EIE-LVC
acima do ponto de corte foram considerados soropositivos.

Assim, foram considerados cdes sintomaticos (n=45) aqueles que se apresentaram
positivos para RIFI e ELISA, com exame parasitoldgico positivo identificado pela técnica de
PCR (reacdo da polimerase em cadeia) e apresentando trés ou mais dos seguintes sintomas
clinicos: perda de peso, alopecia, adenopatia, onicogrifose, hepatomegalia, conjuntivite e
dermatite esfoliativa nas pontas do nariz, cauda e orelha.

Cédes com LV assintomatica (n=09) sdo os que apresentaram resultados
soroldgicos e parasitologicos positivos, mas auséncia de sinais e sintomas clinicos.

Cées sadios e sem leishmaniose, com resultados sorologicos e parasitologicos

negativos e auséncia de qualquer sinal ou sintoma clinico de leishmaniose, foram
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identificados como controle negativo de area endémica de LVVC quando provenientes de Belo
Horizonte, MG- Brasil, (n=20) e controle negativo de area ndo endémica (n=50) provenientes
de outras localidades.

Amostras de soros de cies imunizados com a vacina Leish-Tec® (n=30), e de cies
infectados experimentalmente com Trypanosoma cruzi (n=10) ou naturalmente com Babesia

canis (n=10) e Erlichia canis (n=10), serdo também utilizadas

3.5 AMOSTRAS DE SOROS HUMANOS

Foram utilizadas amostras de soros de pacientes com LTH com diferentes
manifestacdes clinicas, cutanea (LC) (n= 15) e muco-cutanea (LMC) (n= 20). Estes soros
foram selecionados a partir de pacientes que apresentavam caracteristicas epidemioldgicas e
clinicas para Leishmaniose Tegumentar, além disso foi feito o diagnostico parasitoldgico com
a observacao dos parasitos em esfregacos corados por Giemsa a partir de bidpsias cutaneas ou
mucosas e por meio de resultados positivos de PCR para o KDNA de L. braziliensis. Como
controle negativo foram utilizadas 20 amostras de soros de individuos saudaveis, que nao
apresentaram sinais clinicos ou sintomas de leishmaniose. Para avaliar a reagdo cruzada entre
os diversos antigenos, amostras de soros de pacientes com doenca de Chagas (n = 10), a
infeccdo pelo T. cruzi foi confirmada por hemocultura, utilizando o kit ELISA recombinante
Chagatest® v.4.0; A soroteca humana foi cedida pelo prof. Dr. Eduardo Antonio Ferrraz
Coelho do Departamento de Patologia Clinica, COLTEC, da Universidade Federal de Minas
Gerais. Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.

3.6 ELISA UTILIZANDO OS ANTIGENOS DIAGNOSTICOS

Foi realizada curva titulacdo previa para determinar as concentracfes de antigenos
e a diluicdo dos anticorpos a serem utilizados. Placas flexiveis de imunoensaio de microtitulos
Falcon (Becton Dickinson) foram revestidas com o peptideo sintetizado (20 pg/pogo) em 50
pL de agua milli-Q mantidos por 18h a 37°C ou revestidas com SLA (2,0 pg/poco) em 100
pL de tampéo de cobertura pH 9.6 por 18 h a 4°C.

Apos a sensibilizacdo, foi realizado bloqueio utilizando 200 pL de solugédo
contendo PBS, Tween 20 0,05% (PBS-T) e 5% de solucdo de caseina por 1 h a 37°C. Em
seguida as placas foram lavadas por 5 vezes utilizando PBS-T, e feita incuba¢do com 100 pL

de soro canino por 1 h a 37°C. As amostras de soro foram diluidas 1:100 para placa com
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peptideo e 1:200 para a placa com SLA em PBS-T contendo 0,5% de solucdo de caseina. As
placas foram lavadas 7 vezes utilizando PBS-T, e posteriormente incubadas com anticorpo
anti-lIgG canino conjugado com peroxidase (Sigma, St. Louis, USA) na diluicdo de 1:10000
por 1 h a 37°C. Novamente as placas foram lavadas 7 vezes com PBS-T, feita incubacdo com
H20,, orto-phenylenediamine e tampéo citrate-fosfato pH 5.0 por 30 min no escuro. A reagdo
foi parada adicionando 25uL H>SO4 2N, e a densidade Optica lida em espectrofotdmetro para

microplacas de ELISA (Molecular Devices, Spectra Max Plus, Canada) a 492 nm.

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

A partir dos valores obtidos nos testes ELISA de absorbancia (ABS) foram
gerados os pontos de corte (cut-off). Para obtencdo do valor de cut-off utilizou-se a férmula:
média dos valores negativos + 2,5 x desvio médio.

Estes valores de cut-off foram utilizados para validacdo da sensibilidade e
especificidade dos antigenos que foram determinados apds a construcdo de curvas ROC
(Receiver Operating Characteristic). Nesta etapa para analise do desempenho da ELISA, os
seguintes parametros foram avaliados:

e Sensibilidade (Se) = valores verdadeiros positivos / total de positivos (verdadeiros
positivos + falsos negativos);

e Especificidade (Es) = valores verdadeiros negativos / total de negativos (falsos
positivos + verdadeiros negativos);

e Acuricia (AUC) = area sob a curva (verdadeiro positivo + verdadeiro negativo/

Positivos + negativos).

Todas as analises foram realizadas utilizando o programa computacional GraphPad

Prism™ (verséo 6.0 for Windows).
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4 RESULTADOS

Foram analisadas 12 proteinas por meio de programas de Bioinformatica descritas
anteriormente no trabalho de Coelho et al. (2012) e Duarte et al. (2017) como imunoreagentes

que possuem um potencial para serem utilizadas como imunobioldgicos.

Tabela 2— Proteinas analisadas. Numero de acesso no NCBI, nome /funcéo e espécie/cepa do

parasita de onde a proteina foi extraida e identificada. *Seis proteinas hipotéticas.

NUmero de acesso Nome/funcéo da proteina Espécie e cepa do parasita

no NCBI

XP_003873146.1*

XP_001464059.1*

XP_001466606.1*

XP_001468460.1

XP_001468941.1*

XP_001562623.1

XP_001466177.1

XP_001568689.1*

XP_001465979.1

XP_001468164.1

XP_001468360.1*

XP_003873457.1

HYPOTHETICAL PROTEIN

HYPOTHETICAL PROTEIN

HYPOTHETICAL PROTEIN

PUTATIVE TRANSLATION
ELONGATION FACTOR 1-
BETA

HYPOTHETICAL PROTEIN

ENDONUCLEASE Il

GTP-BINDINGPROTEIN

HYPOTHETICAL PROTEIN

IGE-DEPENDENT
HISTAMINE-RELEASING
FACTOR

BETA-TUBULIN
HYPOTHETICAL PROTEIN
PUTATIVE SMALL

MYRISTOYLATED
PROTEIN-3

Leishmania mexicana
MHOM/GT/2001/U1103

Leishmania infantum
JPCM5

Leishmania infantum
JPCM5

Leishmania infantum JPCM5

Leishmania infantum
JPCM5

Leishmania braziliensis
MHOM/BR/75/M2904

Leishmania infantum
JPCM5
Leishmania braziliensis
MHOM/BR/75/M2904

Leishmania infantum
JPCM5

Leishmania infantum
JPCM5

Leishmania infantum
JPCM5
Leishmania mexicana
MHOM/GT/2001/U1103
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A tabela 2 mostra as 12 proteinas analisadas com seus respectivos dados de
acordo com o NCBI (National Center for Biotechnology Information; acessado em

ttps://www.ncbi.nlm.nih.gov/quide/proteins), destas, 6 sdo proteinas descritas no género

Leishmania com funcéo conhecida e 6 proteinas hipotéticas com funcdo desconhecida. Todos
os resultados das analises estdo presentes nos Anexos A, B, C, D e E; e para demonstra-los
foram escolhidas duas proteinas: Proteina Hipotética de Leishmania infantum JPCM5
(XP_001468941.1) e Proteina Hipotética de Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904
(XP_001568689.1).

Tais proteinas de Leishmania foram lancadas no programa GenBank e obtidas
suas respectivas sequéncias de aminoacidos, como demostrado na figura 7 a sequéncia de
aminoéacidos da Proteina Hipotética de Leishmania infantum JPCM5 (XP_001468941.1) e na
figura 8 a sequéncia de aminoacidos da Proteina Hipotética de Leishmania braziliensis
MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1). As demais sequéncias de aminoécidos das 10
proteinas analisadas estdo no Anexo A.

1 MSIVSRFIGG AKHLLKGGSM KYLAAGEPYC PFGEAFGLTI LPEYILEDDA SNLRKGYVDV

61 YTRASDRIIL NDGRFQLPPL PPASFMPLLE RLEQDNVVPK NWLNNQTANL YEPGDFIRAH
121 IDNLFVYDDI FAICSLGSNC LLRFVHVQONG EELDVMVPDR SVYIMSGPAR YVYFHMVLPV
181 EAQRFSLVFR RSIMESDGGF RPVKTPFKEI MPYRATQILN ALYSKQVGGV RVSVDDDFLE
241 SANIGAFDTS RWVKRLHPLR DWSLLRQLDE DEARVEELRE KRFIDVDEFSW RYRELRSYYK
301 AMEESLVSPH VAHVTPQA

Figura 7— Sequéncia da proteina Hypothetical Protein NCBI (Leishmania infantum JPCM5) (XP_001468941.1).

1 MGFLGFSGDS SESYSLSDNS SKVDDRIKLT YAETVVSLAT AFGLVIIVLL DLLYRSTFRH
61 AMLLRVQRET RFDGAYILGK PEGSRARIIL ENGLKTHAFR ISDPPQYSRV VPAVVSESRD
121 AKKDCVEMLS KVRTILAKSY GRCAELMSMR CCLACVTGAL PAEQSERFLR IYERVMFCSH
181 RVNGDEKLVT SDDIRYMHAF FYNNVLKVLQ

Figura 8- Sequéncia da proteina Hypothetical Protein NCBI (Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904)
(XP_001568689.1).

Para as analises de similaridade, as sequéncias de aminoacidos foram adicionadas
no programa Blast e utilizou-se o algoritmo Blast-p (protein-protein BLAST) com parametro
non-redundante, obtendo assim as proteinas mais similares depositadas em de banco de
dados. A figura 9 mostra a similaridade da Proteina Hipotética de Leishmania infantum
JPCM5 (XP_001468941.1) (retangulo verde) com outras proteinas do género Leishmania
presentes no banco de dados (retangulo azul). Tais proteinas apresentaram similaridade com

a proteina hipotética de L. infatum entre 94% e 98%.
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# conserved hypothetical protein [L eishmania infantum JPGMS] 656 656 100% 0.0 100% XP 001468941
# conserved hypothetical protein [Leishmania major strain Friedlin] 647 647  100% 0.0 98% XP 003722521 1)
# conserved hypothefical protein [Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103] 634 534 100% 0.0 96% XP 003879124 1]
# conserved hypothetical protein [Leishmania braziliensis MHOM/BRI/T5/M2904] 630 630 100% 0.0 94% XP 001568230 1)
# alpha-ketoglutarai dioxygenase, putafive [Leishmania par i 628 628 100% 0.0 94% XP 010702541 1)
- protein, conserved [Leish: guyanensis] 625 625 100% 0.0 94% CCM18890.1
protein ABLTS 4032 [1 seymouri] 573 573 100% 0.0 84% KPIS6898.1
putative mitochondrial hypothetical protein [Leptomonas pyrrhocoris] 549 549 99% 0.0 85% XP 0156644731
unnamed protein product [Phytomonas sp. isolate EM1] 486 486  96% de-171 73% CCWB4359.1
hypothelical protein AGDE 05127 [Angomonas deansi] 481 481 93% 2e-169 74% EPY333802.1
protein TM35 (00491140 [Tr ma theileri] 478 478 95% 3e-168 T3% ORCE4108.1
protein STCU 06661 [Strigpmonas culicis] 478 478 94% 5e-168 T2% EPY25582.1
profein [Trypanosoma cruzi strain CL Brener] 476 476 95% 3e-167 T3 XP 612&‘- 1
protein BCY84 19192 [Tr cruzi cruzi] 475 475 95% 4e-167 T3% PEJE9S12.1
profein MOG 004021 [Trypanosoma cruzi i i 475 475 95% 4e-167 T3% EKF321351
protein [Trypanosoma cruzi strain CL Brener] 475 475 95% 8e-167 T3% XP 8130501
protein DG4 05361000 [Trypanosoma grayi] 475 475  95% Be-167 T4% XP 0093124111
protein TCSYIVIO 007502 [Tr na cruzi] 475 475 95% 3e-166 7T3% EKGO01501.1
hypothetical protein TCDM 08454 [Tr cruzi Dm2Bc] 475 475  95% 4e-166 73% ESS63634.1
protein, conserved [Trypanosoma brucei brucei TREUS3T] 471 471 95% 2e-165 7T3% XP 8447721
protein TRSCS5& 07287 [Trypanosoma rangeli SC58] 469 469 95% 1e-164 72% ESL05102.1
unnamed protein product [Phytomonas sp. isolate Hart1] 4R5 AR5 93% 6e-163 72% CCW719451
unnamed protein product [Trypanosoma congolense IL3000] 464 464 95% 2e-162 71% CCD140411
unnamed profein product [Trypanosoma congolense IL3000] 453 463 95% 2e-162 7T1% CCCS03781
conserved hypothetical protein [Trypanosoma vivax W 486] 457 457 95% 4e-160 7T2% CCC473481
20G-Fe(ll) oxygenase putative [Bodo saltans] 457 457 95% 5e-160 70% CUG0G408.1

protein AGDE 06339 [Angomonas deanei] 380 380 69% 1e-130 78% EPY37595.1

Figura 9- Analise de similaridade com programa Blast-P da proteina Hypothetical Protein NCBI (Leishmania
infantum JPCM5) (XP_001468941.1), marcado com o retdngulo em verde, com as demais proteinas de
Leishmania e proteinas de Trypanosoma. O retdngulo em azul marca as outras proteinas similares de
Leishmania. Os retangulos em vermelho marcam as proteinas similares de Trypanosoma.

A figura 10 mostra a mesma anélise com a Proteina Hipotética de Leishmania
braziliensis MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1) a similaridade com proteinas de
Leishmania foi entre 92% e 99%. Estdo marcadas no retangulo em verde as proteinas
analisadas e no retangulo em azul as proteinas de Leishmania com similaridade selecionadas.
Todas as outras 10 analises de similaridade com as proteinas de Leishmania estdo presentes

no Anexo B e seguiu 0 mesmo padréo de anélise.
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¥ conserved hypothetical protein [Leishmania braziliensis MHOM/BR/TS/M2904] 431 431 100% 4e-153 100% XP 001568689.1
# hypothetical profein LPMP 350550 [Leishmania panamensis] 428 428 100% 89—15-2 99% XP 0107029941
# conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCMS] 346 346  90% 4e-119 94% XP 0014695511
# conserved hypothetical protein [Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103] 345 345 90% 5e-119 94% XP 0038743971
# hypothetical profein, conserved [Leishmania donovani] 344 344 90% Ze-118 93% XP 0038651741
# conserved hypothetical protein [Leishmania major strain Friedlin] 340 340 90% Te-117 92% XP 0016866251
hypothetical protein ABE37 04962 [Leptomonas pyrrhocoris] 327 327 100% 1e-111 75% XP 0156583331
hypothetical protein ABLTE 2693 [Leptomonas seymouri] 322 322 92% 9e-110 80% KPIS5189.1
unnamed protein product [Phytomonas sp. isolate EM1] 219 219  86% 2e-69 54% CCW599411
unnamed protein product [Phytomonas sp. isolate Hart1] 216 216 87% 4e-68 54% CCWGT086.1
hypothetical protein AGDE 05539 [Angomonas deanei] 209 209 88% 2e-65 52% EPY38390.1
hypothetical protein TM35 000024820 [Trypanosoma theileri] 205 205 88% Te-54 51% ORCH3156.1
hypothetical protein C3747 73g5 [Trypanosoma cruzi] 195 195 87% 5e-60 51% PwWv09942.1
hypothetical protein C4B63 13g138 [Trypanosoma cruzi] 195 195 87% 5e-60 51% PWU95128.1
hypothetical protein [Trypancsoma cruzi strain CL Brener] 195 195 87% 5e60 51% XP 5065641
hypothetical protein BCY84 16153 [Trypanosoma cruzi cruzi] 195 195 87% 8e-60 51% PBJ71933.1
e sS—————
hypothetical protein AGDE 02229 [Angomonas deanei] 191 191 82% 3e-58 51% EPY41695.1
hypothetical protein TRSCSS 06018 [Trypanosoma rangeli SCS55] 179 179 87% 8e-54 48% ESL0G6310.1
conserved hypothetical protein [Trypanosoma vivax Y486] 164 164 92% 9e-48 43% CCC51451.1
hypothetical protein AGDE 05656 [Angomonas deanei] 160 160 60% 7e-47 57% EPY38273.1
hypothetical protein, conserved [Trypanosoma brucei gambiense DALIT2] 161 161 90% 2e-46 43% XP OMTTTTE1.1
hypothetical protein, conserved [Trypanosoma brucei brucei TREUS27T] 160 160 90% 5e-46 43% XP 8227441
conszerved hypothetical protein [Trypanosoma congolense IL3000] 145 145 92% 4e-40 40% CCC93652.1
hypothetical protein [Trypancsoma cruzi strain CL Brener] 121 121 47% 4e-32  53% XP 8040571
hypothetical profein STCU 04424 [igulronas culicis] U653 063 300  2o22 Bl EPviosirl
membrane-associated protein, putafive [Bodo saltans] 967 967 T9% 1e-21 32% CUGET2451

Figura 10— Analise de similaridade com programa Blast-P da proteina Hypothetical Protein NCBI (Leishmania
braziliensis MHOM/BR/75/M2904) (XP_001568689.1), marcado com o retangulo em verde, com as demais
proteinas de Leishmania e proteinas de Trypanosoma. O retangulo em azul marca as outras proteinas similares
de Leishmania. Os retangulos em vermelho marcam as proteinas similares de Trypanosoma.

Para analisar as possiveis reacdes cruzadas destas proteinas com proteinas de
outros tripanosomatideos verificou-se a similaridade entre as sequencias de aminoacidos
utilizando o algoritmo Blast-p (protein-protein BLAST) com pardmetro non-redundante. O
retangulo vermelho da figura 9 mostra a similaridade da Proteina Hipotética de Leishmania
infantum JPCM5 (XP_001468941.1) com proteinas do género Trypanosoma presentes no
banco de dados, apresentando similaridade com outras proteinas entre 71% e 74%. O
retangulo vermelho da figura 10 demonstra a mesma analise com a Proteina Hipotética de
Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1). Os retangulos em verde
marcam a proteina analisada e os retdngulos em vermelho as proteinas de Trypanosoma com
43% a 53% de similaridade. Todas as outras analises de similaridade com as proteinas de
Trypanosoma estdo presentes no Anexo B.

Apobs a selecdo das proteinas de Leishmania e de Trypanosoma com maior
similaridade foi feita a predicdo dos possiveis epitopos lineares. Para isso utilizou-se a
sequéncia de aminoacidos obtida no GenBank e foram colocados no programa ABCpred para

predizer epitopos lineares de célula B baseado em padrées de comprimento fixo. Os
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parametros utilizados foram: Threshold: 0.84, score igual ou maior a 84% de probabilidade de
ser epitopo; Window length used for prediction: 14, epitopos com 14 aminoacidos;
Overlapping filter: ON, com epitopos que podem estar sobrepostos. Nas tabelas 3 e 4
demonstra-se 0s resultados obtidos nas duas proteinas analisadas Proteina Hipotética de
Leishmania infantum JPCM5 (XP_001468941.1) e a Proteina Hipotética de Leishmania
braziliensis MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1), respectivamente.

Tabela 3— Predicdo dos epitopos com programa ABCpred da proteina Hypothetical Protein
NCBI (Leishmania infantum JPCM5) (XP_001468941.1)

Sequéncia Score
RSIMESDGGFRPVKTP 0,86
PPASFMPLLERLEQDN 0,86
FVHVQNGEELDVMVPD 0,87
IMSGPARYVYFHMVLP 0,87
DGRFQLPPLPPASFMP 0,89
AMEESLVSPHVAHVT 0,92
PFKEIMPYRATQILNA 0,94
ERLEQDNVVPKNWLNN 0,95

Tabela 4— Predicdo dos epitopos com programa ABCpred da proteina Hypothetical Protein
NCBI (Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904) (XP_001568689.1)

Sequéncia Score
GFSGDSSESYSLSDNS 0,85
LVTSDDIRYMHAFFYN 0,88
AFRISDPPQYSRVVPA 0,90

Na tabela 3 verifica-se que a Proteina Hipotética de Leishmania infantum JPCM5
(XP_001468941.1) possui 8 peptideos que sdo possivelmente epitopos lineares reconhecidos
por linfdcitos B, que possuem de acordo com algoritmo do programa uma probabilidade de
confianca de ser realmente um epitopo variando entre 95% e 86%.

Na analise de epitopos lineares da Proteina Hipotética de Leishmania braziliensis
MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1), tabela 4, foram identificados pelo programa 3
possiveis epitopos lineares, 1 com 85%, 2 com 88% e 3 com 90% de probabilidade ser
realmente epitopo desta proteina.

Para analisar a similaridade entre tais regides epitdpicas foi feito o alinhamento
das sequéncias de aminoacidos das 12 proteinas analisadas com as proteinas similares obtidas
no programa Blast-p, para o alinhamento utilizou-se o programa Clustal Omega. Os
resultados das 10 proteinas analisadas estdo no Anexo C e D, para exemplificar estdo
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representados os resultados obtidos na anélise da Proteina Hipotética de Leishmania infantum
JPCM5 (XP_001468941.1) e da Proteina Hipotética de Leishmania braziliensis
MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1) nas figuras 11 e 12 e nas figuras 13 e 14
respectivamente.

A figura 11, mostra parte do alinhamento da Proteina Hipotética de Leishmania
infantum JPCM5 (XP_001468941.1) com as proteinas similares de Leishmania marcadas na
figura 9. As 8 sequéncias epitopicas apresentadas pelo ABCpred (tabela 3) foram marcadas
em vermelho na sequéncia de aminoacidos alinhada pelo Clustal Omega. O retangulo em
vermelho marca estes epitopos em todos as sequéncias alinhadas. Abaixo das sequéncias 0
programa Clustal Omega apresenta a simbologia que mostra a similaridade entre os
aminoéacidos da proteina Hipotética de Leishmania infantum JPCM5 (XP_001468941.1) com
as demais proteinas similares de Leishmania, sendo (*) aminoacidos totalmente iguais em
todas as sequéncias, (:) amino&cidos iguais na maioria das sequéncias, (.) aminoacidos
diferentes na maioria das sequéncias, (sem simbologia) aminoécidos diferentes. Os resultados
mostram regides altamente conservadas, com poucos aminoacidos diferentes independente da

proteina de Leishmania analisada.

CCM18890.1 YTRASDRITILN TANLYEPGDFIRAH 120
XP 001568230.1 YTRASDRITILN TANLYEPGDFIRAH 120
XP 010702541.1 YTRASDRIILN DTANLYEPGDFIRAH 120
XP 003879124.1 YTRASDRITILN DTANLYEPGDFIRAH 120
XP_001468941.1 YTRASDRITILN TANLYEPGDFIRAH 120
XP_003722521.1 YTRASDRITILN TANLYEPGDFIRAH 120
Kk ok Kk ok ok Kk ok A dok ok ok kok ok ok ok ok ok Kk ok
CCM18890.1 IDNLFVYDDIFAVCSLGSNCLLREVHVQONGEELDVMVPDRSVYIMSGPARYVYFHMVLPY 180
XP_001568230.1 IDNLFVYDDIFAVCSLGSNCLLREVHVQONGEELDVMVPDRSVYIMSGPARYVYFHMVLPY 180
XP 010702541.1 IDNLFVYDDIFAVCSLGSNCLLREVHVONGEELDVMVPDRSVYIMSGPARYVYFHMVLPY 180
XP 003879124.1 IDNLFVYDDIFAICSLGSNCLLREVHVONGEELDVMVPDRSVYIMSGPARYVYFHMVLPY 180
XP 001468941.1 IDNLFVYDDIFAICSLGSNCLLREVHVONGEELDVMVPDRSVYIMSGPARYVYFHMVLPY 180
XP_003722521.1 IDNLFVYDDIFAICSLGSNCLLREVHVONGEELDVMVPDRSVYIMSGPARYVYFHMVLPY 180
oo KK K ok ok ok kKK K 3 ok ok ok Kk ok ok ok ok bk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok A ok ok ok ok ok ok ok K ok ok ok ok
CCM18890.1 EAQRFSLVFRRSIMESDGGFRPVT KGVMPYRATQILNARLYSKQVGGVRVTVDDDFLE 240
XP_001568230.1 EAQRFSLVFRRSIMESDGGFRPVT KEVMPYRATQILNARLYSKQVGGVRVTVDDDFLE 240
XP_010702541.1 EAQRFSLVFRRSIMESDGGFRPVT KEVMPYRATQILNARLYSKQVGGVRVTVDDDFLE 240
XP 003879124.1 EAQRFSLVFRRSIMESDGGFRPVK KEIMPYRATQILNARYSKQVGGVRVSVDDDFLE 240
XP 001468941.1 EAQRFSLVFRRSIMESDGGFRPVK KEIMPYRATQILNARYSKQVGGVRVSVDDDFLE 239
XP_003722521.1 EAQRFSLVFRRSIMESDGGEFRPVK KEIMPYRATQILNARYSKQVGGVRVSVDDDFLE 240
ok KKk ok ko ok ek kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Akl ks Rk kokok ok ko ok ok ok Rk ok ok ok ok ok R ok sk ok ok ok R Rk
CCM18890.1 AMEESLVSPHAAHVATPA 318
XP_001568230.1 AMEESLVSPHAAHVATQA 318
XP_010702541.1 AMEESLVSPHAAHVATQA 318
XpP 003879124.1 AMEESLMSPYVTHVGPPA 318
XP 001468941.1 AMEESLVSPHVAHVTPPA 317
XP_003722521.1 AMEESLVSPHVAHVTPQA 318
ek Kk ok kK o kKo o kK *

Figura 11— Alinhamento das proteinas de Leishmania similares feito pelo Clustal Omega de parte da sequéncia
contendo os epitopos preditos com programa ABCpred da proteina Hypothetical Protein NCBI (Leishmania
infantum JPCM5) (XP_001468941.1). (*) alta similaridade entre os aminoécidos (aminoacidos iguais); (:) média
similaridade entre os amino&cidos; (.) baixa similaridade entre os aminoacidos; () aminoéacidos ndo similares;



38

XP_001468941.1 LKGGSMKYLAAGEPYCPFGEAFGLTILPEYILEDDASNLRKGYVDVYTRASDRIIINDGR 74
CCcc47848.1 LNGGSLGYLAADKPYQPFGEDFGLTIFPDYVQOMMEKIALRKGYVDVYTQRSASIRIEDGR 71
XP_009312411.1 LNGGSFAYLASGEPYQPFGEDFGLTVFPDYIQVTEKMALRGGYVDVYTQRSASIRIBDGR 71
ORC84108.1 LNGGSLGYLAAGEPYQPFGEEFGLTVFPDYLHVGEKMSLRKGYVDVYIQKSASTIRISDGR 71
ESL05102.1 LNGGSLGYLAAGEPYQPFGEDFGLTIFPEYVQLGEKKALRNGYVDIYTQRSASTIRISDGR 86
EKF32135.1 LNGGSLGYLAGGEPYQPFGEDFGLTIFPDYVQLVEKITLRKGYVDVYTQKSASTIRISDGR 71
XP_813050.1 LNGGSLGYLAAGEPYQPFGEDFGLTIFPDYVQLVEKITLRKGYVDVYTQKSASTIRISDGR 71
ESS63684.1 LNGGSLGYLAAGEPYQPFGEDFGLTIFPDYVQLVEKITLRKGYVDVYTQKSASTIRISDGR 120
PBJ69812.1 LNGGSLGYLAAGEPYQPFGEDFGLTIFPDYVQLVEKITLRKGYVDVYTQKSASTIRISDGR 71
EKG01501.1 LNGGSLGYLAAGEPYQPFGEDFGLTIFPDYVQLVEKITLRKGYVDVYTQKSASTIRISDGR 120
Xp_844772.1 LRGGSLGYLASGEPYHPFGEDFGLTVFPDYIQLREKLALRSGYVDVYTQRSASIKISDGR 71
CCD14041.1 LSGGSLGYLACSEPHQPFGDEFGLTIFPDYVQIREKMALRSGYVDIYTKRSASIRISDGR 71
CCC90378.1 LSGGSLGYLACSEPHQPFGDEFGLTIFPDYVQIREKMALRSGYVDIYTKRSASIRISDGR 71

* ***: * Kk ok .:*: ***: ****::*:*: : * * ****:* : * * okl ok ok ok

e

XP_001468941.1 FOLPPYPPASFMPLAERLEQDNWPKNWLNN@TANLYEPGDFIRAHIDNLEVYDDIFAIC 134
CCc47848.1 FOLPPRPQHSFLPLYERMEQDGIfVPCGWLNN@TANFYETNDFIRAHIDNLFIYDDIFAIV 131
Xp_009312411.1 FOLPPRPPRSFMNELYERIEQDDJVPRGWLNN@TANLYEPGDFIRAHIDNLEFVYDDIFAIV 131
ORC84108.1 FOLPPRPPKSFISLEIERIEQDKRVPRGWLNN@TANLYEPGDFIRAHIDNLEVYDDIFAIV 131
ESL05102.1 FOLPPRPPRSFLSLEGRIEQDGRVPALWLNN@TANLYEPGDFIRAHIDNLEFVYDDIFAIV 146
EKF32135.1 FOLPPRPPRSFLSELESRIEQDGRVPDGWLNN@TANLYEPGDFIRAHIDNLEVYDDIFAIV 131
XP_813050.1 FOLPPRPPRSFLSELESRIEQDGRVPDGWLNN@TANLYEPGDFIRAHIDNLEVYDDIFAIV 131
ESS63684.1 FOLPPRPPRSFLSLESRIEQDGRVPDGWLNN@TANLYEPGDFIRAHIDNLEVYDDIFAIV 180
PBJ69812.1 FOLPPRPPRSFLSELESRIEQDGRVPDGWLNN@TANLYEPGDFIRAHIDNLEVYDDIFAIV 131
EKG01501.1 FOLPPRPPRSFLSELESRIEQDGRVPDGWLNN@TANLYEPGDFIRAHIDNLEVYDDIFAIV 180
XP_844772.1 FOLPPYPKHSFLPLYERLEQDGRVPRGWLNN@TANLYEPEDFIRAHIDNLFVYDDIFAVI 131
CCD14041.1 FOLPPRPTGSFTPLADRIEQDGYRVPRGWLNN@TANLYEPGDFIRAHIDNLEVYDDIFAVV 131
CCC90378.1 FOLPPRPTGSFTPLAGRIEQDGRVPRGWLNN@TANLYEPGDFIRAHIDNLEFVYDDIFAVV 131

pe * K Kk kK * ok *:*** * % * Kk ok ***:** ***********:******:

—

XP_001468941.1 SLGSNCLLREFVHVONGEELDVMVPDRSVYIMSGPARYVYFHMVLPYEAQRFSLVFRRSIM 194
ccc47848.1 SLGANALLRFVHVONGEELDVVIPDESVYIMSGPSRYVYFHMVLPYEAQRVSIVFRRSIL 191
Xp_009312411.1 SLGANALLRFVHVONGEELDVIVPDESLYIMSGPARYVYFHMVLPYEAQRFSIVFRRSIL 191
ORC84108.1 SLGANALLRFVHVONGEELDVVVPDESLYIMSGPARYVYFHMVLPYETQRFSIVFRRSIL 191
ESL05102.1 SLGANALLRFVHVONGEELDTVVADESLYIMSGPARYVYFHMVLPYEEQRFSIVFRRSIL 206
EKF32135.1 SLGSNALLRFVHVONGEELDAVVPDESLYIMSGPARYVYFHMVLPYEEQRFSIVFRRSIL 191
XP_813050.1 SLGSNALLRFVHVONGEELDAVVPDESLYIMSGPARYVYFHMVLPYEEQRFSIVFRRSIL 191
ESS63684.1 SLGSNALLRFVHVONGEELDAVVPDESLYIMSGPARYVYFHMVLPYEEQRFSIVFRRSIL 240
PBJ69812.1 SLGSNALLRFVHVONGEELDAVVPDESLYIMSGPARYVYFHMVLPYEEQRFSIVFRRSIL 191
EKG01501.1 SLGSNALLRFVHVONGEELDAVVPDESLYIMSGPARYVYFHMVLPYEEQRFSIVFRRSIL 240
XP 844772.1 SLGANALLRFVHVQNGEELDVVIPDESVYIMSGPSRYVYFHMVLPYEAQRVSIVFRRSIL 191
CCD14041.1 SLGSNALLRFVHVQNGEELDVVIPDESLYIMSGPSRYVYFHMVLPYEAQRVSVVFRRSIL 191
CCC90378.1 SLGSNALLRFVHVQNGEELDVVIPDESLYIMSGPSRYVYFHMVLPYEAQRVSVVFRRSIL 191

***:*.** ***********':: * *: *****:********** * **'*:** ***:

|

XP 001468941.1 ESDGGFRPVKYHFKEIMPYRATQILNANY SKQVGGVRVSVDDDFLESANIGAFDTSRWVK 253
CCc47848.1 NSDGSFRPVSYHLGDLMPYRSTQIVNTIYAKQVGGVRVAVNDQFLEEKKIGAFDTARWVK 251
XP _009312411.1 NSDGGFRPVTYHLGGMMAYRSTQVLNTI#Y SKOQIGGVRVTVDDKYLEKEEIGAFDTAKWVK 251
ORC84108.1 NSDGGFRPVTYHLGDLMSYRSTQILNTIYAKQIGGVRVTVDDKYLEKEEIGAFDTAKWVK 251
ESL05102.1 NSDGGFRPVTYHLGDLMPYRSTQILNTI#YAKQIGGVRVTVDDKYLEKEEIGAFDTAKWVK 266
EKF32135.1 NSDGGFRPVTYJHLGDLMPYRSTQILNTI#YAKQIGGVRVTVDDNYLEKEEIGAFDTAKWVK 251
XP_813050.1 NSDGGFRPVTYHLGDLMPYRSTHILNTI#YAKQIGGVRVTVDDNYLEKEGIGAFDTAKWVK 251
ESS63684.1 NSDGGFRPVTYHLGDLMPYRSTQILNTIIYAKQIGGVRVTVDDNYLEKEGIGAFDTAKWVK 300
PBJ69812.1 NSDGGFRPVTYHLGDLMPYRSTQILNTIIYAKQIGGVRVTVDDNYLEKEGIGAFDTAKWVK 251
EKG01501.1 NSDGGFRPVTYHLGDLMPYRSTQILNTIYAKQIGGVRVTVDDNYLEKEGIGAFDTAKWVK 300
XP_844772.1 NSDGGFRPVSYHLGDLMPYRSTQILNTIYAKQIGGVRVAVDDKYLEKEEIGAFDTGKWVK 251
CCD14041.1 NSDGGFRPVTYHLGDLMPYRSTQILNTIIYAKQIGGVRIVMDDSYLEKEEIGAFDTARWVK 251
CCC90378.1 NSDGGFRPVTYHLGDLMPYRSTQILNTIYAKQIGGVRIVMDDSYLEKEEIGAFDTARWVK 251

:***.****. kS 3 :* **:* ::*:i*:**:****: ::*.:**. ******.:***
XP_001468941.1 RLHPLRDWSLLRQLDEDEARVEELREKRFIDVDFSWRYRELRSYYRAMEESLVSPHVAHVT 314
CCcc47848.1 GLOPLRDWTLSSQLDEDEVRVDELKEKRYLDVDFSWRFAELRKRYREMEELLRI-—---—- 305
XP_009312411.1 GLHPLRDWSLLSQLDEDEARVQELKNKRYLDVDFDWRFAELRKRYRELETLLGA-----—- 305
ORC84108.1 GLHPLRDWSLLSQLDEDEARVQELKNQRFLDVDLSWRFAELRKQYRELESLLSI-—---—- 305
ESL05102.1 GLHPLRDWSLLSQLDEDEARVQELKDKRYLDLDFSWRFAELRRRYHELEKLLSA-—-—--—— 320
EKF32135.1 GLHPLRDWSLLSQLDEDEARIQELKDKRYLDIDLSWRFAELRRRYHELEELLSV-—---—-— 305
XP_813050.1 GLHPLRDWSLLSQLDEDEARIQELKDKRYLDIDLSWRFAELRRRYHELEELLSV-—---—~— 305
ESS63684.1 GLHPLRDWSLLSQLNEDEARIQELKDKRYLDIDLSWRFAELRRRYHELEELLSV-—---—-— 354
PBJ69812.1 GLHPLRDWSLLSQLNEDEARIQELKDKRYLDIDLSWRFAELRRRYHELEELLSV-—---—-— 305
EKG01501.1 GLHPLRDWSLLSQLNEDEARIQELKDKRYLDIDLSWRFAELRRRYHELEELLSV-—---—-— 354
XP_844772.1 GLHPLRDWTLLSQLDEDEARVLELREKRYLDVDLSWRFTELRKRYHELEDMLRV-—-—--—~— 305
CCD14041.1 GLHPLRDWTLLSQLDEDEIRVQELQEKRYLDVDLSWRFTELKHRYHELEEMLRV-—-—--—— 305
CCC90378.1 GLHPLRDWTLLSQLDEDEIRVQELQEKRYLDVDLSWRFTELRHRYHELEEMLRV-—-—--—~— 305

Figura 12— Alinhamento das proteinas de Trypanosoma similares feito pelo Clustal Omega de parte da
sequéncia contendo os epitopos preditos com programa ABCpred da proteina Hypothetical Protein NCBI
(Leishmania infantum JPCMb5) (XP_001468941.1). (*) alta similaridade entre os aminoacidos (aminoéacidos
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iguais); (;) média similaridade entre os aminoacidos; (.) baixa similaridade entre os aminoacidos; () aminoacidos
ndo similares.

As 8 regibes epitdpicas lineares obtidas pelo ABCpred (tabela 3) também foram
marcadas no alinhamento da proteina hipotética de Leishmania infantum JPCM5
(XP_001468941.1) com as proteinas similares de Trypanosoma (figura 12). O retangulo em
vermelho marca estes epitopos em todos as sequéncias alinhadas. Na ultima linha do
alinhamento esté a simbologia da similaridade entre os aminoacidos.

A figura 13, mostra parte do alinhamento da proteina Hipotética de Leishmania
braziliensis MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1) com as proteinas similares de
Leishmania marcadas na figura 10. As trés sequéncias epitopica lineares apresentadas pelo
ABCpred na tabela 4 foram marcadas em vermelho na sequéncia de aminodcidos alinhada
pelo Clustal Omega, o retdngulo em vermelho marca estes epitopos em todos as sequéncias
alinhadas. Abaixo das sequéncias observa-se a similaridade entre os aminoacidos da proteina
analisada com as demais proteinas similares de Leishmania. Os resultados mostram uma alta
regido conservada, com aminoacidos idénticos independente da proteina de Leishmania,

principalmente para os epitopos da regido central e C-terminal.

XP 001568689.1 MGFLGEFSGDSSESYSLSDNS$KVDDRIKLTYAETVVSLATAFGLVIIVLLDLLYRSTFRH 60
XP_010702994.1 MGFLGFSGDSSESYSLSDNS$KVDDRIKLTYAETVVSLATAFGLVIIVLLDLLYRSTFRH 60
XP 001686625.1 MSLFDISPSSSESSSQSDNS$KVDDRIQLTYAETVVSLATAVGLVIIVLLDLLYRSTSRH 60
XP 003874397.1 MSEFFDVSAISSESSSQSDNS$KVDDRIKLTYAETVVSLATAVGLVIIVLLDLLYRSTSRH 60
XP_001469551.1 MSFFDFSASSSESSSQSDNS$KVDDRIKLTYAETVVSLATAVGLVIIVLLDLLYRSTSRH 60
XP_003865174.1 MSFFDFSASSSESSSQSDNS$KVDDRIKLTYAETVVSLATAVGLVIIVLLDLLYRSTSRH 60
Y T R B N S
XP 001568689.1 AMLLRVQRETRFDGAYILGKPEGSRARIILENGLKTHAFRISDPPQYSRVVPAYVSESRD 120
XP_010702994.1 AMLLRVQRETRFDGAYILGKPEGSRARIILENGLKTHAFRIIDPPQYSRVVPAYVSESRD 120
XP_001686625.1 AMLLRVQRETRFDGAYILGKPEGNRARIILENGLKTHEFRIRHPPQYSRVIPAYVSDSRD 120
XP 003874397.1 AMLLRVQRETRFDGAYILGKPEGNRARIILENGLKTHEFRIRHPPQYSRVVPAYVSDSRD 120
XP 001469551.1 AMLLRVQRETRFDGAYILGKPEGNRARIILENGLKTHEFRIRHPPQYSRVVPAYVSDSRD 120
XP_003865174.1 AMLLRVQRETRFDGAYILGKPEGNRARTILENGLKTHEFRIRHPPQYSRVVPAYVSDSRD 120
KKK KKK KKK KKK KKK KKK KKK KK hkk Khokkhkkk b hokk Kkkkhkk sk xfhk s kxx
XP 001568689.1 RVNGDEHLVTSDDIRYMHAFFYNNVLKVLO 210
XP_010702994.1 RVNGDEHLVTSDDIRYMHAFFYNNVLKVLQ 210
XP_001686625.1 RVNGDEHLVTSDDIRYMHAFYYNNVLKVLQ 210
XP 003874397.1 RVNGDEHLVTSDDIRYMHAFYYNNVLKVLO 210
XP 001469551.1 RVNGDEHLVTSDDIRYMHAFYYNNVLKVLO 210
XP_003865174.1 RVNGDEHLVTSDDIRYMHAFYYNNVLKVLQ 210
EEREEERE LR R R R T E

Figura 13— Alinhamento das proteinas de Leishmania similares feito pelo Clustal Omega de parte da sequéncia
contendo os epitopos preditos com programa ABCpred da proteina Hypothetical Protein NCBI (Leishmania
braziliensis MHOM/BR/75/M2904) (XP_001568689.1). (*) alta similaridade entre os aminoacidos (aminoacidos
iguais); (:) média similaridade entre os aminoacidos; (.) baixa similaridade entre os aminoacidos; () aminoécidos
n&o similares.
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MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1) com as proteinas similares de Trypanosoma
marcadas na figura 10 estd demonstrado na figura 14, em vermelho marcadas as trés regides

epitopicas lineares obtidas pelo ABCpred (tabela 4) e o quadradro em vermelho marca estes

epitopos em todos as sequéncias alinhadas. Na Gltima linha estd a simbologia da similaridade

entre os aminoacidos da proteina Hipotética com as proteinas similares de Trypanosoma. Os

resultados mostram que os trés epitopos sdo ndo estdo presentes nas proteinas de

Trypanosoma.
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RVNGDEHLVTSDDIRYMHAFFYNNVLKVLQ- 210
RADGNPIIVSSDEIKFLHVEYHNEILKEVQW 200
RADGVPHVISDEEIKFLHVEYHNBILKEIQW 203
RADGVPHVISDEEIKFLHVEYHNBILKEIQW 203
RADGVDADVTYEEIKFVHVFFHNFILKEIQW 195
RVDGNANIVSNDDIKFMHAFFHNFILKEIQ- 202
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Figura 14— Alinhamento das proteinas de Trypanosoma similares feito pelo Clustal Omega de parte da
sequéncia contendo os epitopos preditos com programa ABCpred da proteina Hypothetical Protein NCBI
(Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904) (XP_001568689.1). (*) alta similaridade entre os aminoacidos
(aminoécidos iguais); (:) média similaridade entre os aminoacidos; (.) baixa similaridade entre os aminoacidos; (
) amino&cidos nao similares
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Apdbs o alinhamento e analise das similaridades dos aminoacidos presentes em
cada epitopo predito pelo programa ABCpred as 12 sequéncias proteicas foram analisadas no
programa IEDB para buscar os aminoécidos mais acessiveis na estrutura da proteina sendo
estas as possiveis regifes epitopicas. As analises dos programas ABCpred e IEDB com
algoritimo Emini Surface Acessibility Prediction foram sobrepostas para obter epitopos
conformacionais e os resultados das outras 10 proteinas analisadas estdo no Anexo E.

A figura 15 mostra a sequéncia da proteina hipotética de Leishmania infantum
JPCM5 (XP_001468941.1) com a combinacao dos epitopos gerados pelo ABCpred marcados
em amarelo e em negrito os aminoacidos (aa) acessiveis gerados pelo programa IEDB com
escore maiores, entre 4 e 5 (considerados aminoacidos mais acessiveis). Os resultados
mostram que ao combinar as analises alguns segmentos de aminoacidos aparecem como
resultados comuns entre os dois programas, como GRFQ, RLEQDNVYV, WLNN e PVKTPF.

1 MSIVSRFIGGAKHLLKGGSMKYLAAGEPYCPFGEAFGLTILPEYILEDDASNLRKGYVDV

61 YTRASDRIILNDGRFQLPPLPPASFMPLLHRLEQDNVVPKNWLNNQTANLYEPGDFIRAH
121 IDNLFVYDDIFAICSLGSNCLLRFVHVONGEELDVMVPDRSVYIMSGPARYVYFHMVLPV
181 EAQRFSLVFRRS IMESDGGKE IMPYRATQILNALYSKQVGGVRVSVDDDFLE
241 SANIGAFDTSRWVKRLHPLRDWSLLRQLDEDEARVEELREKRFIDVDFSWRYRELRSYYK
301 AMEESLVSPHVAHVTPQA

Figura 15- Sequéncia da proteina Hypothetical Protein NCBI (Leishmania infantum JPCMD5)
(XP_001468941.1) com analise combinada dos programas ABCpred e IEDB. Epitopos lineares obtidos pelo
ABCpred: Regides marcadas em amarelo; Aminoacidos acessiveis obtidos pelo IEDB: negrito. Os retangulos em
vermelho mostram os aminoacidos escolhidos para formar o epitopo sintetizado.

Ao analisar todos os resultados visto até agora, a sobreposicdo das andlises da
Proteina Hipotética de Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1)
sugerem as regides de epitopo com alta similaridade com outras proteinas de Leishmania,
baixa similaridade com proteinas de Trypanosoma e que contém aminoacidos mais acessiveis.
Assim, ao pegar os dois segmentos maiores obtidos na figura 15, é possivel extrair as
sequéncias de aminoacido que juntas formam um 6timo candidato a epitopo conformacional.
Portanto a sequéncia de 13aa selecionada para tal foi:

RLEQDNVVPVKTP

A sequéncia foi alterada a fim de transformar esse peptideo solGvel em agua,

sendo assim buscou-se aminoacidos vizinhos aos selecionados que transformariam o peptideo

em soluvel. Desta forma foi selecionado o aminoacido arginina, fazendo com que o peptideo
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assumisse um carater basico, conferindo solubilidade em &gua. Gerando a sequéncia final
demonstrada abaixo:
RLEQDNVVRPVKTP

A figura 16 mostra a sequéncia da proteina Proteina Hipotética de Leishmania
braziliensis MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1) com o0s epitopos gerados pelo
ABCpred marcados em amarelo e em negrito os aminoacidos (aa) mais acessiveis gerados
pelo programa IEDB com escore entre 5 e 4. Os 3 epitopos sugerido pelo programa ABCpred
possui regides com aminoacidos acessiveis. A analise combinada mostra que segmentos de
aminoacidos aparecem como resultados comuns entre os dois programas: DSSESY,
SDPPQYSR, LVTS e DIR.

1 MGFLGFSGDSSESYSLSDNSSKVDDRIKLTYAETVVSLATAFGLVIIVLLDLLYRSTFRH

61 AMLLRVORETRFDGAYILGKPEGSRARTI ILENGLKTHAFRVPAVVSESRD

121 AKKDCVEMLSKVRTILAKSYGRCAELMSMRCCLACVTGALPAEQSERFLRIYERVMFCSH
181 RVNGDEIRYMHAFFYNNVLKVLQ

Figura 16— Sequéncia da proteina Hypothetical Protein NCBI (Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904)
(XP_001568689.1) com analise combinada dos programas ABCpred e IEDB. Epitopos lineares obtidos pelo
ABCpred: Regides marcadas em amarelo; Aminoacidos acessiveis obtidos pelo IEDB: negrito. Os retdngulos em
vermelho mostram os aminoacidos escolhidos para formar o epitopo sintetizado.

Portanto as regifes de epitopo com alta similaridade com outras proteinas de
Leishmania, baixa similaridade com proteinas de Trypanosoma e que contém aminoacidos
mais acessiveis seriam candidatos a gerar um epitopo conformacional. Como o epitopo da
regido N-terminal apresentou uma similaridade com outras proteinas de Leishmania inferior
aos outros dois epitopos, ele foi descartado.

Sendo assim, 13aa foram selecionados para tal e a sequéncia proposta foi:

SDPPQYSRLVTSD

Afim de demonstrar a eficiéncia das ferramentas de bioinformética na producéo
de epitopos conformacionais que podem ser utilizados em diagnésticos imunoldgicos foi
realizada a sintese de peptideos das duas sequéncias geradas acima bem como o uso destes
peptideos como antigeno em testes ELISA.

Foram sintetizados os dois epitopos conformacionais preditos utilizando a técnica
guimica de FMOC-Synthesis (Machado-De-Avila et al., 2011). Os peptideos sintetizados
foram liofilizados e submetidos ao teste de antigenicidade utilizando a técnica ELISA frente a
diversos soros de cdes com LV e de pacientes com LT.

Para o peptideo gerado a partir de Proteina Hipotética de Leishmania infantum
JPCM5 (XP_001468941.1), por se tratar de um antigeno de L. infantum, a proteina foi testada
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como antigeno de cobertura no teste ELISA frente a soros de cdes com LV. Para realizar a
comparacdo da antigenicidade da proteina sintética testada utilizou-se SLA de L. infantum
(antigeno soluvel de L. infantum) como controle, constituido de todas as proteinas soluveis
presentes na espécie. A soroteca canina utilizada contendo diversos grupos descritos
anteriormente na metodologia: 9 Soros Positivos Assintomaticos (SPA), 45 Soros Positivos
Sintomaticos (SPS), 20 Soros Negativos de Area Endémica (SNAE), 50 Soros Negativos de
Area Nao Endémica (SNANE), 30 Soros Vacinados com Leish-tec® (SVLT), 10 Soros com
Trypanosoma cruzi (STC), 10 Soros Erlichia canis (SEC) e 10 Soros Babesia canis (SBC).
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Figura 17 — Grafico com a reatividade dos soros de cdes pelo teste ELISA medida em absorbancia (ABS)
utilizando o peptideo de L. infantum e SLA (antigeno soltvel de L. infantum) como antigenos de cobertura. Em
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A 0s soros testadas contra peptideo de L. infantum. Em B os soros testados contra SLA. SPA, soro positivo
assintomatico; SPS, soro positivo sintomatico; SNAE, soro negativo de area endémica; SNANE, soro negativo
area ndo endémica; SVLT, soro vacinado Leish- Tec®; STC, soro T. cruzi; SEC, soro Erlichia canis; SBC, soro
Babesia canis.

Os resultados do teste ELISA para o SLA e para o peptideo de L. infantum
sintetizado foram avaliados quanto a sua reatividade e calculados os parametros de
sensibilidade (Se), especificidade (Es) e area sob a curva (AUC) segundo metodologia ja
descrita.

A figura 17 mostra a Densidade Optica (em absorbancia- ABS) do peptideo de L.
infantum sintético e do SLA frente aos grupos de soros de cdes com LV, dos controles
negativos, dos vacinados e dos infectados com outras patologias.

Os valores médios de ABS obtidos na reatividade dos soros frente ao peptideo
sintetizado de L. infantum foram maiores para 0s soros positivos, com a média de 0,335 para
SPA e 0,496 para SPS. Para 0s soros negativos observa-se absorbancias menores e
apresentaram valores médios de 0,044 para SNAE, 0,033 para SNANE, 0,037 para SVLT,
0,043 para STC, 0,036 para SEC e 0,043 para SBC. Havendo uma 6tima distingdo entre os
valores médios entre 0s grupos de soros positivos e 0s grupos de soros negativos (figura 17A).

Tal distincdo ja ndo € vista na figura 17B que a presenta as ABS dos soros frente
ao SLA com as médias dos soros positivos 0,745 para SPA e 1,273 para SPS; e dos soros
negativos valores médios de ABS de 0,586 para SNAE, 0,271 para SNANE, 0,514 para
SVLT, 0,979 para STC, 0,886 para SEC e 0,708 para SBC. Observa-se que para as médias
dos soros negativos STC, SEC e SBC apresentaram valores elevados e similares os grupos de
SOros positivos.

A curva ROC apresentada na figura 18 mostra a comparacdo entre a
funcionalidade do peptideo de L. infantum sintetizado e do SLA frente a reatividade com os
grupos de soros de cées. Os valores de sensibilidade das duas curvas ROC mostradas, em azul
o teste com SLA e em vermelho o teste com peptideo sintético de L. infantum, apresentam
valores muito préximos a 1 (100%) de sensibilidade nos dois testes. Estes resultados
demonstram que ndo ha alteracdo dos verdadeiros positivos com os dois tipos de antigeno.
Porém quando se observa a especificidade, valores de falsos negativos, verifica-se que o
peptideo sintetizado possui valor proximo a zero, logo apresentando 100% de especificidade;
e o testes utilizando o SLA em torno de 0,3, ou seja 97% de especificidade, sendo o peptideo
sintético mais especifico. Tais resultados sdo confirmados através da acuracia dos testes, que

para 0 peptideo sintetizado apresentou valores 0,992 (99%) e para o SLA 0,850 (85%),
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demonstrando assim uma maior eficiéncia no teste utilizando o peptideo predito sintetizado de

L. infantum.

Figura 18- Curva ROC comparando a reatividade de anticorpos presente nos soros dos grupos de
cdes frente ao peptideo sintetizado e o SLA. A curva ROC do peptideo predito esta representada em vermelho e
do SLA em azul. No eixo X estdo as proporcdes de verdadeiros positivos e no eixo Y as proporcdes de falsos

positivos.

Testes semelhantes aos descritos acima, que comprovam a antigenicidade dos
peptideos gerados com auxilio da bioinformética e sintetizados, foram realizados para a
Proteina Hipotética de Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1).
Os testes mostrados a seguir sdo desta proteina testada como antigeno de cobertura no teste
ELISA frente a soros de pacientes com formas Tegumentares da Leishmaniose, ja que o
peptideo predito é proveniente de uma proteina de L. brazilensis.

A soroteca humana utilizada, descrita anteriormente na metodologia, € composta
de: 20 soros como controle Negativos, 35 soros de pacientes com as manifestacGes
Tegumentares de Leishmaniose, sendo 20 soros de pacientes com a forma de Leishmaniose
Mucosa (muco-cutanea) e 15 com a forma de Leishmaniose Cuténea.

A figura 19 mostra a reatividade do peptideo de L. braziliensis e de SLA frente a
soroteca humana descrita. Na figura 19A observa-se os valores de ABS apresentados no teste
ELISA com SLA como cobertura. Este grafico possui cut-off de 0,55, sendo assim os valores
abaixo desta ABS foram considerados negativos e valores acima foram considerados

positivos. Observa-se que o SLA de L. braziliensis detectou como positivo 0s soros de
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leishmaniose mucosa e 0s soros de leishmaniose cutanea, com excec¢do de um, e todos 0s

soros de pacientes com doenca de Chagas.
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Figura 19— Gréfico com a reatividade dos soros humanos pelo teste ELISA medida em absorbancia (ABS)
utilizando o peptideo de L. braziliensis e SLA (antigeno sollvel de Leishmania) como antigenos de cobertura.
Em A os soros testadas contra peptideo de L. braziliensis. Em B o0s soros testados contra SLA. Os soros humanos
utilizados nos testes foram de pacientes com as formas Tegumentar de Leishmaniose Muco-cutanea (L. mucosa)
e Leishmaniose Cutanea (L. Cutanea), pacientes com doenga de Chagas; e como sSoros negativos pacientes
sadios.

No entanto a figura 19 B mostra os valores de ABS para os testes ELISA
utilizando o peptideo sintetizado de L. brazileinsis em que o valor de cut-off foi de 0,12. Este

peptideo detectou apenas os soros com leishmaniose cutdnea e mucosa como positivos, sendo
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0S casos negativos e os casos de doenca de Chagas classificados no teste como negativos,
havendo uma maior distingéo entre os resultados.

De acordo com a tabela 5 o peptideo sintético de L. braziliensis identificou todas
as amostras positivas para leishmaniose, sem apresentar resultados falso-positivos, obtendo
assim 100% de sensibilidade. Em relacdo ao SLA 34 dos 35 soros positivos para leishmaniose
foram identificados, apresentando entdo um (01) resultado falso negativo, obtendo
sensibilidade de 97%.

Tabela 5 — Estatistica de comparacdo entre o peptideo de L. braziliensis e o extrato frente ao
Soro Humano.

Avaliacao Sensibilidade Especificidade Acurécia
(VP/Total de Positivos) (VN/Total de Negativos) (VP+VN/P+N)

Peptideo 1 (35/35) 1 (30/30) 1 (65/65)

Extrato SLA 0,97 (34/35) 0,66 (20/30) 0,83 (54/65)

Ao avaliar a especificidade dos dois antigenos verifica-se que o peptideo
sintetizado apresentou especificidade de 100%, sendo capaz de identificar todos 0s soros
negativos. Porém os testes com SLA mostram uma baixa especificidade de 66%, havendo
deteccdo de 10 soros de pacientes com Doenca de Chagas como positivos para Leishmaniose.
Portanto do total de 30 verdadeiros negativos portadores de Doenca de Chagas apenas 20
foram identificados com negativos.

A tabela 5 também mostra a acuracia (AUC) dos dois antigenos testados, com
100% de confiabilidade nos testes ELISA que utilizam o peptideo sintético e 83% de
confiabilidade nos testes ELISA que utilizam o SLA.

Tanto os resultados dos testes com o peptideo sintetizado de L. infantum como os
resultados com o peptideo sintetizado de L. braziliensis demonstram que os procedimentos de
bioinforméatica mostrados neste trabalho sdo ferramentas eficazes na construcdo de epitopos
conformacionais que tornam os diagndsticos imunoldgicos das Leishmanioses mais
especificos e mais confiaveis.

Tais resultados geraram o depdsito de duas patentes de Invencdo. A patente de
invencdo BR 10 2016 029501 7, intitulado “Peptideo Conformacional, Método e Kit para
Diagnostico da Leishmaniose Visceral”, depositada em 15 de dezembro de 2016, trata-se do
peptideo de L. infantum sintético com sua respectiva sequéncia obtidos a partir da proteina

(XP_001468941.1), o método in silico utilizado para se obter a sequéncia epitdpica e o kit de
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diagndstico para LV (Coelho et al., 2016). E a patente de invengdo BR 10 2017 013604 3 com
o titulo “Peptideo Conformacional Recombinante, Kit e Método para Diagndstico das
Leishmanioses, e Uso” , depositada em 22 de junho de 2017. Trata-se de um peptideo
conformacional obtido a partir da proteina de L. braziliensis (XP_001568689.1), o kit e
método para o diagnostico das Leishmanioses (Coelho et al., 2017).
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5 DISCUSSAO

As Leishmanioses sdo doencas negligenciadas e por estarem relacionadas a
presenca dos vetores em regifes tropicais e subtropicais apresentam ampla distribuicéo
geogréfica. Apesar de serem descritas como doencas antigas sdo ainda hoje um grande
problema de salde publica em 102 paises (Burza et al., 2018). Segundo a OMS em 2016 sete
paises foram os responsaveis por aproximadamente 90% dos casos de LV. Este quadro ndo
difere muito para LT onde 84% da incidéncia mundial da doenca € relatada em 10 paises
(WHO, 2018). No Brasil é considerada como uma das grandes endemias (Alvar et al., 2012).
O numero de casos de LT no Brasil, segundo o Ministério da Saide em 2016, foram de
12.690 novos casos e de LV 3200 novos casos (Ministério da Saude, 2016).

Em virtude deste cenario das Leishmanioses no Brasil e no mundo faz-se
necessario a adocdao de politicas de controle que busquem medidas de profilaxia eficazes
(Alvar et al., 2012). Dentre tais medidas destacam-se as medidas de controle dos reservatorios
com diagnostico eficiente e tratamento adequado de animais, principalmente cdes que se
encontram inseridos em &reas de comum acesso a0 homem e sdo considerados nas areas
urbanas os principais reservatorios da infeccdo (Coura-Vital et al., 2013); Além disso nédo
menos importante as medidas de controle dos casos humanos, em que S80 necessarios 0
diagndstico oportuno e tratamento adequado das pessoas infectadas (Ministério da Saude,
2017).

Para um diagnostico mais eficiente das Leishmanioses deve-se levar em
consideracdo aspectos epidemioldgicos e o quadro clinico dos pacientes associados a testes
laboratoriais. Por ser uma doenca de amplo espectro clinico na maioria das vezes ndo é
possivel se chegar ao diagnostico sem a realizacdo de testes soroldgicos ou parasitologicos
(Hirschmann et al., 2015). Sendo assim, existem véarias metodologias a serem utilizadas para
tal finalidade, porem cada método de diagndstico laboratorial possui vantagens e
desvantagens que devem ser avaliadas de acordo com o caso (Lunedo et al., 2012). Os
métodos parasitologicos por exemplo sdo considerados de alta especificidade para o
diagnostico da LT, porém é necessaria coleta do material sendo considerado invasivo. Além
disso sua sensibilidade varia dependendo da localizacdo geografica, espécie do parasita e
estagio da leséo. Para ser considerado mais sensivel é recomendado a associa¢do de maltiplos
testes (WHO, 2010; Ministério da Saude, 2014). Para o diagnostico parasitoldgico da LV a
puncdo esplénica é altamente invasiva, porém € a amostra de maior sensibilidade, cerca de

90%, e essa limitacdo se deve a distribuicdo do parasita nos tecidos (Srivastava et al. 2013;
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Burza et al. 2018). Entre os métodos parasitologicos a técnica de PCR apresenta vantagens
como aumento da sensibilidade, que pode ser variavel de acordo com a metodologia adotada e
a regido alvo da amplificacdo (De Paiva-Cavalcanti et al., 2015; De Morais et al., 2016). No
diagnostico de LV humana a PCR convencional pode chegar a 97,78% de sensibilidade e
100% de especificidade, e para LV canina 98,7% de sensibilidade e 96,4% de especificidade
(De Paiva-Cavalcanti et al., 2015). As desvantagens desta técnica estdo relacionadas ao alto
custo, ao uso de equipamentos e infraestrutura laboratorial especializada, a necessidade de
técnicos capacitados e ao risco de contaminacdo durante a realizacdo dos exames (Ministério
da Saude, 2017).0 teste de Hipersensibilidade de Montenegro € usado apenas para 0
imunodiagndstico de LT cutdnea e mucocutanea, ja que ndo € positivo para LV e nem para LT
difusa. Esta metodologia também estd limitada ao diagndstico de doencas agudas, pois
doencas cronicas podem apresentar uma diminuicdo da resposta imune (Weigle et al., 2002).

Portanto os testes soroldgicos tém sido uma alternativa de facil execugdo, baixo
custo e que diminui a necessidade infraestrutura laboratorial e equipamentos sendo pouco
invasivos (Nicolato et al., 2013). No entanto a sensibilidade e a especificidade destes testes
podem variar devido a diversos fatores como a metodologia empregada, a resposta imune do
paciente e ao antigeno utilizado no teste. Dentre os testes imunoldgicos pode-se listar: a
aglutinacdo direta com sensibilidade 99% e especificidade 98,2% para diagnodstico de LV
segundo Oliveira et al. (2013). Todavia a técnica possui limitacdes quanto a sua execucdo,
longo tempo de incubacdo e reatividade cruzada com outros tripanossomatideos (Sarkari et
al., 2018); a técnica de RIFI que é amplamente utilizada por possuir vantagens como na coleta
do material, ndo necessitando de infraestrutura laboratorial nem pessoal especializado. Porém
0 teste apresenta normalmente especificidade baixa, tendo reatividade cruzada em pacientes
com tuberculose, toxoplasmose, malaria, febre tifoide ou brucelose. Sendo assim, esta
metodologia normalmente é empregada como triagem e devem estar associados a outros teste
(Hirschmann et al., 2015; Ministério da Saude, 2017); e o teste ELISA que é um método
soroldgico acessivel, de média complexidade para sua execucdo, porém de maior
confiabilidade quando comparado aos outros métodos soroldgicos, porém sua especificidade e
sensibilidade ainda pode ser varidvel dependendo da metodologia e do antigeno utilizado
(Burza et al., 2018).

Na busca incessante por testes mais rapidos, de facil execucdo e com preco
acessivel varios Kkits de diagnéstico vém sendo estudados e langados no mercado.
Normalmente estes Kkits sdo baseados nas técnicas de imunocromatografia ou de ELISA,

porém o que se tem visto € que o grande diferencial ndo esta na metodologia empregada e sim
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na escolha de um bom antigeno que seja altamente especifico (Assis et al., 2008; Srivastava et
al., 2013).

Sabendo que os diagnosticos das varias formas de Leishmaniose sdo falhos a
comunidade cientifica busca uma metodologia que seja mais confiavel, mais sensivel e
especifica. Com este intuito véarios trabalhos tém sido realizados na busca por antigenos para
producdo de kits diagnostico mais eficientes para os diversos tipos de Leishmaniose. Tais
pesquisas propdem a utilizacdo de antigenos quimicamente definidos e especificos tanto para
os diagnosticos da LT e da LV humana quanto para o diagnéstico canino (Lira, 2005; De
Paiva-Cavalcanti et al., 2015).

Um antigeno muito utilizado e testado no diagnéstico da LV é o antigeno
recombinante K39 (rK39), que possui um epitopo muito conservado entre as espécies de
Leishmania com tropismo para 0s 6rgaos viscerais, este também tem se mostrado sensivel e
especifico para o diagnostico da LVVC (Lira, 2005). Outro recombinante muito utilizado para o
diagndstico da LV é 0 A2, esse antigeno é expresso em amastigotas. Segundo revisdo feita por
De Paiva-Cavalcanti et al. (2015) alguns trabalhos demonstram também que o uso de gp63
recombinante ou purificado, gp72 ou gp70 que melhoram a sensibilidade e especificidade do
teste ELISA.

Sendo assim varios trabalhos do nosso grupo tem se baseado na identificacdo por
imunoprotedmica feita por Coelho et al. (2012) de proteina presentes nas formas
promastigotas e formas amastigotas de Leishmania infantum e L. braziliensis que foram
reconhecidas por soros de cdes com LV e nos resultados obtidos por Duarte et al. (2017) que
demonstram a reatividade destas proteinas frente a soros de pacientes com LTH. Diversas
proteinas Hipotéticas purificadas, sintetizadas ou recombinantes foram testadas pelo grupo
para fins de diagnostico imunoldgico das Leishmanioses (Costa et al., 2014; Lage et al.,
2016b, 2016a; Lima et al., 2017). Tais avanc¢os inovadores sdo importantes na compreensao
da biologia molecular dos parasitas e permitem o desenvolvimento de ligantes de alta
afinidade para varios alvos macromoleculares. Portanto, analises de protedbmica e de
Bioinformatica tém se mostrado importantes ferramentas, tanto para identificacdo de proteinas
utilizadas como diagnéstico ou vacinas como para tratamento das Leishmanioses (Martins et
al., 2015; Ferreira e Andricopulo, 2018). Ravooru et al. (2014) mostra que a anélise in silico
de proteinas hipotéticas de importantes vias metabolicas podem ser alvos de novas drogas
para o tratamento das Leishmanioses.

No presente trabalho 12 proteinas descritas no trabalho de Coelho et al. (2012),

com potencial para serem utilizadas como imunobiologicos, foram analisadas por meio de
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programas de Bioinforméatica. Tal metodologia foi utilizada como ferramenta para se
encontrar antigenos ideias que possam ser utilizados no diagnostico imunoldgico das
leishmanioses. As sequéncias de aminoacidos das proteinas de Leishmania foram obtidas
através do GenBank, banco de dados do NCBI de uso publico que contém informacdo sobre
sequéncias nucleodidicas de aproximadamente 260.000 espécies
(http://www.genebio.ufba.br). Os dados obtidos no GenBank demonstraram que 6 proteinas

analisadas sdo descritas no género Leishmania com funcdo conhecida e 6 proteinas sdo
descritas como hipotéticas, ou seja, ainda ndo possuem funcdo bioldgica conhecida. Tais
proteinas estdo sendo testadas em diversos trabalhos do grupo com objetivo

A partir das sequéncias proteicas e dos dados de cada proteina analisada foi
verificada a similaridade destas sequéncias com outras proteinas de Leishmania assim como
com proteinas do género Trypanosoma utilizando para tal o programa Blast com o algoritmo
Blast-p (protein-protein BLAST) e pardmetro non-redundante.

Uma proteina que seriam uma boa candidata a antigeno diagndstico deve conter
sequéncias conservadas no género Leishmania, dando mais sensibilidade ao teste, e regides
pouco conservadas em Trypanosoma, tornando-o mais especifico e com menos reacoes
cruzadas. As reacgdes cruzadas entre os tripanosomatideos tem sido descrita na literatura como
a principal desvantagem dos testes ELISA (Nascimento, 2012; Ribeiro et al., 2015).
Trabalhos como o de Matos et al., (2015) e Santos et al., (2016) demonstram a ocorréncia da
reatividade cruzada entre Doenca de Chagas e Leishmaniose em regides endémicas,
demostrando ser um grande problema para o diagndstico das duas doencas. Portanto, as
analises de similaridade das duas proteinas demonstradas neste trabalho, Proteina Hipotética
de Leishmania infantum e Proteina Hipotética de Leishmania braziliensis
MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1) evidenciam o potencial de ambas de serem bons
antigenos diagndsticos.

Contudo, um bom antigeno deve primeiramente ser reconhecido pelo sistema
imunolégico. Desta forma deve existir uma ligagdo molecular especifica, interacdo
complementar das bases, entre a regido de ligacdo do receptor de células B ou T e uma por¢éao
do antigeno, conhecido como epitopo (Kozlova, 2016). Tal interagdo resulta na ativacdo de
uma resposta imune especifica contra o antigeno. Os linfocitos B que fazem este
reconhecimento passam a produzir anticorpos especificos sendo que esta interacdo com
antigenos ocorre quando estes estdo livres em solugdo. Sendo assim, epitopos para fins de
diagnostico normalmente se referem a epitopos reconhecidos por Linfocitos B (Kozlova,

2016). Vérios programas de bioinforméatica podem ser utilizados na busca de epitopos
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especificos, tanto de células B quanto de células T, neste trabalho foi utilizado o programa
ABCpred que prediz epitopos lineares especificos de linfécitos B. Tal programa tem como
principal vantagem a sua disponibilidade gratuita na web e seu facil manuseio, ndo sendo
necessario o dominio de uma linguagem computacional (Sanchez-Trincado et al., 2017).

As sequéncias proteicas avaliadas neste trabalho foram alinhadas com as
sequencias similares obtidas no Blast, além de analisada a similaridade dos aminoéacidos
através do programa Clustal Omega, destacando assim as regides de maior e menor
similaridade. Sendo assim, as regides epitdpicas obtidas no ABCpred foram marcadas em
cada sequéncia proteica e marcadas nas sequéncias alinhadas pelo Clustal Omega. Tais
sobreposicdes das analises proporcionam maior confiabilidade das andlises in silico.

Em trabalho anterior do nosso grupo epitopos lineares e conformacionais gerados
a partir da combinacdo dos programas IEDB, Bepipred e ABCpred se mostraram bons
candidatos a antigeno diagndstico das leishmanioses. Estes resultados confirmam que a
sobreposicdo de analises de programas para geracdo de epitopos é eficiente e d& mais
confiabilidade as analises in silico (Lage et al., 2016b).

Dos 8 possiveis epitopos lineares reconhecidos por linfocitos B na Proteina
Hipotética de Leishmania infantum JPCM5 (XP_001468941.1) verificou-se que a maior parte
dos aminoécidos sdo conservados para no género Leishmania. Porém as regides epitopicas
quando alinhadas com as sequéncias de Trypanosoma Se mostram pouco conservadas,
confirmando assim a possivel utilizacdo dos epitopos especificos no diagndstico das
Leishmanioses.

Para Proteina Hipotética de Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904
(XP_001568689.1) das 3 regibes epitdpicas sugeridas pelo ABCpred duas podem ser
consideradas potencialmente como bons epitopos diagndsticos por serem altamente
conservadas em Leishmania e pouco conservadas em Trypanosoma. Estes resultados
demonstram que 0s epitopos gerados apresentam tanto regides ideais como regibes que
provavelmente levariam a reatividade cruzada com ligacdo de anticorpos gerados por outras
infeccbes, incluindo patdgenos do género Trypanosoma.

Estes resultados também mostram a necessidade de geracdo de epitopos
conformacionais composto de diversos fragmentos dispersos ao longo da sequéncia da
proteina e reunidos na proximidade espacial quando a proteina é enovelada (Huang et al.,
2006). Ainda, este tipo de estrutura epitdpica mimetizaria epitopos reais, pois a maioria dos
epitopos reconhecidas por linfécitos B sdo conformacionais e nao lineares (Sanchez-Trincado

etal., 2017). Lage, et al. (2016b) mostra que quando testados dois epitopos sintéticos lineares



54

e um epitopo sintético conformacional de células B gerados a partir de proteinas de L.
infantum o epitopo conformacional demonstra maior eficiéncia como antigeno diagndstico
quando comparado aos epitopos lineares.

Sendo assim, foi utilizado o programa IEDB para gerar 0s epitopos
conformacionais com algoritimo Emini Surface Acessibility Prediction buscando o0s
aminoacidos mais acessiveis gerando assim através da sobreposicdo das analises de
bioinformética as sequéncias peptidicas com maior probabilidade de serem bons epitopos
conformacionais para uso de diagnosticos. Deve-se ressaltar que o IEDB é um programa que
contém um enorme banco de dados com mais de 600.000 epitopos unicos, incluindo
peptideos imunogénicos, produtos quimicos entre outros. Além de ser disponivel
gratuitamente online a IEDB disponibiliza observacGes sobre como 0s epitopos foram
identificados, sobre o tipo de imunizacdo, o tipo de antigeno, o tipo de ensaio e sobre algumas
analises dos peptideos o que d& mais confiabilidade ao programa (Kozlova, 2016).

Os peptideos gerados a partir das analises anteriores foram testados como
antigenos diagndésticos do método ELISA, confirmando assim a proposicdo de que a
bioinforméatica se mostra uma importante ferramenta de auxilio na busca por epitopos e
antigenos a serem utilizados em imunodiagnésticos.

Quando se utilizou o peptideo de Leishmania infantum JPCM5
(XP_001468941.1) no teste ELISA frente a reatividade da soroteca canina observa-se um
aumento da eficiéncia do ELISA se comparado ao teste ELISA com cobertura de SLA
(antigeno soluvel de L. infantum). Nas analises da curva ROC o peptideo sintético de L.
Infantum apresentou uma semelhanca ao SLA quanto a sua sensibilidade (préximos a 100%)
demosntrando assim que os dois antigenos reagem com todos 0s soros positivos, ndo havendo
falsos negativos. Os testes revelam porém um aumento na especificidade (100%) quando
utilizou-se o peptideo sintético comparado ao SLA (97%). Isto indica que o peptideo
sintetizado de L. infantum é capaz de diminuir as rea¢Ges cruzadas frequentes no diagnostico
na LVC, diferentemente do SLA que é reativo principalmente em amostras de cdes com
outras patologias, gerando um percentual de 3% de diagndsticos falso positivos. A acuracia
obtida no nosso trabalho para o peptideo sintetizado de L. infantum foi de 0,992 (99%) e para
0 SLA 0,850 (85%), demonstrando assim uma maior eficiéncia no teste utilizando o peptideo
sintetizado.

Os resultados obtidos no ELISA de SLA corroboram com o trabalho de validacéo
do teste EIE para o diagnostico da leishmaniose visceral canina (EIE-LVC) produzido pelo

Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos (Bio-Manguinhos) que mostra a acuracia do teste
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ELISA composto de antigenos soluveis e purificados de Leishmania (Nascimento 2012). Este
teste é comercializado hoje em todo Brasil e recomendado pelo Ministério da Saide como
teste confirmatorio da LVC (Ministério da Saude, 2014). No trabalho de Nascimento (2012)
foram analisados 802 cdes de areas endémicas, os dados da curva ROC mostraram
sensibilidade entre 87,6% a 89,9%, especificidade entre 89,4% a 91,6% e acuracia variando
de 0,94 a 0,92, credenciando o teste para o diagnéstico em populacao de cées.

Diversos trabalhos que mostram ha um aumento da especificidade do teste
soroldgicos quando sdo utilizados antigenos purificados, sintéticos ou recombinantes
(Akhoundi et al., 2013; Martins et al., 2015; Lage et al., 2016b). Em um trabalho realizado
por Porrozi et al. (2007) foi testada a performance do teste ELISA no diagnostico da LVC
utilizando antigenos solUveis em comparacdo com ELISA de os antigenos recombinantes
rkK26 e rK39 de L. infantum e rA2 de L. donovani. Os resultados mostram que o0s antigenos
recombinantes de L. infantum aumentam a sensibilidade de 88% do antigeno sollvel para
94% do rK26 e 100% do rK39 em cées sintomaticos, além do antigeno rA2 que tem a maior
sensibilidade de 88% para os cdes assintomaticos mostrou-se o Unico capaz de detectar
infeccdo canina por outros agentes (Leishmania braziliensis and Leptospira interrogans) com
especificidade de 98%. Obtendo-se uma maior confiabilidade para estes métodos soroldgicos
0 grande problema da LV pode ser solucionado, o diagndstico e controle do principal
reservatorio urbano da doenga, o cdo (Ministério da Saude, 2014). O controle epidemioldgico
da LVC mais efetivo traz imensos beneficios a populacdo canina e humana (Coura-Vital et
al., 2013).

Os testes ELISA realizados com o peptideo sintético da Proteina Hipotética de
Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1) frente a soroteca humana
de pacientes com formas Tegumentares da Leishmaniose apresentaram resultados
extremamente satisfatorios no que diz respeito a sua eficiéncia. Observou-se uma diminuigédo
do cut-off trazendo mais precisdo ao teste quando comparadas ao SLA. Houve uma distingdo
clara entre soros positivos e negativos, o peptideo sintético detectou como positivos todos 0s
soros de pacientes com LC e LMC, apresentando 100% de sensibilidade. Além de apresentar
100% de especificidade sem reagdes cruzada com soros de pacientes com Doenca de Chagas,
esta eficacia nos resultados ndo foi observada no teste ELISA com SLA, com sensibilidade de
97%; e baixa especificidade de 66%, havendo deteccdo de 10 soros de pacientes com Doenca
de Chagas como positivos para Leishmaniose, demonstrando assim elevado indice de reacGes
cruzadas. O ELISA utilizando o peptideo sintético apresentou acuracia (AUC) de 100% em

contrapartida e o ELISA com SLA apresentou acurécia de 83%.
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Em estudo realizado por Cataldo et al. (2010) foi comparado o desempenho do
teste ELISA com uso de duas fracGes diferentes de antigeno de cobertura, antigeno total
soltvel (SF) e antigeno fracionado da membrana (MF) de L. braziliensis para o diagnostico de
LTA em soros humanos. A sensibilidade encontrada foi de 89,5% para os dois antigenos e a
especificidade de 89,5% para SF e 93,4% para MF, o que mostra uma maior eficiéncia dos
antigenos de membrana quando comparados com o antigeno total de L. braziliensis. Tais
dados apresentam-se semelhantes aos dados obtidos no presente trabalho, onde a proteina
sintética aumenta a especificidade dos testes ELISA quando comparada ao ELISA de
antigeno sollvel total. Porém, Cataldo et al. (2010) realiza testes apenas com soros de
pacientes com LTA e soros negativos de individuos saudaveis ndo portadores de infecgdes
similares como Doenca de Chagas. Assim, ndo foi testada a reatividade cruzada com o género
Trypanosoma, muito comum nestas infecgdes.

O trabalho de Weigle et al. (2002) revela que mesmo utilizando o método
parasitolégico, considerado padrdo ouro para o diagnostico da LT, ocorre variagdo da
especificidade e da sensibilidade dos testes. Para os pacientes com LT aguda a PCR
apresentou maior sensibilidade (75,7%) do que exame microscopico de raspagem da lesdo de
Giemsa (46,7%), cultura de bidpsia (55,3%), cultura de aspirado (46,3%) e 0s métodos
convencionais combinados (70,2%). Estes dados revelam uma sensibilidade baixa do PCR
quando comparados da sensibilidade do teste ELISA utilizando o peptideo sintético de L.
braziliensis (100%) obtidos pelo presente trabalho.

Tanto na analise da Proteina Hipotética de Leishmania infantum JPCM5
(XP_001468941.1) e quanto na andlise da Proteina Hipotética de Leishmania braziliensis
MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1) verifica-se um melhor desempenho do ELISA
aumentando a confiabilidade do diagnostico. O uso dos peptideos sintéticos como antigeno de
cobertura do teste ELISA aumentou a sensibilidade e principalmente a especificidade do
método potencializando assim seu poder de distingdo de verdadeiros positivos e verdadeiros
negativos no diagnostico das Leishmanioses, aumentando a eficiéncia desta metodologia.

Portanto este trabalho demonstrou que a metodologia proposta de analises por
bioinformética se mostrou uma excelente ferramenta na busca de antigenos especificos para

fins diagndsticos quando se trata da construcdo de epitopos conformacionais de linfécitos B.
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CONCLUSAO

Neste trabalho foram analisadas por Bioinformatica 12 proteinas de Leishmania
afim de predizer possiveis epitopos que possam ser utilizados no diagndstico das
Leishmanioses. O presente trabalho concluiu que a combinacdo de programas de
bioinformatica disponiveis gratuitamente na web ¢ uma metodologia eficiente na predicédo de
epitopos especificos para linfocitos B, sendo capaz de detectar possiveis epitopos
conformacionais e assim sintetiza-los.

Os testes de reatividade dos soros contra 0s peptideos sintetizados tanto de L.
infantum como de L. braziliensis produzidos a partir da analise in silico aumentaram a
sensibilidade e especificidade do teste ELISA quando comparados ao extrato total soltvel
(SLA). Os peptideos sintéticos apresentaram menor reatividade cruzada frente anticorpos de
Trypanosoma e frente portadores de outras patologias, tanto no teste com soroteca humana
guanto com soroteca canina. Além disso, 0 aumento da confiabilidade do teste ELISA foi
confirmado por meio da curva ROC que mostrou uma maior acuracia quando foram utilizados
0s peptideos sintéticos obtidos por anélise combinada de Bioinformética. Pode-se concluir
gue a metodologia proposta por este trabalho se mostra uma ferramenta eficaz na busca bons

candidatos a antigeno que possam ser utilizados no sorodiagnostico das Leishmanioses.
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ANEXO A — SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS OBTIDAS ATRAVES DO
GENBANK
XP_003873146.1 Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103
1 MPVFHAVMSVEESEGVERIVPVKNRAWGLRFECASCNEKSAGMMYVNQTEQHERDGGMHN
61 FVSKCKLCKADITADVLSVPAGTGYYSAVEENPANVIAAFEVRGGRPVELEIDNQWMIVT

121 AGGGLFEDVDLSQEWYDYDERSRATVSVAGVSVDFEKSKKK

XP_001464059.1 conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCM5]
1 MSAENCGNAIVRVSSNKRKFGYVDYTKHRLHEGYPEVVISALGTAIADAVSVVELLKNQG
61 VVEVKKICTSRAQFDDVRSTTTDKIEVVVVKSPDFDAIYDQQQKDREIAKARAEADEADD
121 E
XP_001466606.1 conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCM5]
1 MDRFGAGAALVSVGSSTGATCPAEAKSLKAAADGDTTGSSPDSRPAAGEPHPGGEDEASL
61 ADTCGSVGKEADDNAVTGDNGGDTEADAAGAEEEELSPEEDGGQGDEDAEDVVEDVGYAE
121 EEHADEEEYEYEPEDAVADPSATASSSSKPLMITIGTRQYKTSAFVKNRGLSYVPGKLKS
181 NPKATFQPCTTNAPHSILDCQKLHLSNRGVLVRDRFIRLNMLVDNPGKQALLRHPGRSLK
241 MRICRRDVEPQKGETHNPATCSDLHLLPDIVFVGIPGLRTAYFEAELRHNLAFGKLKEEA
301 WETQCGTWCRGTRSHVVTTCRFLHYNRGDNYTEKPIPPHRPLAATIPDLTPSRPAQATDSN
361 KRARGRGRGDRGGRGRENCRGRGRGSRGAAAIPLPAAFERGYVAPSQDSAPQASSITTRA
421 SGAENHVKSPHDALAEADWMTDNGDEGSPIDYRMLSVLLVLLGVFVFLLSVALHRKSNPA

481 STAP

XP_001468460.1 putative translation elongation factor 1-beta [Leishmania infantum JPCM5]
1 MSLKDVSKKAAELESKLGGKLFLGGAKPTAEDVKVENDLLGANHVNLYRWAKNMATYTEG
61 ERKAWGGPVRVAAPELRMPAPAAAKAVRSDAAAEKRAAPKAAAVAPPSAAAAEEDDDDID
121 LFGETTEEEKAALEAKKAKDAEKKKAKKDVIAKSSILFDIKAWDDTIDLEALAQKLHAIQ

181 RDGLIWGDHKLVPVAFGVKKLOQLIVIEDDKVSGDDLEEMIMGFEEEVQSMDIVAWNKI
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XP_001562623.1 putative endonuclease 111
[Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904]

1 MSKHSFTPPSNWAQLFARLEDYRKHLLAPVDTMGCHRLHDENAPKEVQRFQTLVALMLSA
61 QTKDIVTATAMDALIKRGLTAQSIHAMTTTELDMHICKVGFHNTKVKHIKEVAAILIKDY
121 GGKVPREYEELIALPGVGPKMANLFFQDADHRTVGIGVDTHVHRISQRYRWVPSTVKTPE
181 DTRKALESWLPQKHWGTINSLMVGLGQTVCTPLYPKCGICELSDICPNAFKEVQQKGLRT

241 KAPTERRQEPVPQKKRRIK

XP_001466177.1 putative GTP-binding protein [Leishmania infantum JPCM5]

1 MQQAPSDCVASFKLILVGDGGTGKTTFVKRHLTGEFEKRYVATVGVDVHPLTFHTNRGKI

61 CFNCWDTAGQEKFGGLRDGYYVEGQCATIIMFDVTSRNTYKNVPNWYRDITRVCDNIPIVL
121 VGNKVDCADRQVKAKMITFHRKKGLQYYDISAKSNYNFEKPFVWLAKKLANDPELMLVEV

181 PMLDTDVVALTAEQVAALEAEQQAMANAPLPMGDDE

XP_001465979.1 putative IgE-dependent histamine-releasing factor
[Leishmania infantum JPCM5]

1 MKIFKDVLTGSEVVCDNDCPFDVEGDIMYVVNGRYIDVGGEDYGISANVDEDAAEGATGE
61 VAEGKERVVDVVYNNRYTETSYDKASYMAHIRSYMKQLLEKIENEEERKVFQTNAAAFVK

121 KVLKDIDEYQFFIPEGNDEDPDNGMIVLCRWDGETPRFYFWKDGLKGERV

XP_001468164.1beta-tubulin [Leishmania infantum JPCM5]

1 MREIVSCQAGQCGNQIGSKFWEVIADEHGVDPTGSYQGDSDLQLERINVYFDESAGGRYV
61 PRAVLMDLEPGTMDSVRAGPYGQLFRPDNFIFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELIDSVLDVC
121 RKEAESCDCLQGFQLSHSLGGGTGSGMGTLLISKLREEYPDRIMMTFSVIPSPRVSDTVV
181 EPYNTTLSVHQLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVAAVMSGVTCCL
241 RFPGQLNSDLRKLAVNLVPFPRLHFFMMGFAPLTSRGSQQYRGLSVAELTQQOMEFDAKNMM
301 QAADPRHGRYLTASALFRGRMSTKEVDEQMLNVQONKNSSYFIEWIPNNIKSSICDIPPKG
361 LKMSVTFIGNNTCIQEMFRRVGEQFTGMFRRKAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDLVS

421 EYQQYQDATVEEEGEYDEEEEAY
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XP_001468360.1 hypothetical protein, unknown function [Leishmania infantum JPCM5]
1 MQMQGNMYPRQMEWAVHQQQPQSMQOGNRQAVASRAYHLEPTSTMQLRQQRGSMPGMMI GQ
61 QPGGGMMDGLSTYGPRPMIRDVQDGHMGPQQADAARAAGYGTQGMYGSHLMSYGAAGMGG
121 VNNLONGNAALFAAGSAGQASEGNSINFNGIFNSAVNPQVQSSVAVQDDGKPLPFPPGNL
181 LAQYPPEYQQQLIFYYRLLRLQYPELYQQYVDYYVMYYEPLYHPAPSSLSKDDLNGGQQR
241 KKEPLLQQTQRAHMQRQQPAMPQPGYQPPPPMEHALPSEVMCRTTSNLSGGLKRQSSLRR

301 ONSMRRNEVNQLKNEGSLKRLPSMRQQ

XP_003873457.1putative small myristoylated protein-3
[Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103]

1 MSEIKYENGQPGYSGNTVVKCFKDNGNGLLFRIVNDEEHKWAFYNDTTNYQMMVKVAFGK

61 DSKIEAIGNTTMQOKDEESGEFKCELEIAPTTTEMFIEGEPNGFKISFEANPIAKA



ANEXO B — ANALISE DE SIMILARIDADE COM OUTRAS PROTEINAS DE
LEISHMANIA E DE TRYPANOSOMA OBTIDAS PELO BLAST

XP_003873146.1 Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103

Max  Total Query E Ident eoition
score score cover value
conserved hypothetical protein [Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103] 335 335 100% XP_003873146.1
conserved hypothetical protein [Leishmania major strain Fredlin] 8e-108
conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCM5] 6e-107
conserved al protein (| braziliensis MHOM/BR/75/M2904] 260 260 95% 4e-87 81% XP_001563094.1
) bypothetical protein ABB37_08300 [Leptomonas pyrrhocoris) 226 226 99% 2e-73 63% XP_015654219.1
hypothetical protein ABL78_7185 [Leptomonas seymoun) 216 216 99% 1e-69 58% KPIB3769.1
) unnamed protein product [Phytomonas sp. isolate Hart1] 132 132 99% 2e-36 35% CCW713361
) unnamed protein product (Phytomonas sp. isolate EM1] 127 127 99% 3e-34 35% CCWB41611
@ unnamed protein product [Trypanosoma congolense 11.3000) 124 124 99% 3e-33 42% CCD154911
unnamed protein product [Trypanosoma congolense 11.3000] 124 124 99% 3e-33 42% 49131
@ hypothetical protein TM35_000321480 [Trypanosoma theileri] 121 121 99% 4e-32 43% OQORC858331
¥ conserved al protein [Trypanosoma vivax Y486) 19 119 100% 2e-31 39% CCC465091
@ hypothetical protein, conserved [Trypanosoma brucei brucei TREU927] 14 114 99% 2e-29 41% XP_001219037.1
@ hypothetical protein, conserved [Tr brucei DAL972) M3 13 99% 6e29 41% XP 0117714901
¥ hypothetical protein TRSC58_02048 [Trypanosoma rangeli SC56) 12 112 99% 1e-28 46% ESL093311
@ hypothetical protein [Trypanosoma cruzi strain rener) 110 110 100% 9e-28 46% XP_8208921
hy al protein [Tr cruzi strain CL Brener] 110 110 100% 1e-27 46% XP_8219721
hypothetical protein AGDE_01359 [Angomonas deanei] 109 109 98% 3e-27 36% EPY42564.1
@ hypothetical protein BCY84_19388 [Trypanosoma cruzi cruzi) 108 108 100% 5e-27 45% Pl 11 w
XP_001464059.1 conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCM5]
Description Max | Total | Query | B ygen | accession |
score | score  cover | value
i ¥ conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCMS] 245 245 100% 2e-82 100% XP 0014640591
T ————— —
] hypothetical protein, conserved [Leishmania donovani] 241 241 100% 1e-80 99% xP 1
| conserved hypothetical protein Leishmania majer strain Friedin] 235 235 100% 3e-78 95% XP 0016817801
] unknown [Leishmania infantum] 234 234 100% 8e-T8 95% AAKE1 1
) conserved hypothetical protein [Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103] 229 229 100% 8e-76 93% XP 0038732461
O by ical protein LPMP 130340 [Leishmania 216 216 100% 8e-71 88% XP 0106971171
) conserved hypothetical protein Leishy MHOM/BR/75/M2904] 216 216 100% 1e-70 88% XP 001563170.1
() hypothetical protein ABB37 07827 [Leptomonas pyrrhocoris] 203 203 99% 1e-65 83% XP 0156549731
) hypothetical protein ABL78 3704 [Leptomonas seymoun] LT B T L T XL AR
) hypothetical protein STCU 00164 [Stri culicig] 130 130 87% b5e-37 63% EPY37T1334
L unnamed protein product (Phytomonas sp. isolate EM1] 130 130 81% 1e-36 68% CCWB19001
O hypothetical protein AGDE 05771 [Angomonas deanei] 128 128 85% G5e-36 63% EPY38160.1
#  hypothetical protein Elcﬁd 05174 [Trypanosoma cruzi cruzi] 120127 ﬂﬁa 1e-35 gg PBJ78103.1
O hypothetical protein AGDE 08337 [Angomonas deanei] 127 127 85% 1e-35 63% EPY331311
= hy ical protein [T «cruzi strain CL Brener] 127 127 B85% 2e-35 58% XP 8063261
] unnamed protein product (Phylomenas sp. isolate Hart1] 124 124 81% 3034 64% CCWB68431
¥ hypothetical protein TM35 000302210 [Trypanosoma thederi] 121 121 77% 4e-33 62% ORC86181.1
¥ hypothetical protein DQO4 03131080 [Trypanosoma oravil M9 119 76% 3e-32 59% XP 009310830,
| hypothetical protein DQ04 03131070 [TryRanasoma atayil U7 N7 8% 2e-31 56% XP 009310829
W ical protein [ gruzi strain CL Brener] M3 13 90% de-30 58% XP 8126601
®  hypoihetical protein TM3S 000302220 [Trypanosoma theleri] M3 M3 94% 4de-30 56% ORCEG1821
=] prolein [ crugi strain CL Brener] 13 113 90% 6e-30 58% XP 8063251
=] protein BCYS4 05173 (T ruzi cruzi) M3 13 90% Te-30 58% PRITS1021
¥ conserved hypothetical protein [T iva Y486] 1M1 111 94% 3e-28 56% CCC520741
] hypethetical protein AGDE 05471 [Angomonas deanei] 108 108 71% 1e-28 65% EPY 1
# by protein, conserved [T brucei DAL97T2] 108 108  85% 2e-28 53% XP 011779655 ]
@  hypothetical protein, conserved [Trypanosoma brucei brucei TREUS27) 108 108 77% b5e-28 57% XP 8285211
¥ conserved hypothetical protein [Trynanosoma vivax Y486] 101 101 84% 2e-25 43% CCC5209731
@ hypothetical protein, conserved [Trypanosoma brucei brucei TREU27] 967 967 80% 2e-23 56% XP 8285001 C
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XP_001466606.1 conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCM5]

Max  10tal | Uuery =

Description o Ident Accession
[ # conserved hypothetical protein (L eishmania infantum JPCMS) 993 993 100% 00 100% XP 001466606.1 ‘
T Consenveg nyooihelca potain (Le S mans major sian Fregin) ST 75T 9% 00 9% Xeowr2ouer
) conserved hypothelical protein [Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103] 744 744 100% 00 86% XP 0038724781
O conserved ical protein [Leishmania braziliensis MHOM/BR/TS/M2904) 580 580 99% 0.0 T71% XP 0015664321
O hypotnetical arotein. conserved (Leishmania guyanensis| 577 577 99% 00 70% CCM172081
) hypothetical protein LPMP 290830 [Leishmania panamensis) 572 572 99% 0.0 70% XP 0107006911
] protein ABL78 1070 [L seymouri] 397 397 T1% 1e-130 57% KPI89s07 1
Q11500 G 2 A R i) e
) unnamed protein product (Phylomenas sp. isolate EM1] 267 267 55% 6e-81 49% CCW596031
L] unnamed protein product (Phylomonas sp_isolate Hart1] 249 249 52% de-7T4 49% CCW67416.1
v nmlnmnr)MTmnnucln grayl] 206 206 43% 9e-57 49% XP 0093078821
@  hypothetical protein C4863 109408 [Trypanosoma cruzi] 200 200 46% Se-55 47% PwWU99041.1
¥ hypotnetical protein BCYG4 15053 [Trypanosoma cruzi cruzi] 200 200 46% Se-55 47% PBJ727981
@ hypoihefical prolein MOQ 005208 [Trypanosomsa cruzi marinkellei] 200 200 47% 5e-55 45% EKF200021
£ protein TCSYLVIO 004259 [Tt cruzi) 200 200 46% 5e-55 47% EKG04679.1
@ hypothetical protein [Trypanosoma cruzi strain CL Brener) 198 198 46% 4e-54 46% XP 8101651
| hypothetical protein [Trypanosema cruzi sirain CL Brener] 198 198 46% de-54 46% XP 8181191
@ hypothetical protein TM35 000091920 [Trypanosoma theier] 196 196 42% 3e-53 47% ORC901421
@ hypothetical prolein, conserved [Trypanosoma brucei brucei TREUS27] 196 196 72% 4e-53 35% XP 8439431
¥ hypothetical protein TRSC5S 03076 [Trypanosoma rangeli SC58) 194 194 41% 8e-53 47% ESLO92071
@ hypothetical protein, conserved [Trypanosoma brucei gambiense DALO7J] 192 192 73% T7e-52 35% XP 0117723261
¥ conserved lical protein, fragment [Tr vivax Y486] 189 189 56% Se-51 39% CCC471041
@ unnamed protein product [Tt 1L3000] 186 186 42% 1e-49 44% CCC89789.1
@ hypotnetical prolein TCDM 04256 (Trypanosoma cruzi Dm2sc) 163 163 32% 3643 53% ESSGIOR1 | q
XP_001468460.1 putative translation elongation factor 1-beta
[Leishmania infantum JPCM5]
¢ Max | Total Queny | E | jgny | accession ‘ ’
¥ puigtive factor 1-beta [L infanium JPCMS) 469 469 100% 4e-167 100% XP 001455450 1
Leishmania majpor sirain Fneding 437 437 e- 1751
factor 1-beta, putative (L 342 342 100% 3e-115 80% XP 010698286 1
elongation factor 1-beta [Leishmania braziliensis MHOMBRTSM2904] 338 338 100% 3e-114 80% XP 001564353 1
jpulative transtation elongation factor 1.beta [Leishmania braziliensis MHEOM/BR/TSM2904) 335 335 100% de-114 81% m-
facior 1-beta [Lei i MHOMGT/200131103) 335 335 100% Te-114 83% XP 0038785701
putative ion factor 1-beta [Lei L icana MHOM/GT 2001/U1103] 337 337 100% 2e-113 83% P 0038786721
putative factor 1 beta [Lei ia guyanensis| 33 3 100% 2e-112 81% AAvaZEB1
ansiatnon elonganon Tac - ative (e a 2] |Ley MOonas QoS | 8- 1 -
TR i bon Tactor T-beta [T izt sirain CL Erener) 1e- AP 8043061
# 25kDa i fion factor 1-beta, putative [Ti cruzi mark 300 300 100% 1e-100 68% EKF334861
25kDa i factor 1-beta [Tr cruzi strain CL Brener] 283 288 100% 7e-96 63% XP 8133921
¥ 25kDa i factor 1-beta [Tr cruzi cruzi] 287 287 100% 2e-95 67% PBJESISS1
25kDa i factor 1-beta [Tr cruzi cruz] 286 286 100% 5e-95 67% PBJ790351
factor 1-beta putative (¢EF1B beta 2) L 287 287 100% G5e-95 78% KPIB2744.1
¥ 25kDa i factor 1-beta. putative [Tr cruzi] 285 285 100% 1e-94 67% EKG049651
unnamed profein product [Phytomonas sp_isolate EM1] 282 282 100% 5e-93 70% CCWE0S431
Rechame: Full=25 kDa factor 1-beta: Short=EF-1-beta 280 280 100% 1e-92 66% P348271
elongalion factos 1-beta [Leishmania braziliensis MHOMEBRITS/M2304] 278 278 85% Te-92 81% XP 0015643611
elongation factor 1-beta [Leishmania panamensis] 277 277  85% 9e-92 80% XP 0106982841
¥ puialive 25 kD3 transiation elongation faclor 1-beta [Trypanosoma geai] 269 269 100% 4e-88 T2% P 101
¥ puialve 25 kD3 transiation elongalion faclor 1-beta [Trypanosoma theiler] 263 263 100% 1e-85 7O0% ORCY34931
autative rangiation elongation factor 1-bela [Trypanosoma vivax Y435) 261 261 100% 5085 65% COCATETLM
unnamed prolein prodyct [Phylomonas 5o isolale Hart1) 254 254 100% 3e-82 68% CCWET5851
fransiation elongation facter 1-beta, putative (Bodo saltans] 248 248 98% 2e-79 68% CUGH03STI
factor 1-beta |, deanei] 24T 24T 100% 2e-79 67% EPY402741
Ed factor 1-beta, putative [T ] 241 241 100% 3e-77  63% SCUBSTI9N
® ftranslation elongation factor 1-beta, putative [Trypanosoma brucei brucei TREUS2T] 243 243 100% 3e-T7 6% XP 8445001
£4 i fion factor 1-beta, putative [T brucei gamb DALS72) 244 244 100% 1e-76 67% XP 0117729451 !'[




@ putative transiation elongation factor 1-beta [Trypanosoma vivax Y.

36 226

putative transiation elongation factor 1-beta [Leishmania braziiensis MHOM/BR/75/M2904]

223

226 95%  1e-71 50% 1523 1

223 95%

3e-T0 60% CCM194841

¥ transiabon elongation factor 1-beta [Trypanosoma cruzi strain CL Brener] 217 217  95% 6Ge-68 57% XP 8185711
T O NG L S S oz o g A
putative transiation elongation factor 1-beta [Leishmania major strain Friedin] 215 215 95% 5e67 65% XP 0016867151

nnamed protein product |Phylomonas sp_isolate Haril) 213 407 €-00 DU% Vo

unnamed protein product [Phytomonas sp_isoiate EM1] 211 211 95% 1e65 61% CCWE00131
nuative miochondrial transiafion elongation factor 1-beta [Leplomenas pymhocoris] 208 208 95% 2e-G4 63% XP 0156584321

v )gation factor 1-beta. putative [Trypanosoma ¢ 208 208 99% de-64 54%
transiation elongation factor 1-beta [Trypanosoma cruzi cruzi] 206 206 95% 1e63 55% PBJTS6911
putative transiation elongation faclor 1-beta [Leishmania mexicana MHOMGTR2001/U1103] 202 202 95% Te-62 65% XP 0033744571
elongation factor [Trypanosoma cruzi] 193 193 52% 1e-58 84% AAA301831
hypothetical protein [Trypanosomatidae sp TS-2013] 190 190 95% 2e-57 55% AGG11421.1
putative transiaion elongation factor 1-beta [Leplomonas seymouri] 189 189 95% 5e-57 61% KPIB57761
putative transiation elongation factor 1-beta [Trypanosoma congolense IL3000; 188 188 95% 1e-56 54% CCC93726.1
elongation factor 1-beta [Angomonas deanei] 187 187 93% 5e-56 56% EPY253941

¥ transiation elongation factor 1.beta [Trypanosoma grayi]

« transiation elongation factor 1-beta [Trypanosoma rangeli]

transtabon elongation factor 1-beta. putative (Bodo saltans)

puiative elongah

182 182 100% 4e-54 56% CUGSS0781
factor 1 i vani] 176 176  36% 2e-53 100% AAU105171
XP_001562623.1 putative endonuclease 111
[Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904]
Max ' Total Query  E | y40n  accession
S e e e e ande

putative endonuciease Il [Leishmania brasbensis MHOIMBR/75M2904]

endonuciease lll_putative [Leishmania panamensis)
endonuciease il _putative [Leishmania guyanensis]
putative endonuciease Il [Leishmania infantum JPCMS]
putative endonuclease lil [Leishmania major strain Friedin]

v nuCh 11l {Leishmania mexicana MHOMGT20014)1103]

endonuciease Il (Trypanosoma cruzi sirain CL Brener]
endonuciease Ill_pulative [Trypanosoms ctusi]
endonuciease Il [Trypanosoma cruzi strain CL Brener]
endonuciease Iil_putative [Trypanosoma crusi marinkelei]
endonuciease lil [Trypanosoma rangeli SC58)
endonuciease Il (Trypanosoma thederi]
endonuclease il [Stngomonas culicis]

putative endonuclease il [Trypanosoma vivax Y486]
unnamed protein product [Trypanosoma congolense IL3000]
endonyciease Wl [Trypanosoma orayil

unnamed orofein product [Phylomonas so_isolle Hai)
endonuciease Il pulative [TryRanosoma brocei brucei TREUS27)

endonuciease Ill_putative [Trypancsoma brucei g DALST2)

unnamed protein product [Phylomonas sp. isolate EM1]

endonuciease lll_pulative (fragment) [Trypanosoma vivax Y486]

543

69

100% 00

XP 0107042451

CCM13288 1

XP 0014563464 1

XP 001551168 1

386

386 91% 3e-133 74% xP 01 1
2e-106
3e-106
4e-106
20104

40104

XP_§07044.1
EKG02508 1
XP_ 808363 1
EKF30968 1
ESL06290 1
ORC86049 1
9e-103 CCC53820 1
1e-100 CCCo5776. 1
3e-99 P

1e-98
1e-98
6e-98
1e-93
4e.93

4e-103
5e-103

WS7020 1
Xe 829271 1
XP 011780498 1
CCWS0007 1
CCO18619 1

XP 001562623 1




XP_001466177.1 putative GTP-binding protein [Leishmania infantum JPCM5]

DLUIE | SLUIE | LUVEL | VaY

¥ putative GTP-binding protein [Leishmania infantum JPCMS] 455 455 100% 4e-162 100% XP 0014661771
[0 GTe-tinding prolen. puiaive (Leishmania braziiensis MHOWBRT3M2508 451 451 100% 1e-160 99% XP 0015657061
() GTP-binding protein_putative [Leishmania guyanensis] 449 449 100% 5e-160 99% CCM151871
LR 2 r
¥ GTP.binding nuciear protein rtb? [Trypanosoma theileri) 409 409 98% 8e-144 89% ORCS57621
¥ GTP-binding nuclear protein rtb2 [Trypanosoma cruzi strain CL Brener] 408 408 97% 1e-143 90% XP 8141211
¥ GTP-binding nuclear protein (b2, putative (Trypanosoma cruzi marinkellei] 406 406 99% 5e-143 88% EKF30787.1
) unnamed profein product [Phytomonas sp_isolate EM1)] 406 406 99% 6e-143 88% CCWS33651
¥ GTP-binding nuclear protein rtb2 [Trypancsoma cruzi strain CL Brener] 409 409 98% 6e-143 89% XP 803906.1
¥ puiative GTP-binding nuclear protein b2 (Trypanosoma congolense IL3000] 403 403 98% 1e-141 88% CCC396211
¥ putative GTP-binding nuclear protein rth2 [Trypanosoma vivax Y486] 401 401 98% 5e-141 87% CCC48857.1
¥ GTP-binding nuclear protein b2, putative [Trypanosoma brucei brucei TREUS27] 399 399 98% 4e-140 87% XP 843706.1
() unnamed protein product (Phytomonas sp_isolate Hart1] 398 398 99% 2e-139 86% CCW709461
¥ GTP-binding nuciear protein rth2 [Trypancsoma grayi] 394 394 97% 8e-138 80% XP 009309701
GTP-binding,prolein nuciear prolein Ran [Strigomonas culicis] 374 374 95% 5e-130 87% EPY25499.1
GTP.binding protein nuclear protein Ran [Angomonas deanei] 371 371 99% 4e-129 83% EPY254861
¥ GTP-binding protein b2 [Trypanosoma brucei] 349 349 94% 2e-120 82% AAA7T9869.1
e e

XP_001465979.1 putative IgE-dependent histamine-releasing factor [Leishmania
infantum JPCM5]

putative |9E-dapendent histamine-releasing factor [Leishmania infantum JPCMS) 347 347 100% de-121 100% XP 001465979.1
) putative IgE-dependent histamine-releasing factor [Leishmania major sirain Friediin) 346 346 100% 1e-120 99% XP 0016836671
—  lgE:dependent hislamine-releasing factor putative (Leishmania mexicana MHOM/GT/2001A)1103] 343 343 100% 8e-118 96% XP 0038759681
) uncharacterized protein || ; M 12001/01103) 336 336 100% 1e-116 96% XP 003886554 1
(0 transiationally_ controlied tumor protein (TCTP), putative [Leishmania panamensis] 322 322 100% T7e-111 92% XP 010699487 1
) puative lgE-dependent histamine-releasing factor [Leishmania braziliensis MHOMBR/75/M2904) 319 319 100% 7e-110 91% XP 001565400 1
o RulSlve MAOChonanal ransiatonally coMONea WMOT DIOteIN (1 G TP | LERIOMONas RYITOCONS! LB 3 S 1157 T 1 ) T
) putative transiationally controlled tumor protein (TCTP) [Leptomonas seymouri] 315 315 100% 3e-108 89% KPI292091
) IgE-dependent histamine-releasing factor [Strigomonas culicis] 298 298 100% 1e-101 82% EPY31477.1

[ utatve miochondra vansationaly contrted umer orolen (TCTP) Typancsoma et 293 293 100% 2099 81% omcawant |

@ transiationally controlled tumor protein (TCTP) [Trypanosoma theileri] 290 290 100% 2e-98 79% ORCS88779.1
) lgE-dependent histamine-releasing factor [Angomonas deanei] 287 287 100% 2e-97 80% EPY369121
() lgE-gependent histamine-releasing factor {Angomonas deane] 289 289 100% 3e-97 80% EPY31663.1
@ |gE-gependent histamine-releasing factor [Trypanosoma cruzi strain CL Brener] 286 286 100% 1e-96 79% XP 8063591
@ |gE-gependent histamine-releasing factor.putative (Trypancsoma brucel gambiense DALE72) 285 285 100% 2e-96 79% XP 0117760261
@ transiationally controlied tumor protein (TCTP). putative [Trypanosoma brucet brucel TREUS27] 285 285 100% 2e-96 78% XP 8475051
¥ transiationally controied tumor protein (TCTP) [Trypanosoma cruzi Dm28c) 285 285 100% 3e-96 79% ESS648611
@ lgE-gependent histamine-releasing factor (Trypanosoma cruzi strai CL Brener 282 282 100% 4e-95 78% XP 8065231
¥ lgE-dependent histamine-releasing factor [Trypanosoms rangeli SC58) 276 276 100% 8e-93 76% ESL0S6341
) unnamed protein product [Phytomonas sp._isolate EM1] 275 275 100% 1e-92 79% WE2579 1
@ unnamed protein product [Trypanosoma congolense 1L3000] 273 273 100% 2e-91 73% CCC924381
@ putative IgE-dependent histamine-releasing factor [Trypanosoma congolense 1L3000) 273 273 100% 1e-90 73% CCC92437.1
) unnamed protein product [Phytomonas sp._isolate Hart1] 268 268 100% 1e-89 71% CCW659901
@ 1gE-dependent histamine-releasing factor putative [Trypanosoma brucel gambiense DALST2) 266 266 100% 9e-89 79% XP 0117760251
@ putative igE-dependent histamine-releasing factor [Trypanosoma vivax Y486) 265 265 100% 1e-88 78% CCC50031.1
¥ IgE-dependent histamine-releasing factor, putative [Trypanosoma brucei brucel TREU927] 265 265 100% 2e-88 79% XP 8475061
@ |gE-cependent histamine-releasing factor [Trypanosoma grayy] 257 257 88% 1e-85 79% XP 0093126701
L) Hypothetical protein. putative [Bodo saltans) 249 249 100% 2e-82 68% CUG053021
0 IgE-gependent histamine-releasing factor (Perdnsela s, CCAP 1560/4] 182 182 100% 1e-55 54% KNH041851

« ¥ [gE-dependent histamine-releasing factor. putative [Trypanesoma equiperdum| 157 157  48% de-47 87% SCUB91791 K




XP_001468164.1beta-tubulin [Leishmania infantum JPCM5]

uncharactenzed protein
beta tbuiin (Lesshmanss infantum JPCMS] 928 928 100% 00 99% xP 0014834501
bets tubu mania infantum) 928 928 100% 00 99% 3SUZ450881
bets-tubulin [Lesshmania brazliensis MHOWERTSM2804] 927 927 100% 00 99% xP 0015878821
beta-tubulin [Lesshmania majer] 926 926 100% 00 99% CaAM 1
beta-tubulin (L esshmania beasliensis MHOMBR/TSM2004] 925 925 100% 0.0 99% xP 0015875831
beta tubuin [Leshmansa majoc strain Friediin] 925 925 100% 00 99% xP 0018311581
beta tubulin [Leishmansa mexicana MHOMWGT/2001/U1103) 924 924 100% 00 99% xXP 003ETS4S51
beta-tubulin [Leshmania guysnenss] 924 924 100% 00 99% ASGEITSON
Data bbuin [Leshmana donovani] 923 923 100% 00 99% AvUTA4281
— . — T T T T —

beata dbulin (Leshmana donovani] 921 921 100% 00 99% ADJSSI03)
beta-tubulin [Lesshmana tarentolae] 921 921 99% 00 99% ABSCH56T1
pata-tubulin [Lesshmania donovan] 918 918 100% 00 99% AFKEZE20.1
bats tubuin [Lesshmana beazibens's MHOWER/TSM2204] 917 917 100% 00 98% @
fubuin beta [Angomonas deane| 914 914 100% 00 EFY2T: 1
pata-tubulin [Lesshmania majer] 913 913 100% 0.0
BecName. Full=Tubulin beta chain: AltName: Fufi=Bata-ubulin 911 911 100% 00
b i bara S o A A . M N

¥ batatubuin (Trypanosoma theile] 851 851 97% 0.0

#  peta-tubylin (Trypancsoma orav] 850 850 9™ 00

¥ petatubyin (Trypanosoma dandewsky] B43 845 9% 00
Betaiubyin (Bogo saltans) 847 84T 9T% 00

¥ betatubuln (Trypanosoma ranoss] 847 847 9% 00

#  beta tubuin 1.9 (Trypancsoma cruzi] g47 84T 9% 00

¥ pata iuin (Trycancsoma e strain G Erener) 845 345 9% 00
peta fiubuin (Leshmania mexccana MHOMGT/2001/4)1103] 642 842 90% 00
RecName: Full=Tubulin beta chan: AliName: Fyli=Bata-tubuin 841 &4 9% 00

¥ putatve deta woutn [Tryoanosoma viva Y430) 840 340 9™% 00

¥ peta wbusn [Tryoanosoma brucel brycel TREUE2T) 839 839 9% 00

@ unnamas ororen oroduct [Tryoangsoma congglense 1L3000] 839 8§39 97% 00

¥ paia tbuin [Tryoacosoma eng] 833 83 9% 00

¥ pata aibusn [Tryeancsoma evansd 837 837 9% 00

® Iudylin (Trypanesoma evans’] 835 835 9% 00

XP_001468360.1 hypothetical protein, unknown function

[Leishmania infantum JPCM5]

@ hypothetical protein, unknown function [Leishmania infantum JPCMS] 656 656 100% 0.0 100% XP_0014 1
# hypothetical protein. unknown function [Leishmania donovani] 650 650 100% 0.0 98% XP_003864139.1

| @ hypothetical protein LMJF_33_2990 [Leishmania major strain Friedlin] 497 497 100% 4e-175 79% XP_001686061.1
@ hypothetical protein, unknown function [Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103) 490 490 99% 5e-170 80% XP_003878557.1
@ hypothetical protein LPMP_333110 [Leishmania panamensis] 335 335 100% 6e-111 59% XP_0107024011
@  hypothetical protein, unknown function [Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904] 334 334 100% 1e-110 60% XP_001568093 1
@  hypothetical protein, unknown function [Leishmania guyanensis] 330 330 100% 2e-109 59% CCM18756.1
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XP_003873457.1putative small myristoylated protein-3
[Leishmania mexicanaMHOM/GT/2001/U1103]

@ putative small myri d protein-3 [Leishmani; i MHOM/GT/2001/U1103] 238 238 100% 1e-79 100% XP_003873457.1

O putative calpain-like cysteine peptidase (Leishmania infantum JPCM5] 237 237 100% 3e-79 99% XP_001464270.1

O putative small myristoylated protein-3 (Leishmania major strain Friedlin] 234 234 100% 8e-78 98% XP_001687686.1

[ putative calpain-like cysteine idase [Lei i iensis MHOM/BR/75/M2904] 220 220 100% 1e-72 91% XP_001563372.1
= e Lonmans Draznanss MO Er ronconay 7 B L R R S
O calpain-iike cysteine peptidase. putative [Leishmania panamensis] 220 220 100% 2e-72 90% XP_0106973151 Y
@ calpainfike cysteine peptidase putative cysleine pentidase, Clan CA, family C2. putative (Leishmania guyanansis] 218 218 100% 1e-71 90% CCM139401

© pulaiive cajpain ke cysteine pept Yecysteine peptidase Clan CA famiy C2 7y T2 212 100% 3000 B0 Xeomer -
O putative calpain-like cysteine peptidase putativecysteine peptidase Clan CA family C2 [Leptomonas pyrrhocoris] 210 210 100% 2e-68 86% XP_0156557091

O calpain-iike cysteine peptidase [Strigomonas culicis] 202 202 99% 3e-65 83% EPY310791

[ calpain-like cysteine peptidase [Stri culicis] 202 202 99% 1e-64 83% EPY312241

a . cxy : ; : T

@ putative calpain-like cysteine peptidase [Trypanosoma vivax Y486] 186 186 97% 4e-59 75% CCC49075.1

@ calpain-like cysteine peptidase [T brucei equiperdum] 185 185 100% 1e-58 73% RHW71655.1

@ putative calpain-like cysteine peptidase [T 1L3000] 184 184 99% 2e-58 74% CCCI15141

@ calpain-iike cysteine peptidase, putative Trypanosoma brucei brucei TREU927) 184 184 100% 2e-58 73% XP_846029.1

@ calpain-ike cysteine peptidase (Trypanosoma conorhini] 182 182 99% 1e-57 70% RNF25678.1

@ putative calpain-like cysteine peptidase [T: I 1L.3000] 182 182 99% 2e-57 72% CCCI15151

@ calpain-iike cysteine peptidase. putative [Trypanosoma brucei brucei TREU927] 181 181 99% 6Be-57 71% XP_846030.1

@ LOW QUALITY PROTEIN: calpain-like cysteine peptidase. putative [T brucei i DAL972) 187 371 99% 2e-56 74% XP_0117748161

@ calpain-iike cysteine peptidase [Trypanosoma rangeli SC58] 178 178 99% 9e-56 68% ESL08837.1

@ calpain-like cysteine pepti (s cruzi strain CL Brener] 177 177 99% 1e-55 69% XP_807299.1

@ calpain-like cysteine peptidase (Trypanosoma cruzi cruzi) 177 177 99% 1e-55 68% PBJEIITE1

@ calpain-like cysteine pepti (T cruzi strain CL Brener] 177 177 99% 2e-55 69% XP_8077711

@ calpain-like cysteine paptidase [Trypanosoma rangeli] 177 177  99% 3e-55 66% RNE99364.1

@ putative calpain-like cysteine peptidase [Tr cruzi] 176 176 99% 3e-55 68% PWV074501 HT
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ANEXO C - ANALISE COMBINADA DA PREDICAO DE EPITOPOS DO ABCPRED

COM A SIMILARIDADE OBTIDA PELO BLAST ENTRE AS PROTEINAS DE

XP_001563094.
XP_003873146.
XP_001681647.
XP_003392281.

XP_001563094.
XP_003873146.
XP_001681647.
XP_003392281.

XP_001563094.
XP_003873146.
XP_001681647.
XP_003392281.

LEISHMANIA

XP_003873146.1 Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103

e N e

e

————————— MTVEESEGVEQIVPAKNH
--MPVFHAVMSVEESEGVERIVPVKNH
LIMPVFHAVMSVKESERVERIAPVKNE
--MPVFHAVMSVKESEGVERIAPVKNH

Kekoekkk Kkeoek Kk kKA

TWGLRFQCASCNEESTGMMYVHVAEQYERDGGT
AWGLRFECASCNEKSAGMMYYNQTEQHERDGGM
AWGLRFQCASCNEESTGMMYYNQTEQHERDGGM
AWGLRFQCASCNEESAGMMYYNQTEQHERDGGM

ekkhkkhkkoekhkhkkhhkk ok o khkkk

ek ke kK kK kK

HNLIFKCKLCKADITADVLPVPAGTGYYSAE-ENSANVIAAFEVRGGRPVELHIDNQWIV
HNFVSKCKLCKADITADVLSVPAGTGYYSAVEENPANVIAAFEVRGGRPVELHIDNQWMI
HNFVSKCKLCKADITADVLPVPAGTGYYSAEEENPANVIAAFEVRGGRPVELHIDNQWMI
HNFVSKCKLCKADITADVLPVPEGTGYYSAEEENPANVIAAFEVRGGRPVELHIDNQWIV

Kk e o

KAk kAhkhkkhkhkhkkhkhkkhkk Kk *k Xkkkkkk*k

VAAGGGSFEDADLSQEWYDYDEGAQAAVSVVGVSIGFEKSKKK
VTAGGGLFEDVDLSQEWYDYDERSRATVSVAGVSVDFEKSKKK
VTAGGGLFEDVDLSQEWYDYDESSQATVSVAGVSVDFEKSKKK
VIVGGGLFEDVDLSQEWYDYDESSQAAVSVAGVSVEFEKSKKK

* e kxk ok

*  kkk ok kkkkxokk

e ek e kkk Kk k oo

* Kk k ok ok kK

KKk KA KAKRAKRAIAA XA AN A IAAANKA A KK o o

153
l6l
343
l6l

XP_001464059.1 conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCM5]
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XP_001466606.1 conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCM5]
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XP_001468460.1 putative translation elongation factor 1-beta [Leishmania infantum JPCM5]
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XP_001562623.1 putative endonuclease 111 [Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904]
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XP_001466177.1 putative GTP-binding protein [Leishmania infantum JPCM5]

XP_001466177.
XP_001565706.
CCM16187.1

1
1

MQQAPSDCVASFKI]
MQOQTPSDCVASFKI]
MQQTPSDCVASFKI]

Kk Kk k o kkkk ok kokkk

ILVGDGGTGKTTEV
ILVGDGGTGKTTEV
ILVGDGGTGKTTEV

Kk ok ok ok ok kkkokkkkkx

RHLTGE
RHLTGE
RHLTGE

* Kk k k Kk x

EKRYVATVGVDVHP]
EKRYVATVGVDVHPI
EKRYVATVGVDVHP]I

Kk ok ok kkkkkokkkkkx

TF
TF
TF

* %

{TNRGKI
I TNRGKI
I TNRGKI

* ok k Kk kK

XP_001466177.1
XP_001565706.1
ccM16187.1

CFNCWDTA
CEFNCWDTA
CFNCWDTA

*kkkk Kk kK

QEKFGGLRDGYYVEGQCAIIMFDVTSRNTYKNVPNWYRDITRVCDNIPIVL
QEKFGGLRDGYYVEGQCAIIMFDVTSRNTYKNVPNWYRDITRVCDNIPIVL
QEKFGGLRDGYYVEGQCAIIMFDVTSRNTYKNVPNWYRDITRVCDNIPIVL

KK AR KA KRR AR AR A AR A A A AR A AR AR A AR AR A AR A AR A AR AR A A A ARk kK

XP_001465979.1 putative IgE-dependent histamine-releasing factor
[Leishmania infantum JPCM5]
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XP_001468164.1beta-tubulin [Leishmania infantum JPCM5]
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GRY
GRY
GRY
GRY
GRY
GRY
GRY
GRY
GRY
GRY
GRY
GRY
GRY
GRY

* K %

NNIRSSICDIPPKG
NNIKSSICDIPPKG
NNIKSSICDIPPKG
NNIKSSICDIPPKG
NNIKSSICDIPPKG
NNIKSSICDIPPKG
NNIKSSICDIPPKG
NNIKSSICDIPPKG
NNIKSSICDIPPKG
NNIKSSICDIPPKG
NNIKSSICDIPPKG
NNIKSSICDIPPKG
NNIKSSICDIPPKG
NNIKSSICDIPPKG

khkk ek hkk A hkkrkhkkrxFhrk *

KMSATSIGN
KMSVTFIGN
KMSVTFIGN
KMSVTFIGN
KMSVTFIGN
KMSATFIGN
KMSVTFIGN
KMSVTFIGN
KMSVTFIGN
KMSVTFIGN
KMSVTFIGN
KMSVTFIGN
KMSVTFIGN
KMSVTFIGN

* %

76

310
310
310
310
310
310
310
310
310
310
310
310
360
310

370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
370
420
370

XP_001468360.1 hypothetical protein, unknown function [Leishmania infantum JPCM5]

XP 010702401.1 QQQHPQCISQPFAPRAYHLEPMNALQQORQQCGGAQGM
QQQHPQCISQPFAPRAYHLEPMNALQQORQQCGGAQGM
QQQHPQCISQPFASRAYHLEPMNALQQRQQCGGAQGM
QOR--MODNLQGVASRAYHLEPISPLOTRQQOGGCMPG

0S--MOGNRQAVASRAYHLEPINPLQOLRQQGGSMPGM
0S--MQGNRQAVASRAYHLEPISTMQLRQQRGSMPG

0S--MOGNRQAVASRAYHLEPISTMQOLRQORGSMPGM

CCM18756.1

XP 001568093.
XP 003878557.
XP 001686061.
XP 001468360.
XP 003864139.

XP 010702401.

CCM18756.1

XP_001568093.
XP_003878557.
XP_001686061.
XP_001468360.
XP_003864139.

e el

e

VGQOAGGSVAGGGLPAYGPGPM
VGOOAGGSVAGGGLPAYGPGPM
MGQQOAGGSVAGGGLPAYGPGPM
VGOOPGCGVM-NGLSAYGPRPM
M-QQPGGGMM-DGLSAYGPRPM
IGQOPGGGMM-DGLSTYGPRPM
IGQQPGGGMM-DGLSTYGPRPM

* * Kk kkokkkkoks | ok kkk K xx K. Kk akkk kK
VRDMONGYMNPLPAGAARSGAYGTHGVPGNNPMGHGVAGYAAGMGGTGTSQONGNPHNETA
VRDMONGYMNPLPAGAARSGAYGTHGVPGNNPMGHGVAGYAAGMGGTGTSQNGNPHNETA
VRDMONGYMNPLPAGAARSGAYGTHGVPGNNPMGHGVAGYAAGMGGTGTSQONGNPHNETA
IGDAQDGHMGPQPGDVARATGYGTQGMHGNNSMGCGP-—-—--AGMGGANNLONGNAVLEFAA
VRGVQDGHMGPPPADVARAAGDGTQGIYGNCSMSYGD----AGMGGVHKLONGHAVLLTA
IRDVODGHMGPQOADAARAAGYGTQGMYGSHLMSYGA----AGMGGVNNLONGNAALFAA
IRDVQDGHMGPQOADAARAAGYGTQGMYGSHLMSYGA--—--AGMGGVNNLONGNAALFAA

. *:*:*.* .. **: **:*: *****. . ***: ::*

XP_003873457.1putative small myristoylated protein-3 [Leishmania mexicana

XP_003873457.
XP_001464270.
XP_001687686.

CCM13940.1

XP_001563372.
XP_010697315.

MHOM/GT/2001/U1103]

DSKIEAIGNT
DSKIEAIGNT
DSKIEAIGNT
DSKVEPIGNT
DSKVEPIGNT
DSRVEPIGNT

Kk koo ok Kk ok Kk K|

[MOKDEESGEFKCELJ
MOKDEESGEFKCELY
MOKDEESGEFKCELY
MORDEESGEFKCELY
MORDEESGEFKCELY
MORDEESGEFKCELY

Pk k% ok ok k ok x ok ok ok k ok x

IAPTTTEMFIEGEPNGFKISFEANPIAKA
IAPTTTEMFIEGEPNGFKISFEANPIAKA
IAPTTTEMFIEGEPNGFKISFEANPIAKA
IAPMVTEMFIEGEPNGFKISFEANPIPKA
IAPMVTEMFIEGEPNGFKISFEANPIPKA
IAPMVTEMFIEGEPNGFKISFEANPIPKA

kxkkhkrhkkhkrxhkhkhkhkhkhkrxhkxkkx **k

115
115
115
115
115
115

81
81
81
237
77
78
78

141
141
141
293
133
134
134
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ANEXO D - ANALISE COMBINADA DA PREDICAO DE EPITOPOS do ABCPRED

COM A SIMILARIDADE OBTIDA PELO BLAST ENTRE AS PROTEINAS DE
TRYPANOSOMA

XP_003873146.

ORC85833.1
ESL09331.1
XP 820892.1
PBJ69691.1
CCC46509.1
CCD15491.1

XP_001219037.
XP_011771490.

XP_003873146.

ORC85833.1
ESL09331.1
XP_820892.1
PBJ69691.1
CCC46509.1
CCD15491.1

XP 001219037.
XP 011771490.

MPVFHAVMSVEESEGVERIVPVKN}

MPSFRLCLS-AETEGVVRIRPTKPENWGLKVQCEACRETSPHFIYV
MPYFRVCLN-AETEGVVAIRPVRPRVWGLKEDCDSCRETSPHEVYV
MPFFRVCLR-AETEGVLSIRPARPRVWGMKFECDSCRETSPHEVYV
MPFFRVCLR-AETEGVLSIRPARPRVWGMKFECDSCRETSPHEVYV
MPLEFSVRVS-AETEGVTAIRPTRPRPWGLKVICDSCKEQSPHEVYV
MPQYSLLAS-AETEGVERIQPMRPERDWGMKVECDSCREVSPNYIYV
MPLYRLSVS-AETEGVVCIRPMRPENWGLKVTCDACREFSPNEVYV
MPLYRLSVS-AETEGVVCIRPMRPENWGLKVTCDACREFSPNEVYV

* %

* ok kK

XP_003873146.1 Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103

AWGLRFECASCNEKSAGMMYV&QTEQHERD—GGMH

ESEEHESGGGGTR
EREERDSGGGGTR
EAEERDSGGGGTR
EAEERDSGGGGTR
EDEQCDSGGGGTR
ETEERENAGGGTR
ESEECDSGGGGTR
EGEECDSGGGGTR

* k. K’k e . * ek Kk % ekk e k.

DNOQWMIVTAGGGLFEDVDLYQEWYDYDERSRATVSVAGVSVDFEKSKKK-——-—-———
DDKWEVE-AEGTTFRDVNLAEDWMEYDESAGVAVSVTGANVTFHRAKKTK-—-————
DDQWVVE-AEGSAFERVDLSEGWVDYDEASGAPVSVSGVSVSFERAKRTKHGEVNA
DGNWVVE-AEGSSFDGVDLSEDWMEYDEASGAVVSVSGVSVVFERAKKKKQHEGNA
DGNWVVE-VEGSSFDGVDL$EDWMEYDEASGAVVSVSGVSVVFERAKKKKQHEGNA
DDRWVVS-SEGETFDGVDL$TDWMEYDEKSATSVSVSNFTVSFARKRGK--—-———-
GSNWVVV-SEGATFEGADL$TDWMEYDEKSGTAVSVSQFEVSFHRLKKGK-—————
DDKWVVE-AEGATFEAADLSTDWMEYDEKSGNAVSVSQFTVEFSRLKKSK-—-————
DDKWVVE-AEGATFEAADLYTDWMEYDEKSGNAVSVSQFTVEFSRLKKSK-——-—-——

* . * *

ok . * ek k Kk

* Kk Kk . *  x

161
158
162
162
162
160
158
162
162

XP_001464059.1 conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCM5]

CCC52973.1

XP 011779655.

XP_828521.1
ORC86181.1
PBJ78103.1
XP_806326.1

XP_009310830.
XP_001464059.

XP 828522.1
CCC52974.1
ORC86182.1

XP 009310829.

PBJ78102.1
XP_812660.1
XP_806325.1

CCC52973.1

XP 011779655.

XP_828521.1
ORC86181.1
PBJ78103.1
XP_806326.1

XP_009310830.
XP_001464059.

XP 828522.1
CCC52974.1
ORC86182.1

XP 009310829.

PBJ78102.1
XP_812660.1
XP_806325.1

MSCKEGRTEDPTRLRVSH
MSDKSGDDSRSSQVRVS)
MSEKGGDDSRSSQVRVSY
MSSESGNPSEPIRVRVGA
MSCDAEEPSGPIQVRVG]
MSCDAEEPSGPIQVRVG)
MAFESEKAAEPIQVRVG]
MSAENC---GNAIVRVS
MTTGKSD-RPRNSVRVG]
MTAENND-RPKNAVRVG]
MSTENTE-RPKNAVRVG
MSAENTE-RPKNAVRVG
MSAESAE-RPKNAVRVG
MSAENAE-RPKNAVRVG
MSAENAE-RPKNAVRVG

* . o kK

* . * * .

rgggyuggogyggoggzzzz2z2220

LITVKRITTSQGRAL
GLIDVKKITTSRGAZ
GLIDVKKITTSRGAZ
GLVVVKAITTSRGS
GLVTVKKITTSRGNY
GLVTVKKITTSRGNY
GLVLVKRITTSRGN
GVVEVKKICTSRAQL
OMVVVKKITTSRQV
OMVTVKKISTSRGI'
OMITVKRINTSRGG
OMVVVKKINTSRGG
OMVLVKKISTSRGG
OMVLVKKISTSRGG
OMVLVKKISTSRGG

Kk kK kk .

QRRYYIYLEFVKHRFHDGVTEIIVSGLGQAISDAVAVAEILK
KRRNESYVDSIKVRLSGGKPEVTISALGKAISDAVAVAEILK
'[KRRNFSYVDSIKVRLSGGKPEVTISALGKAISDAVAVAEILK
RGRNFAYVDFTKHRLHEGGPEIIISGLGRAISDAVAVAEILK
DRRNFAYVDFTKHRLHEGKPEVIITGLGRAISDAVAVVEILK
DRRNFAYVDFTKHRLHEGKPEVIITGLGRAISDAVAVVEILK
'KRRNFAYVDFTKHRLHEGEPEIVISGLGRAISDAVAVAEILK
NKRKEFGYVDYTKHRLHEGYPEVVISALGTAIADAVSVVELLK
RGTKFLFVDITKHLLHDGEKEVYVSALGGAINEAVSVVEMLK
YGTKFLYVDITKHLLHDGEKEVFISALGTAINEAVSVVEMLK
HGSKFLYVDITKHLLHDGQEEVSISALGKAINEAVSVVEMLK
HGSKFLYVDITKHLLHDGEKEVSISALGKAINEAVSVVEMLK
HGSKFLYVDITKHLLHDGEKEVSISALGKAINEAVSVVEMLK
HGSKFLYVDITKHLLHDGEKEVSISALGKAINEAVSVVEMLK
HGSKFLYVDITKHLLHDGEKEVSISALGKAINEAVSVVEMLK

ee kk kk  ekk ek ke kK

PRTKSVIHSEEILIEKAPNEFDSIYDEQOQRRKFEKKERVS———

ESDGDAVNDKIEILITKSKDFDTIYAEQQKRKLENADKKE-—--
ESDGDAVNDKIEILITKSKDFDTIYAEQQOKRKLENADKKE---
KP-LAPLIDKIEIVVVKSKDFDSIYEEQQKRKSENAEKRESN-
KSSSTSVIDKIEILVVKSKEFDSIYEEQQOKREKDEIAEKGQ---
KSSSTSVIDKIEILVVKSKEFDSIYEEQQKREKDESAEKGQ---
KSSFTSLIDKVEILVGKSKDFDTIYEEQQOKKEKNEAAEKKE-—-—
DDVRSTTTDKIEVVVVKSPDEDAIYDOOOKDREIAKARAEADE
EEPDDGPVDKIEIVVTKADGFDAKYEEQQOKAREAKRLEKEKNE
PNGRGNPVDKIEIIVTKAPGFDAKYAEQQKVREAKKLEKEKGD
EGTRNSTVDKIEIVVVKAPGFDEKYKEQQOKMREAKKLEKEDAE
EGTRNTTVDKIEIVVTKAPGFNEKYEEQQKIREAKKLEKEGTE
EGARNNTVDKIEIVVTKAPGFNEKYEEQQOKMREAKKLEKGNEN
EGARNNTVDKIEIVVTKAPGEFNEKYEEQQKMREAKKLEKGNEN
EGARNNTVDKIEIVVTKAPGFNEKYEEQQOKVREAKKLEKGNEN

ok o o e * . * . * ok Kk .

59
59
59
59
59
59
59
59
59

60
60
60
60
60
60
60
57
59
59
59
59
59
59
59

117
117
117
118
117
117
117
117
119
119
119
119
119
119
119



XP_001466606.1 conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCM5]

XP 843943.1
XP_011772326.1
XP_001466606.1
cCcc89789.1
cCcC47104.1
ORC90142.1
XP_009307882.1
ESL09207.1
EKF29992.1
XP 810165.1
FKG04679.
PBJ72798.
PWU99041.
£SS67032.

e

XP_843943.1
XP_011772326.1
XP_001466606.1
€CcC89789.1
ccc47104.1
ORC90142.1
XP_009307882.1
ESL09207.1
EKF29992.1
XP_810165.1
EKG04679.
PBJ72798.
PWU99041.
ESS67032.

e

XP 843943.1
XP_011772326.1
XP_001466606.1
€Ccc89789.1
ccc47104.1
ORC90142.1
XP_009307882.1
ESL09207.1
FKF29992.1
XP_810165.1
EKG04679.
PBJ72798.
PWU99041.
ESS67032.

e

XP_001468460.1 putative transl

XP_009308457.1
CCC51528.1
AGN32949.1
XP 818671.1
FKG04021.1
ORC93060.1
XP_001468460.1
SCU66719.1
XP_844509.1
XP_011772945.1
XP_009310126.1
ORC93493.1
XP_804306.1
PBJ69885.1
FKG04965.1
EKF33466.1

—-—-—-AGAEHHHSEDSGAAMSHSEGDHREDTNGAMVSDYIKSSA--—-—-—-—————
—-—--AGAEHHHSEDSGAAMSHSEGDHREDTNGAMVSDJKSSA-—————————

—==DGDT--—====—=—————————— = TGS-SPD
———————— RV--LVTDASACGAGCDGVIVLGGSRAAS

RPAAGEPHPGGEDE

FDAVSDHSETTS---RNSESQV--DVGPV-AATEASVKRILVD--—-—-—-4-—----——————-—-——
FKQVDTEVP—ATTAHAGEEHHS——RVDEHSSSAEEDVDPTLTDQSLQG;Q —————————————

PSVATMRA---TATHTGEAQQT--VVDATLSRDENTERSALTERQEQP
—————————————————————————————————— EDANTGLTGSQQQQ

VSSAAEPHEVQKSR

VNLGNVRVSTVVQQADGTQ-QL~--PVDDALLCDCDNTKFILTGSQQEE-—————————————
VNLGNAKVSTVVEQADGTR-QL--PVDDALLCDTGNTKVILTGSQKEE{-————————— E-—-
VNLGNAKVSTVVKQADGTR-QL--PVDDALLCDTGNTKVILTGLOKEE{-————————— E-—-
VNLGNAKVSTVVKQADGTR-QL--PVDDALLCDTGNTKVILTGLOKEE{-————————— E-—-
VNLGNAKVSTVVKQADGTR-QL--PVDDALLCDTGNTKVILTGLOKEE{-————————— E-—-
LSCKNLHLTNRAWCVKDCYLRLNTLVNNPGKEALBVDPTSAATALFCERTD-———— ADHD
LSCKNLHLTNRAWCVKDCYLRLNTLVNNPGKEALBVDPTSAATALFCERTD-———— ADHD
LDCOKLHLSNRGULVRDRFIRLNMLVDNPGKOALIRHPGRSLKMRICRRDVE POKGETHN
INCKKLHLSCRAYRLKDCYVRLNMLVSNQAKEKL}TNPMSAAHVSLCEERA-———— AGHD
MNCNKLHFSNRAYVLGDRYVKINMLVENPAKVAL}TDPLSANSARFCESVA-———— HSHD
MKCRQLHLTNRAYLIGECYVRVNMLVDNPARQKLY}TSPAAMGQTEFCSVES————— PTHD
LKCPKLHLTNRAUMVGDCYVRINMLVNNPARVALYLSKPSQAAGTAFCTDAD-AAGSEGHD
MECRFLHLTNRAILVGDRYVRINMLLDNPARVAVIKDPVSAAEASFCTAAN-———— GGHD
MECQFLHLTNRAYLVGDRYVRINMLLDNPARVALJKNPMLAAKATFCAVVD-———— DGHD
MECQFLHLTNRAYLVGDRYVRINMLLDNPARVALIKNPLLAAKATFCTVAN-———— GGHD
MECQFLHLTNRAYLVGDRYVRINMLLDNPARVALJKNPLLAAKATFCTVAN-———— GGHD
MECQFLHLTNRAYLVGDRYVRINMLLDNPARVALIKNPLLAAKATFCTVAN-———— GGHD
MECQFLHLTNRAYLVGDRYVRINMLLDNPARVALJKNPLLAAKATFCTVAN-———— GGHD
MECQFLHLTNRAYLVGDRYVRINMLLDNPARVALIKNPLLAAKATFCTVAN-———— GGHD
._* ‘k*:: *. . . -::* *:.* . H * :* *:
VTCSFVHYNRGTVYKEAPSPPALPTALFPGMOPREHVGRGRGR---NPLGRGRGA-RGRG
VTCSFVHYNRGTWYKEAPSPPALPTALFPGMOPREHVGRGRGR---NPLGRGRGA-RGRG
TTCRFLHYNRGDNYTEKPIPPHRPLAAL PDLTPSRPAQATDSNKRAR--GRGRGDRGGRG
VTCREVHYNRGAWVHKEISRPPDLPLAVFPALRPRAEGRRVRGVASSHCGGRGQOGRGRGRG
VTCKNIHYNRGGRYKEVPRIPARPLAILPSMRPRLCPATRLESGPGR-————————————
VTCSFVHYNRGSRYTEVPREPSKPLALF PNMRPRGPHIVSGGGDRRNNKPHSRG--RGGG
VKCSFVHYNRGS|I'YTEAPRQPSMPLAVPSLRPRLPRPAVSGGRGGR-GRG-————— GRG
VTCAFLHYKRGNWYTEVPREPAKPLAVE PNLRPQAPRPAGGG--GGH-RCPLRG--RGRG
LTCAFVHYNRGKNYTEVPREPSKPLAVE PSTRPRAPRTAGGR--GGR-GGPSRG--RGTG
LTCAFVHYNRGKNYTEVPREPSRPLAVE PSLRPRAPRPTGGR--EGR-GGPSRG--RGSG
LTCAFVHYNRGKWYTEVPREPSRPLAVE PSLRPRAPRPAGGR--EGR-GGPSRG--RG--
LTCAFVHYNRGKWYTEVPREPSRPLAVE PSLRPRAPRPAGGR--EGR-GGPSRG--RG--
LTCAFVHYNRGKNYTEVPREPSRPLAVE PSLRPRAPRPAGGR--EGR-GGPSRG--RG-—
LTCAFVHYNRGKWYTEVPREPSRPLAVE PSLRPRAPRPAGGR--EGR-GGPSRG--RG--
. * * * . *

* ek ke kK

* *

e L o rd
Ul tiuriyauvurti

ELNGRLGT®PYVSGFSPSQEDAK{FSEMFGS-HTAVIEWAARMASYYQAERDQLAKGAAS

ELNGRLGA
ELNGRLGT
ELNGRLSS
ELNGRLSS
ELNGRLTA
ELESKLGG
KLEEKLKG
KLEEKLKG
KLEEKLKG
ELEGKLKG
ELESKLKG
ELEGKLKG
ELEGKLKG
ELEGKLKG
ELEGKLKG

ok . . % .. * * .

LFLGGAKPTAEDVK?

* * . * ..ok

PYVAGFTPSKEDARJIFSEMEGS-NTNVMQWAARMAAYYQAERDQLGSRSAS
PYVAGYSPSREDAKAFAEMEGS-HTAVIEWAARMASYYQAEREQLLKGAPS
PYVSGYCPSQEDAKYIFAEMEFGS-CTAVAEWAARMASYYQAEREQILKGTTS
PYVSGYCPSQEDAKJFAEMEGS-CTAVAEWAARMASYYQAEREQILKGTAS
PYVSGFTPSQEDARIFAEMEFGS-RTAVIEWAARMAAYYQAERDELAGAASS
FNDLLGANHVNLYRWAKNMATYTEGERKAWGGPVRV
LFLGGVKPSEEDVKAEFNDLLGGDNTNVFRWVKNIASFTEAERTAWGAPVKI
LFLGGVKPSEEDVKAEFNDLLGGDNTNVFRWVKNIASFTEAERTAWGAPVKI
LFLGGVKPSEEDVKAFNDLLGGDNTNVFRWVKNIASFTEAERTAWGAPVKI
LFLGGAKPSEEDVKNENDLLGAGNTCVCRWVKNVASFTEAERKAWGAPVKV
LFLGGAKPSAEDVKNFSDLLGAGNTCVYRWVKNMASFTEAERKAWGAPVKV
LFLGGTKPSQEDVKIFNELLGAENTSLYRWVKHMASFTEAERKAWGAPVKV
LFLGGTKPSKEDVKREFNDLLGAENTSLYRWVKHMT SEFTEAERKAWGAPVKV
LFLGGTKPSKEDVKRENDLLGAENTYLYRWVKHMTSFTEAERKAWGAPVKV
LFMGGTKPSQEDVKREFNDLLGADNTSLYRWVKHMASFTEAERKAWGAPVKV

78

73
73
57
75
57
105
105
61
94
95
95
95
95

274
274
257
261
243
290
314
238
256
265
265
265
265
55

388
388
375
379
348
406
425
351
369
378
376
376
376
166

ctor 1-beta [Leishmania infantum JPCM5]

64
64
104
64
91
64
71
71
106
180
71
71
71
71
71
71



XP_009308457.

CCC51528.1
AGN32949.1
XP 818671.1
EKG04021.1
ORC93060.1

XP_001468460.

SCU66719.1
XP 844509.1

XP_011772945.
XP_009310126.

ORC93493.1
XP_804306.1
PBJ69885.1
FKG04965.1
EKF33466.1

XP_009308457.

CCC51528.1
AGN32949.1
XP 818671.1
EKG04021.1
ORC93060.1

XP_001468460.

SCU66719.1
XP_844509.1

XP _011772945.
XP 009310126.

ORC93493.1
XP 804306.1
PBJ69885.1
EKG04965.1
FKF33466.1

SSKKAAI-
SKKAAPA-
SSKK-—-1-
SSKKAA-
SSKKAA--
SKKAAAAH-

-—-DD----- DDITL

AAPELRMPAPAAAKAVRSDAANE

TPPVAAHVAAPAA-----—- AHPAA-—-
TPPVAARVAAPAA-——-——- AFAAA-—-
TPPVAAHVAAPAA-----—- AHAAA-—-
——-ARA---——-- PAPVKEAP
TPPPAANAAAPAA-——-——- ANPAKEAP
-——SA-—--—-- SMNPAKQTP
-—-SA---—-—-- SMPAKQAP
-——SA-—--—-- SMNPAKQAP
-—-SA---—-—-- CVPAKQAP

TAPAAAR-

TATT--+-
TATT--1-
TATT--+-
TATT--1-

ALEAKKK]
ALDAKKK]
ALEAKKK]
ALEAKKK]
ALEAKKK]
ALEAKKK]
ALEAKKA
ALEAKKK]
ALEAKKK]
ALEAKKK]
ALEAKKK]
ALEAKKK]
ALEAKKK]
ALEAKKK]
ALEAKKK]
ALEAKKK]

* Kk e KKk Kk

(DAEAKKAKKVVIAK
(DADAKSSKKVVIAKS
(DADAKKAKKEIIAK
(DADAKKAKKEVIAKS
(DADAKKAKKEVIAK
(DADAKKAKKVVIAKS
(DAEKKKAKKDVIAK
(DAAAKSTKKVIIAKS
(DAAAKSTKKVIIAK
(DAAAKSTKKVIIAKS
(DAEAKKAKKVVIAK
(DADAKKAKKVVIAKS
(DADAKKAKKEVIAK
(DADAKKAKKEVIAKS
(DADAKKAKKEVIAKS
(DADAKKAKKEVIAK

* K * .k k .k kK

FGDATEEETAALEAKKKKDABDDDIDLEGDATEEETA
DDDIDLFGEATEEEKA
DDDIDLFGDATEEEAA
—————————————————— AARDEDIDLFGEATEEETA
—————————————————— AARDEDIDLFGEATEEETA
—————————————————— AERDEDIDLFGEVTEEEKA
KRAAPKAAAVAPPSAAAAEEPDDDIDLFGETTEEEKA
-——PAATPAKKAAEAPDDDIDLEGETTEEELA
-——PAATPAKKAAEAPDDDIDLEGETTEEELA
-——PAATPAKKAAEARPDDDIDLEGETTEEELA
-——KKETPVPAKKD-BPDDDIDLEFGDATEEETA
-——KKAAPAPAKKEERDEDIDLEFGEVTEEEKA
-——KKAASAPAKQADEDEDIDLEFGEATEEETA
-——KKAASAPAKQADRDEEIDLEFGEATEEETA
-——KKAASAPAKQADEDEEIDLEFGEATEEETA
-——KKSAPAPAKKEDEDEEIDLEFGEATEEETA

ke okkkkhkk e Khkkk Kk

SILFDIKPWDDTVDLEALAGKLHAIQRDGLLWGDHKL
SILFDIKPWDDTVNLEELAGKLHAIERDGLLWGDHKL
SILFDVKPWDDTVDLEALAKKLHAIERDGLLWGDHKL
SILEFDVKPWDDTVDLQALADKLHAVKRDGLLWGDHKL
SILFDVKPWDDTVDLQALVDKLHAVKRDGLLWGDHKL
SILEFDVKPWDDTVDLEALAQKLHAVKRDGLLWGDHKL
SILFDIKAWDDTIDLEALAQKLHAIQRDGLIWGDHKL
SILFDIKPWDDTVDLOQKLATELHAIKRDGLLWGDHKL
SILFDIKPWDDTVDLQKLATELHAIKRDGLLWGDHKL
SILFDIKPWDDTVDLQKLATELHAIKRDGLLWGDHKL
SILFDIKPWDDTVDLEALAGKLHAIQRDGLLWGDHKL
SILEFDVKPWDDTVDLEALAQKLHAVKRDGLLWGDHKL
SILFDVKPWDDTVDLQALANKLHAVKRDGLLWGDHKL
SILEFDVKPWDDTVDLQALANKLHAVKRDGLLWGDHKL
SILEFDVKPWDDTVDLQALANKLHAVKRDGLLWGDHKL
SILFDVKPWDDTVDLQALADKLHAVKRDGLLWGDHKL

KAk khkk ek Khkhkkeooko * ekhkhkk e oehkhkhkkoe kAKX Kk Kk kK

79

115
91

126
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XP_001562623.1 putative endonuclease 111 [Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904]

XP 001562623.

ESL06290.1
XP 807044.1
EKG02508.1
EKF30968.1
XP 829271.1

XP_011780498.

ORC86049.1
CCC95776.1

XP 009311053.

CCC53820.1
CCD18619.1

1

GGKVPREY
QGIVPRSY
QGRVPHSY
QGRVPHSY
QGKVPHAY
KGTVPRSY
KGTVPRSY
QGQVPRSY
NGMVPRSY
QGCVPQSY
EGKVPQSY
EGKVPQSY

LELTALPGVGPKMAN

CDLIALPGIGPKMAH

CLDLIVLPGIGPKMAH

LGLVSLPGVGPKMAH

LDLVGLPGVGPKMAH

CELTALPGVGPKMAH

LELTALPGVGPKMAH
LELTIALPGVGPKMAH]

FFQODADHRTVGIGVDTHVHRISQRYRWVPSTVKTPE

ADLTIALPGIGPKMAHRFLQEADGVVLGIGVDTHVHRISRRFHWVPSTVKTPE

FLOEADGVVLGIGVDTHVHRISQRFLWVPSTVKTPE

CDLIALPGIGPKMAHRFLQEADGVVLGIGVDTHVHRISQRFLWVPSTVKTPE

FLOEADGVVLGIGVDTHVHRICQRFLWVPSTVKTPE

{GLVSLPGVGPKMAHRFLQEADSVVIGIGVDTHVHRIAQRFHWVPSTVKSPE

FLOEADSVVIGIGVDTHVHRIAQRFHWVPSTVKSPE

DLTIALPGIGPKMAYRFLOQEADGVILGIGVDTHVHRIAQRFQWVPPTVKTPE

FLOEADGVILGIGVDTHVHRIAQRFRWVPSTVKGPE
FLOAADGVVVGIGVDTHVHRIAQREFNWVPMTVKTPE
FLOAADGVVLGIGVDTHVHRIAQRFRWVPATVKSPE
FLOAADGVVLGIGVDTHVHRIAQRFRWVPATVKSPE
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XP_001466177.1 putative GTP-binding protein [Leishmania infantum JPCM5]

XP 001466177.1 -—-—-MQQAPSDCVASFK
AAAT9869.1 @ —mmmmmmmm—————— FK
XP 843706.1 -—-MQASSTADCVATFK
CCC89621.1 -—-MQTPSTSDCVATFK
CCC46857.1 -—-MQTPSTSDCVATFK
XP 009309701.1 -—--MQONPSASECVATFK
ORC85762.1 -—-MQASSASDCVATFK
XP 814121.1 -—-MQVPSTSDCVATFK

XP 803906.1 CVGMQVPSTSDCVATFK

* K

L ILVGDGGTGKTTEVH
LVLVGDGGTGKTTEV}
LVLVGDGGTGKTTEV}
LVLVGDGGTGKTTEV}
LVLVGDGGTGKTTEV}
LILVGDGGTGKTTEVY
LILVGDGGTGKTTE VY
LILVGDGGTGKTTEVY
LILVGDGGTGKTTEVYE
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kkhkkkkhkhkkkhkkkhkkkk

*kkk KAk k Kk

TF]
TFH
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TN
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180
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56
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XP 001466177
AAA79869.1
XP_843706.1
cCcc89621.1
CCC46857.1
XP_ 009309701
ORC85762.1
XP 814121.1
XP_803906.1

.1 RGKICENCWDTAGOEKFGGLRDGYYVEGQCAIIMEDVTSRNTYKNVPNWYRDITRVCDNI
RGKICENCWDTAGOEKFGGLRDGYYIEGQCAIIMEFDVTSRNTYKNVPNWHRDITGVCDNI
RGKICENCWDTAGOEKFGGLRDGYYIEGQCAIIMEDVTSRNTYKNVPNWHRDITRVCDNI
RGKICENCWDTAGOEKFGGLRDGYYIEGQCAIIMEFDVTSRNTYKNVPNWHRDITRVCDNI
RGKICENCWDTAGOEKFGGLRDGYYIEGQCAIIMEDVTSRNTYKNVPNWHRDITRVCDNI
.1 RGKICENCWDTAGOEKFGGLRDGYYIEGQCAIIMEFDVTSRNTYKNVPNWHRDITRVCDNI
RGKICENCWDTAGOEKFGGLRDGYYIEGQCAIIMEFDVTSRNTYKNVPNWHRDITRVCDNI
RGKICENCWDTAGOEKFGGLRDGYYIEGQCAIIMEDVTSRNTYKNVPNWHRDITRVCDNI
RGKICENCWDTAGOEKFGGLRDGYYIEGQCAIIMEFDVTSRNTYKNVPNWHRDITRVCDNI
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80

116
105
117
117
117
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XP_001465979.1 putative IgE-dependent histamine-releasing factor [Leishmania infantum
JPCM5]

ESL05634.1
XP_806523.1
XP_806359.1
FSS64861.1

XP_009312670.
XP_001465979.

CCC92438.1
CCC92437.
ORC88780.
ORC88779.
CCC50031.
XP 847506.1

o e e

XP 011776025.

XP_847505.1

XP 011776026.

SCU69179.1

ESL05634.1
XP_806523.1
XP_806359.1
ESS64861.1

XP_009312670.
XP_001465979.

CCC92438.1
CCC92437.
ORC88780.
ORC88779.
CCC50031.
XP_847506.1

e

XP 011776025.

XP_847505.1

XP 011776026.

SCU69179.1

XP_001468164
ACA48228.1
ABH05182.1
CCD12220.1
CCC46466.1
XP 001218933
ABR00481.1
ORC88949.1
XP_009313069
ARA91958.1
XP_816690.1
AGN32932.1
AAL75956.1

——————————————————— MRIFKDVLTNAEVFCDNI
——————————————————— MRIFKDILTNAEVVCDNI
——————————————————— MRIFKDILTNAEVVCDNI
——————————————————— MRIFKDILTNAEVVCDNI

1 e MKIFKDVLTGSEVVCDNI
——————————————————— MKIFRDVLTNAEVVCDNI
GPAATRAITTRRFRNTHAKMKIFRDVLTNAEVVCDNI
——————————————————— MKIFKDILTNAEVVCDNI
——————————————————— MRIFKDILTNAEVVCDNI
——————————————————— MRIFRDILTNAEVVCDNI
——————————————————— MKIFRDILTNAEVVCDNI

1 o MKIFRDILTNAEVVCDNI
——————————————————— MKIFRDILTNAEVVCDNI

1 e MKIFRDILTNAEVVCDNI

RPVEVEGDIVYMLKGSYIEVGGE
RPMDVEDEIVYVVKGSYIEVGGE
RPMDVEGEIVYVVKGSYIEVGGE
RPMDVEGEIVYVVKGSYIEVGGE
--MELEGDIAYVVKGRYIEIGGE
CPFDVEGDIMYVVNGRYIDVGGE
KPMDTVDDVVYAVQGRYIEIGGE
KPMDTVDDVVYAVQGRYIEIGGE
KPMQEEGDIVYVVKGRYIEIGGE
KPMQEEGDIVYVVKGRYIEIGGE
KPMEVEGDIVYVVKGRYIEIGGE
KPMDVLDEIVYAVQGRYIEIGGE
KPMDVLDEIVYAVQGRYIEIGGE
KPMDLLDEIVYAVQGRYIEIGGE
KPMDVLDEIVYAVQGRYIEIGGE

DYGISANYDEDAGEGAVGDVDDSRKQVIDVVHNNRYTETNYDKNSYMAHIRSYMKQLLEK
DYGIAANYDEDAGEGAKGEVDDSRQRVVDVVHNNRYTETSYDKNSYMAHIRGYMKQLLER
DYGIAAN\DEDAGEGAKGEVDDSRQRVVDVVHNNRYTETSYDKNSYMAHIRGYMKQLLER
DYGIAANYDEDAGEGAKGEVDDSRQRVVDVVHNNRYTETSYDKNSYMAHIRGYMKQLLER

1 DYGISAN\JDEDAGEGATGDVDNSKQRVIDIVHNNRYTETSYDKSSYMAHIRSYMKRLLEN
1 DYGISANYDEDAAEGATGEVAEGKERVVDVVYNNRYTETSYDKASYMAHIRSYMKQLLEK

DYGISANADEDAGEGAAGDVDDAKQRVIDIVHNNRYTETSYDKSAYMAHIRGYMKQLLER
DYGISANADEDAGEGAAGDVDDAKQRVIDIVHNNRYTETSYDKSAYMAHIRGYMKQLLER
DYGISAN\JDEDAGEGATGDVDDSKQRVIDIVYNNRYTETNYDKASYMAHIRGYMKQLLDK
DYGISANYDEDAGEGATGDVDDSKQRVIDIVYNNRYTETNYDKASYMAHIRGYMKQLLDK
DYGISANADEDAAEGAAGDVDDAKQRVIDVVHNNRYTETNYDKNSYMAHIRGYMKQLLEK
DYGISANADEDAAEGAAGDVADEKQRVIDVVHNNRYTETNYDKNSYMAHIRGYMKQLLEK

1 DYGISANADEDAAEGAAGDVDDGKQRVIDVVHNNRYTETNYDKGSYMAHIRGYMKQLLEK

DYGISANADEDAGEGAAGDVDDGKQRVIDVVHNNRYTETNYDKGSYMAHIRGYMKQLLEK

1 DYGISANADEDAGEGAAGDVADEKQRVIDVVHNNRYTETNYDKNSYMAHIRGYMKQLLEK

MAHIRGYMKQLLEK

khkkkhkkx hrkk o kKo

XP_001468164.1beta-tubulin [Leishmania infantum JPCM5]

.1 MREIVSCQAGQCGNQIGSKEN

MREIVCVQAGQCGNQIGSKEH
MREIVCVQAGQCGNQIGSKEY
MREIVCIQAGQCGNQIGSKEY
MREIVCVQAGQCGNQIGSKEY

.1 MREIVCVQAGQCGNQIGSKEY

MREIVCVQAGQCGNQIGSKEY
MREIVCVQAGQCGNQIGSKEY

.1 MREIVCIQAGQCGNQIGSKEY

—REIVCVQAGQCGNQIGSKEY
MREIVCVQAGQCGNQIGSKEY
MREIVCVQAGQCGNQIGSKEY
MREIVCVQAGQCGNQIGSKEY

* K x Kk * Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kA

EVIADEHGVDPTGS?
EVISDEHGVDPTGTY
EVISDEHGVDPTGTY
EVISDEHGVDPTGTY
EVISDEHGVDPTGTY
EVISDEHGVDPTGTY
EVISDEHGVDPTGTY
EVISDEHGVDPTGTY
EVISDEHGVDPTGTY
EVISDEHGVDPTGTY
EVISDEHGVDPTGTY
EVISDEHGVDPTGTY
EVISDEHGVDPTGTY

hhkk ok khkkhkkkhk o

QGDS
QGDS
QGDS
QGDS
QGDS
QGDS
QGDS
QGDS
QGDS
QGDS
QGDS
QGDS
QGDS

* % k%

LOLERINVYFDESA!
LOLERINVYFDEAT
LOLERINVYFDEAT
LOLERINVYFDEAT
LOLERINVYFDEAT
LOLERINVYFDEAT
LOLERINVYFDEAT
LOLERINVYFDEAT
LOLERINVYFDEAT
LOLERINVYFDEAT
LOLERINVYFDEAT
LOLERINVYFDEAT
LOLERINVYFDEAT
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41
41
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60
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81

XP 001468164.1 PRAVLMDLEPGTMIRSVRAGPYGQLFRPDNEFIFGOSGAGNNWAKGHYTEGAELIDSVLDVC 120
ACA48228.1 PRSVLIDLEPGTMRSVRAGPYGQIFRPDNYFIFGQOSGAGNSWAKEHYTEGAELIDSVLDVC 120
ABHO5182.1 PRSVLIDLEPGTMIRSVRAGPYGQIFRPDNFIFGQSGAGNNWAKGEHYTEGAELIDSVLDVC 120
CCD12220.1 PRSVLIDLEPGTMRSVRAGPYGQIFRPDNYFIFGQOSGAGNNWAKEHYTEGAELIDSVLDVC 120
CCC46466.1 PRSVLIDLEPGTMIRSVRAGPYGQIFRPDNFIFGQSGAGNNWAKGEHYTEGAELIDSVLDVC 120
XP 001218933.1 PRSVLIDLEPGTMRSVRAGPYGQIFRPDNFIFGQOSGAGNNWAKEHYTEGAELIDSVLDVC 120
ABAQ0481.1 PRAVLIDLEPGTMRSVRAGPYGQIFRPDNYFIFGQOSGAGNNWAKEHYTEGAELIDSVLDVC 120
ORC88949.1 PRAVLIDLEPGTMIRSVRAGPYGQIFRPDNFIFGQSGAGNNWAKGEHYTEGAELIDSVLDVC 120
XP 009313069.1 PRAVLIDLEPGTMRSVRAGPYGQVFRPDNFIFGQOSGAGNNWAKEHYTEGAELIDSVLDVC 120
AAA91958.1 PRAVLIDLEPGTMIRSVRAGPYGQIFRPDNFIFGQSGAGNNWAKGEHYTEGAELIDSVLDVC 119
XP 816690.1 PRAVLIDLEPGTMRSVRAGPYGQIFRPDNFIFGQOSGAGNNWAQEHYTEGAELIDSVLDVC 120
AGN32932.1 PRAVLIDLEPGTMIRSVRAGPYGQIFRPDNFIFGQSGAGNNWAKGEHYTEGAELIDSVLDVC 120
AAL75956.1 PRAVLIDLEPGTMRSVRAGPYGQIFRPDNYFIFGQOSGAGNNWAKEHYTEGAELIDSVLDVC 120
*'k:'k*:*'k*'k*'k* *'k*'k*'k*'k*:*'k*'k 'k*'k*'k*'k*'k*'*'k: khkkhkkhk kA hkkhkkhkkKhk*k
XP 001468164.1 EPYNTTLSVHQLVENSDE§MCIDNEALYDICFRYLKLTTPTFGDLNHLVAAVMSGVTCCL 240
ACA48228.1 EPYNTTLSVHQLVENSDE§MCIDNEALYDICFRYLKLTTPTFGDLNHLVSAVVSGVTCCL 240
ABHO5182.1 EPYNTTLSVHQLVENSDE§MCIDNEALYDICFRYLKLTTPTFGDLNHLVSAVVSGVTCCL 240
CCD12220.1 EPYNTTLSVHQLVENSDE§MCIDNEALYDICFRYLKLTTPTFGDLNHLVSAVVSGVTCCL 240
CCC46466.1 EPYNTTLSVHQLVENSDE§MCIDNEALYDICFRYLKLTTPTEGDLNHLVSAVVSGVTCCL 240
XP 001218933.1 EPYNTTLSVHQLVENSDE§MCIDNEALYDICFRYLKLTTPTFGDLNHLVSAVVSGVTCCL 240
ABA00481.1 EPYNTTLSVHQLVENSDE§MCIDNEALYDICFRYLKLTTPTFGDLNHLVSAVMSGVTCCL 240
ORC88949.1 EPYNTTLSVHQLVENSDE§MCIDNEALYDICFRYLKLTTPTFGDLNHLVSAVMSGVTCCL 240
XP 009313069.1 EPYNTTLSVHQLVENSDE§MCIDNEALYDICFRYLKLTTPTFGDLNHLVSAVMSGVTCCL 240
AAA91958.1 EPYNTTLSVHQLVENSDE§MCIDNEALYDICFRYLKLTTPTFGDLNHLVSAVVSGVTCCL 239
XP 816690.1 EPYNTTLSVHQLVENSDE§MCIDNEALYDICFRYLKLTTPTFGDLNHLVSAVVSGVTCCL 240
AGN32932.1 EPYNTTLSVHQLVENSDE§MCIDNEALYDICFRYLKLTTPTFGDLNHLVSAVVSGVTCCL 240
AAL75956.1 EPYNTTLSVHQLVENSDE§MCIDNEALYDICFRYLKLTTPTFGDLNHLVSAVVSGVTCCL 240
R R B R R i P R

XP_001468360.1 hypothetical protein, unknown function [Leishmania infantum JPCM5]

Esta proteina ndo possuil similaridade com proteinas de Trypanosoma

XP_003873457.1putative small myristoylated protein-3 [Leishmania mexicana

MHOM/GT/2001/U1103]
XP 807299.1 KDSKVEPLGSTKMEKDEATGEFKCEVPVPPLATVLFVEGEPNGYKLNFEANPVAK--—--— 114
XP 807771.1 KDSKVEPLGSTKMEKDEATGEFKCEAPIPPLATVLFVEGEPNGYKLNFEANPVAK-—-—-—— 114
PBJ69178.1 KDSKVEPLGSTKMEKDEATGEFKCEADPVPPLATVLFVEGEPNGYKLNFEANPVAK--—--- 114
PWv07450.1 KDSKVEPLGSTKMEKDEATGEFKCEAPVPPLATVLEFVEGEPNGYKLNFEANPVAK-—-—-—— 114
RNF25678.1 KDSKVEPLGSTKMEKDEETGEFKCEVPVAPLATELFVGGEPNGYKLNFEANPIVK--—--- 114
ESL08837.1 KDSKVEPLGTTKMEKDEETGEFKCEVHVAPLATELFVGGEPNGYKLNFEANPVAK-—-—-—— 114
RNE99364.1 KDSKVEPLGTTKMEKDEETGEFKCEVHVSPLATELFVGGEPNGYKLNFEANPVAK--—---— 114
XP 003873457.1 KDSKIEAIGNTTMOKDEESGEFKCELEIAPTTTEMFIEGEPNGFKISFEANPTIAKA-——— 115
CCC49075.1 KDSSVTALGNTKMEKDAVTGEFKCEVEVAPLATEMFVEGTPNGYKINFEANPINQ--—--- 114
XP 846030.1 KDSTVQPLGNTKMEKDTATGEFKCEVKIAPLATEMFIEGVPNGYKISYEADPIPQWKSVP 119
Xp 011774816.1 KDSTVQPLGNTKMEKDTATGEFKCEVKIAPLATEMFIEGVPNGYKISYEADPIPQWKSVP 359
RHW71655.1 = —=—————————f————— - 115
XP 846029.1  -—------—-——f--m— oo 115
CCC91514.1 KDSTVQPLGNTTMEKDSATGEFKCELPIAPLETOQMFIEGTPNGYKINFEANPIPQ-———— 114
CCC91515.1 KDSTVQPLGNTTMEKDSATGEFKCELPIAPLETOMFIEGTPNGYKINYEANPIPQWRPGP 119




61
121

61
121

1
61
121
181
241
301
361
421
481

ANEXO E - ANALISE COMBINADA ABCPRED X IEDB

XP_003873146.1 Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103

MPVFHAVMSVEESEGVERIVPVKNRAWGLRFECASCNEKSAGMMYVNQTEQHERDGGMHN
FVSKCKLCKADITADVLSVPAGTGYYSAVEENPANVIAAFEVRGGRPVELEIDNQWMIVT
AGGGLFEDVDLSQEWYDYDERSRATVSVAGVSVDFEKSKKK

XP_001464059.1 conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCM5]

MSAENCGNAIVRVSSNKRKFGYVDYTKHRLHEGYPEVVISALGTAIADAVSVVELLKNQG
VVEVKKICTSRAQFDDVRSTTTDKIEVVVVKSPDFDATIYDQQOKDRETIAKARAEADEADD
E

XP_001466606.1 conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCM5]

MDRFGAGAALVSVGSSTGATCPAEAKSLKAAADGDTTGSSPDSRPAAGEPHPGGEDEASL
ADTCGSVGKEADDNAVTGDNGGDTEADAAGAEEEELSPEEDGGQGDEDAEDVVEDVGYAE
EEHADEEEYEYEPEDAVADPSATASSSSKPLMITIGTRQYKTSAFVKNRGLSYVPGKLKS
NPKATFQPCTTNAPHSILDCQKLHLSNRGVLVRDRFIRLNMLVDNPGKQALLRHPGRSLK
MRICRRDVEPQKGETHNPATCSDLHLLPDIVEVGIPGLRTAYFEAELRHNLAFGKLKEEA
WETQCGTWCRGTRSHVVTTCRFLHYNRGDNYTEKPIPPHRPLAAIPDLTPSRPAQATDSN
KRARGRGRGDRGGRGRENCRGRGRGSRGAAAIPLPAAFERGYVAPSQDSAPQASSITTRA
SGAENHVKSPHDALAEADWMTDNGDEGSPIDYRMLSVLLVLLGVEVEFLLSVALHRKSNPA
STAP

82

XP_001468460.1 putative translation elongation factor 1-beta [Leishmania infantum JPCM5]

1
61
121
181

61
121
181
241

MSLKDVSKKAAELESKLGGKLFLGGAKPTAEDVKVENDLLGANHVNLYRWAKNMATYTEG
ERKAWGGPVRVAAPELRMPAPAAAKAVRSDAAAEKRAAPKAAAVAPPSAAAAEEDDDDID
LFGETTEEEKAALEAKKAKDAEKKKAKKDVIAKSSILFDIKAWDDTIDLEALAQKLHAIQ
RDGLIWGDHKLVPVAFGVKKLQQLIVIEDDKVSGDDLEEMIMGFEEEVQSMDIVAWNKI

XP_001562623.1 putative endonuclease 111 [Leishmania braziliensis
MHOM/BR/75/M2904]

MSKHSFTPPSNWAQLFARLEDYRKHLLAPVDTMGCHRLHDENAPKEVQRFQTLVALMLSA
QTKDIVTATAMDALIKRGLTAQSIHAMTTTELDMHICKVGFHNTKVKHIKEVAATILIKDY
GGKVPREYEELIALPGVGPKMANLEFQDADHRTVGIGVDTHVHRISQRYRWVPSTVKTPE
DTRKALESWLPOQKHWGTINSLMVGLGQTVCTPLYPKCGICELSDICPNAFKEVQQOKGLRT
KAPTERRQEPVPQKKRRIK
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61
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61
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XP_001466177.1 putative GTP-binding protein [Leishmania infantum JPCM5]

MOOAPSDCVASFKLILVGDGGTGKTTFVKRHLTGEFEKRYVATVGVDVHPLTFHTNRGKI
CENCWDTAGQEKFGGLRDGYYVEGQCATIMFDVTSRNTYKNVPNWYRDITRVCDNIPIVL
VGNKVDCADRQVKAKMITEFHRKKGLOQYYDISAKSNYNFEKPEFVWLAKKLANDPELMLVEV
PMLDTDVVALTAEQVAALEAEQQOAMANAPLPMGDDE

XP_001465979.1 putative IgE-dependent histamine-releasing factor [Leishmania

infantum JPCM5]

MKIFKDVLTGSEVVCDNDCPFDVEGDIMYVVNGRYIDVGGEDYGISANVDEDAAEGATGE
VAEGKERVVDVVYNNRYTETSYDKASYMAHIRSYMKOLLEKIENEEERKVEFQTNAAAFVK
KVLKDIDEYQFFIPEGNDEDPDNGMIVLCRWDGETPRFYFWKDGLKGERV

XP_001468164.1beta-tubulin [Leishmania infantum JPCM5]

MREIVSCQAGQCGNQIGSKFWEVIADEHGVDPTGSYQOGDSDLQLERINVYFDESAGGRYV
PRAVILMDLEPGTMDSVRAGPYGOQLFRPDNFIFGQOSGAGNNWAKGHYTEGAELIDSVLDVC
RKEAESCDCLQOGFQLSHSLGGGTGSGMGTLLISKLREEYPDRIMMTESVIPSPRVSDTVV
EPYNTTLSVHQLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTEFGDLNHLVAAVMSGVTCCL
RFPGQLNSDLRKLAVNLVPFPRLHFFMMGEFAPLTSRGSQQYRGLSVAELTQOMEDAKNMM
OAADPRHGRYLTASALFRGRMSTKEVDEQMLNVONKNSSYFIEWIPNNIKSSICDIPPKG
LKMSVTEFIGNNTCIQEMFRRVGEQFTGMFRRKAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDLVS
EYQOQYODATVEEEGEYDEEEEAY

83

XP_001468360.1 hypothetical protein, unknown function [Leishmania infantum JPCM5]

1
61
121
181
241
301

MOMOQGNMY PROMEWAVHQOQOPQOSMOGNRQAVASRAYHLEPTSTMQOLRQORGSMPGMMIGQ
QOPGGGMMDGLSTYGPRPMIRDVQDGHMGPOQOADAARAAGYGTQGMYGSHLMSYGAAGMGG
VNNLONGNAALFAAGSAGQASEGNSINENGIEFNSAVNPQVOSSVAVODDGKPLPEFPPGNL
LAQYPPEYQQQOLIFYYRLLRLOYPELYQQYVDYYVMYYEPLYHPAPSSLSKDDLNGGQQOR
KKEPLLOQTQRAHMOROQOPAMPOPGYQPPPPMEHALPSEVMCRTTSNLSGGLKRQSSLRR
ONSMRRNEVNQLKNEGSLKRLPSMRQQ

XP_003873457.1putative small myristoylated protein-3 [Leishmania mexicana
MHOM/GT/2001/U1103]

1 MSEIKYENGQPGYSGNTVVKCFKDNGNGLLFRIVNDEEHKWAFYNDTTNYQMMVKVAFGK
61 DSKIEAIGNTTMQKDEESGEFKCELEIAPTTTEMFIEGEPNGFKISFEANPIAKA



