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RESUMO 

 
A leishmaniose é um complexo de doenças com ampla diversidade epidemiológica e 
clínica causada por protozoários parasitas pertencentes ao gênero Leishmania. A 
fosforilação de proteínas é uma das modificações pós-traducionais mais estudadas, que 
está envolvida em diferentes eventos celulares em Leishmania. Na primeira parte desse 
estudo, nós realizamos uma análise fosfoproteômica comparativa de linhagens de L. 
braziliensis sensível e resistente ao antimônio trivalente (Sb

III
), utilizando eletroforese em 

gel diferencial bidimensional (2D-DIGE) seguida por espectrometria de massas. Para 
investigar a abundância diferencial de fosfoproteínas associada com resposta ao 
estresse induzido à droga e mecanismos de resistência ao Sb

III
, nós comparamos 

amostras não tratadas e tratadas com Sb
III
 de cada linhagem. Análises comparativas 

revelaram um total de 116 spots que apresentaram diferença estatisticamente 
significativa na abundância de fosfoproteínas, incluindo 11 e 34 spots especificamente 
correlacionados com estresse devido ao tratamento com a droga e resistência ao Sb

III
, 

respectivamente. Foram identificadas 48 proteínas diferentes distribuídas em sete 
categorias de processos biológicos. A categoria “enovelamento de proteínas/chaperonas 
e resposta ao estresse” está envolvida principalmente em resposta ao estresse com 
Sb

III
, enquanto que as categorias “antioxidante/detoxificação”, “processos metabólicos”, 

“processamento de RNA/DNA” e “biossíntese de proteínas” estão moduladas no caso de 
resistência à droga. Alinhamentos de sequências múltiplas foram realizados para validar 
a conservação de resíduos fosforilados em nove proteínas identificadas nesse estudo. 
Ensaios de Western blot foram conduzidos para validar a análise quantitativa do 
fosfoproteoma. Os resultados mostraram níveis de expressão diferencial de três 
fosfoproteínas nas linhagens analisadas. Na segunda parte desse estudo, análises de 
Western blot demonstraram que as proteínas nucleosídeo difosfato quinase b (NDKb) e 
fator de elongação 2 (EF2) estão mais e menos expressas, respectivamente, na 
linhagem de L. braziliensis resistente ao Sb

III
, corroborando nossos dados anteriores do 

fosfoproteoma. NDKb é responsável pela síntese de nucleosídeos trifosfatos e tem 
papel chave no metabolismo de purina em protozoários tripanossomatídeos. EF2 é um 
importante fator para síntese de proteínas. A superexpressão dos genes NDKb e EF2 
nas espécies L. braziliensis e L. infantum foi realizada para investigar a contribuição 
destas proteínas no fenótipo de resistência ao Sb

III
. As linhagens de L. braziliensis 

superexpressoras de NDKb ou EF2 foram 1,6 a 2,1 vezes mais resistentes ao Sb
III

 do 
que a linhagem sensível não transfectada. Em contraste, nenhuma diferença na 
susceptibilidade ao Sb

III
 foi observada em L. infantum superexpressora de NDKb ou 

EF2. Ensaios de susceptibilidade mostraram que as linhagens de L. braziliensis 
superexpressoras de NDKb apresentaram elevada resistência à lamivudina, um agente 
antiviral, mas esta droga não alterou a atividade leishmanicida em associação com Sb

III
. 

O clone de L. braziliensis superexpressor de EF2 foi 1,2 vezes mais resistente ao 
inibidor da quinase de EF2 do que a linhagem sensível. Surpreendentemente, este 
inibidor aumentou o efeito leishmanicida do Sb

III
, sugerindo que esta associação pode 

ser uma estratégia valiosa para a quimioterapia das leishmanioses. Portanto, esse novo 
estudo nos permitiu determinar o perfil do fosfoproteoma de L. braziliensis, identificando 
alguns candidatos potenciais para redes bioquímicas ou de sinalização associadas com 
o fenótipo de resistência ao Sb

III
 neste parasito. Além disso, nossos resultados 

representam o primeiro estudo de superexpressão dos genes NDKb e EF2 que 
demonstra um aumento de resistência ao Sb

III
 em L. braziliensis, o que pode contribuir 

para o desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento das leishmanioses. 
 
Palavras-chave: Leishmania spp., resistência ao antimônio, análise fosfoproteômica, 
nucleosídeo difosfato quinase b, fator de elongação 2. 
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ABSTRACT 

 
Leishmaniasis is a disease complex with wide epidemiological and clinical diversity 
caused by protozoan parasites belonging to the genus Leishmania. Protein 
phosphorylation is one of the most studied post-translational modifications that is 
involved in different cellular events in Leishmania. In the first part of this study, we 
performed a comparative phosphoproteomics analysis of antimony (SbIII)-resistant 
and -susceptible lines of L. braziliensis using a 2D-DIGE (two dimensional differential 
gel electrophoresis) approach followed by mass spectrometry. In order to investigate 
the differential phosphoprotein abundance associated with the drug-induced stress 
response and SbIII-resistance mechanisms, we compared non-treated and SbIII-
treated samples of each line. Pair wise comparisons revealed a total of 116 spots 
that showed a statistically significant difference in phosphoprotein abundance, 
including 11 and 34 spots specifically correlated with drug treatment and resistance, 
respectively. We identified 48 different proteins distributed into seven biological 
process categories. The category “protein folding/chaperones and stress response” 
is mainly implicated in response to SbIII treatment, while the categories 
“antioxidant/detoxification”, “metabolic process”, “RNA/DNA processing” and “protein 
biosynthesis” are modulated in the case of antimony resistance. Multiple sequence 
alignments were performed to validate the conservation of phosphorylated residues 
in nine proteins identified here. Western blot assays were carried out to validate the 
quantitative phosphoproteome analysis. The results revealed differential expression 
level of three phosphoproteins in the lines analyzed. In the second part of this study, 
Western blot analysis demonstrated that nucleoside diphosphate kinase b (NDKb) 
and elongation factor 2 (EF2) proteins are more and less expressed, respectively, in 
SbIII-resistant line of L. braziliensis, corroborating our previous phosphoproteomic 
data. NDKb is responsible for nucleoside triphosphates synthesis and it has key role 
in the purine metabolism in trypanosomatid protozoa. EF2 is an important factor for 
protein synthesis. Overexpression of NDKb and EF2 genes in L. braziliensis and L. 
infantum species was performed to investigate the contribution of these proteins in 
SbIII-resistance phenotype. NDKb or EF2-overexpressing L. braziliensis lines were 
1.6 to 2.1-fold more resistant to SbIII than the untransfected wild-type line (WTS). In 
contrast, no difference in SbIII susceptibility was observed in L. infantum parasites 
overexpressing NDKb or EF2. Susceptibility assays showed that NDKb-
overexpressing L. braziliensis lines presented elevated resistance to lamivudine, an 
antiviral agent, but it did not alter the leishmanicidal activity in association with SbIII. 
EF2-overexpressing L. braziliensis clone was 1.2-fold more resistant to EF2 kinase 
inhibitor than the WTS line. Surprisingly, this inhibitor increased the antileishmanial 
effect of SbIII, suggesting that this association might be a valuable strategy for 
leishmaniasis chemotherapy. Therefore, this novel study allowed us to profile the L. 
braziliensis phosphoproteome, identifying several potential candidates for 
biochemical or signaling networks associated with antimony resistance phenotype in 
this parasite. Furthermore, our findings represent the first study of NDKb and EF2 
genes overexpression that demonstrates an increase of SbIII resistance in L. 
braziliensis which can contribute to develop new strategies for leishmaniasis 
treatment. 
 
Keywords: Leishmania spp., antimony resistance, phosphoproteomic analysis, 
nucleoside diphosphate kinase b, elongation factor 2. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Epidemiologia e formas clínicas das leishmanioses 

 

As leishmanioses representam um grupo de doenças causadas por diferentes 

espécies de protozoários parasitas do gênero Leishmania (Ordem Kinetoplastida; 

Família Trypanosomatidae). Os protozoários dessa família são organismos 

unicelulares flagelados que apresentam o cinetoplasto, que consiste no DNA 

mitocondrial ou DNA do cinetoplasto (kDNA), presente na mitocôndria única desses 

parasitos. O cinetoplasto está situado próximo à base do flagelo e ele é composto 

por maxicírculos e minicírculos de DNA concatenados e, assim como mitocôndrias 

de outros eucariotos, o kDNA contém sequências de RNA ribossomal e de 

componentes de complexos respiratórios (Balaña-Fouce et al., 1998). 

As leishmanioses têm sido consideradas como uma das doenças mais 

negligenciadas, ocupando o segundo lugar em mortalidade e o quarto lugar em 

morbidade entre as infecções tropicais (Bern et al., 2008). Elas são um problema de 

saúde pública em muitos países em desenvolvimento, principalmente na África, 

Ásia, Mediterrâneo, América Latina e Oriente Médio (WHO, 2016). Atualmente, 

estima-se que 12 milhões de indivíduos estejam infectados com Leishmania, e que 

mais de 350 milhões de pessoas vivam em áreas de risco de infecção da doença 

(Alvar et al., 2012). As leishmanioses são endêmicas em 98 países, com cerca de 

700.000 a 1 milhão de novos casos notificados a cada ano, e uma estimativa de 

20.000 a 30.000 mortes anuais (WHO, 2017). 

No Brasil, o Ministério da Saúde (MS) estima que, anualmente, cerca de três 

mil indivíduos sejam infectados pela doença. Entre 1992 e 2011, o país respondeu 

por 90% das 600 mil ocorrências registradas em toda a América Latina. Entre 2000 e 

2011, foram registradas mais de 2,7 mil mortes por leishmanioses no Brasil. Os 

maiores índices de mortalidade foram registrados nos estados do Pará, Tocantins, 

Maranhão, Piauí, Ceará, São Paulo, Bahia e em Minas Gerais. Atualmente, há casos 

da doença nas 27 Unidades da Federação (Agência Brasil, 2013). 

O gênero Leishmania compreende cerca de 30 espécies de protozoários 

morfologicamente semelhantes, entre as quais 21 são capazes de infectar humanos. As 

três formas principais da doença são: cutânea, mucocutânea e visceral (Fig. 1) 

(WHO, 2017). Essas manifestações clínicas abrangem uma diversidade de sinais, 
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sintomas, dependem de fatores genéticos e da resposta imune do hospedeiro e 

estão relacionadas à espécie do parasito, diferindo em distribuição geográfica, 

hospedeiros e vetores envolvidos, taxas de incidência e de mortalidade (Ashford et 

al., 1992; Herwaldt, 1999; Murray et al., 2005; Reithinger, 2007). 

 

 

Figura 1 – Principais formas clínicas da doença: cutânea (A), mucocutânea (B) e visceral (C) (Google 
Imagens). 

 

 A leishmaniose cutânea (LC) é a forma mais comum e menos grave da 

doença. É caracterizada por lesões na pele das partes expostas do corpo, como 

face, braços e pernas, que se evoluem ao longo de semanas a meses, podendo 

deixar cicatrizes permanentes (Fig. 1A). LC pode ser causada por diversas espécies 

de Leishmania, como L. major, L. tropica e L. aethiopica no Velho Mundo, e L. 

mexicana, L. amazonensis, L. guyanensis, L. panamensis, L. braziliensis e L. 

peruviana no Novo Mundo (Reithinger, 2007; Goto & Lauletta Lindoso, 2012). 

 A LC é mais amplamente distribuída, sendo que 95% dos casos ocorrem nas 

Américas, na bacia do Mediterrâneo, no Oriente Médio e na Ásia Central (WHO, 

2017). Afeganistão, Argélia, Colômbia, Brasil, Irã e Síria são os países com maior 

número de casos da doença, respondendo por cerca de 70 a 75% da incidência 

global estimada de LC (Fig. 2A). Estima-se que 0,6 a 1 milhão de novos casos de LC 

ocorram anualmente em todo o mundo (WHO, 2017). 

A leishmaniose mucocutânea (LMC) resulta na destruição parcial ou total das 

membranas mucosas do nariz, boca e garganta (Fig. 1B). É causada por L. 

braziliensis e L. panamensis, com cerca de 90% dos casos relatados no Brasil, Peru, 

Etiópia e Bolívia (WHO, 2017). 
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 A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar, é a forma 

mais grave da doença, que pode ser letal se não for tratada. Caracteriza-se por 

febre irregular, fraqueza, anorexia, substancial perda de peso, anemia e 

hepatoesplenomegalia (Fig. 1C). No Velho Mundo, é causada por L. donovani e L. 

infantum (conhecida como L. chagasi no Novo Mundo) (Salam et al., 2014). 

 A LV é altamente endêmica no subcontinente indiano e no leste da África. 

Estima-se que 50.000 a 90.000 novos casos da doença ocorram mundialmente a 

cada ano. Em 2015, mais de 90% dos novos casos relatados ocorreram na Índia, 

Somália, Sudão, Sul do Sudão, Etiópia, Brasil e Quênia (Fig. 2B) (WHO, 2017). No 

Brasil, a ocorrência de LV era inicialmente limitada a áreas rurais e pequenas 

localidades urbanas, todavia nas últimas décadas houve uma expansão para os 

grandes centros urbanos, tornando um grande problema de saúde pública em todo o 

país (WHO, 2010; Harhay et al., 2011). 

Durante o período de 2001 a 2014 foi relatado um total de 797.849 casos 

novos de LC e LMC com média anual de 56.989 distribuídos em 17 dos 18 países 

endêmicos das Américas (OPAS/OMS, 2016). Nesse mesmo período, foram 

registrados 48.720 casos de LV com média anual de 3.480 casos, sendo a maioria 

deles (46.976) concentrados no Brasil. Em 2014, foram confirmados 19.402, 3.453 e 

1.016 casos de LC, LV e LMC no Brasil, respectivamente (OPAS/OMS, 2016). 

 

1.2 Morfologia e ciclo biológico de Leishmania 

 

O parasito possui duas formas morfológicas e bioquimicamente distintas: 

amastigota e promastigota. As formas amastigotas (Fig. 3A) são arredondadas, sem 

flagelo aparente, que infectam e se multiplicam em células do sistema mononuclear 

fagocitário do hospedeiro vertebrado. As formas promastigotas (Fig. 3B) são 

alongadas, flageladas, móveis e vivem no lúmen do tubo digestivo do flebotomíneo 

(Balaña-Fouce et al., 1998). 

Os parasitos do gênero Leishmania possuem um ciclo de vida digenético ou 

heteroxênico, cujas formas de desenvolvimento alternam-se entre hospedeiros 

invertebrados e mamíferos. Os hospedeiros invertebrados (insetos vetores) são 

fêmeas da Ordem Diptera, família Psychodidae, subfamília Phlebotominae, gênero 

Lutzomyia (Novo Mundo) e Phlebotomus (Velho Mundo) (Bates, 1994). 
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Figura 2 – Endemicidade mundial de leishmaniose cutânea (A) e de leishmaniose visceral (B) em 
2013 (WHO, 2017). 
 
 

 

Figura 3 – Formas amastigotas (A) e promastigotas (B) de Leishmania spp. (Google Imagens). 
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O ciclo de vida do parasito inicia-se quando um flebotomíneo infectado com 

Leishmania spp. pica um humano ou outro hospedeiro mamífero para alimentar-se 

de sangue. Durante a picada, o inseto injeta a saliva que impede a coagulação 

sanguínea (Ribeiro et al., 1986). Após a ingestão de sangue, as formas 

promastigotas metacíclicas são liberadas e entram na pele do hospedeiro através de 

regurgitação (Turco & Descoteaux, 1992). A saliva do inseto contém fatores 

químicos que potencializam o poder infectivo do parasito e induzem uma rápida 

infiltração de neutrófilos e recrutamento substancial de macrófagos para o local da 

picada (Peters et al., 2008). Outros tipos celulares, como células de Langerhans e 

fibroblastos também podem ser infectados (Peters et al., 2008). A interação com as 

células do hospedeiro, principalmente neutrófilos e macrófagos, envolve 

reconhecimento e adesão, seguida por sinalização e invasão (Handman & Bullen, 

2002). Os neutrófilos desempenham um papel importante, atuando como um 

“Cavalo de Troia” (Peters et al., 2008). Isso significa que, ao entrar em apoptose, os 

neutrófilos infectados induzem o recrutamento de monócitos, o que leva os 

neutrófilos apoptóticos a serem fagocitados e à entrada “silenciosa” dos parasitos 

nos macrófagos. Estes, por sua vez, são importantes para o estabelecimento final e 

amplificação da infecção. A adesão do parasito à superfície da célula hospedeira 

envolve o reconhecimento de moléculas expostas na superfície do parasito, como 

lipofosfoglicanos (Turco & Descoteaux, 1992) e a glicoproteína gp63 (Russell & 

Wilhelm, 1986). Estas moléculas ligam-se a diferentes receptores encontrados na 

superfície dos macrófagos, como receptores do complemento (CR1 e CR3), 

receptores de manose e receptores de fibronectina (Ueno & Wilson, 2012). Dessa 

maneira, o parasito é internalizado em um vacúolo parasitóforo (bolsa que abriga o 

parasito no interior de macrófagos), que a seguir funde-se com lisossomo, formando 

o fagolisossomo. Entretanto, as formas promastigotas metacíclicas podem retardar a 

formação do fagolisossomo, e a protease gp63 pode atuar degradando as enzimas 

lisossomais. Assim, as formas promastigotas metacíclicas transformam-se em 

amastigotas, que se multiplicam intensamente (Stuart et al., 2008). Posteriormente, 

ocorre o rompimento da membrana da célula e a liberação das formas amastigotas, 

as quais podem invadir novas células ou serem ingeridas por uma nova fêmea de 

flebotomíneo durante o seu repasto sanguíneo. É importante ressaltar que para 

espécies dermotrópicas de Leishmania, a lesão permanece na pele, mas para 
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Leishmania viscerotrópica, o parasito dissemina-se a partir do sítio da infecção inicial 

da pele para o fígado, baço e medula óssea (Ponte-Sucre, 2003). 

Quando um novo flebotomíneo pica um hospedeiro vertebrado infectado, ele 

ingere sangue contendo macrófagos parasitados por amastigotas de Leishmania. A 

refeição sanguínea é digerida no intestino médio do inseto. Neste novo ambiente, as 

formas amastigotas são agrupadas e envolvidas por uma estrutura chamada de 

matriz peritrófica, que protege contra a ação de enzimas digestivas (Pimenta et al., 

1997; Secundino et al., 2005). Posteriormente, ocorre o rompimento dos macrófagos 

e a liberação dos parasitos, que se diferenciam em promastigotas procíclicas. Estas 

formas se reproduzem por divisão binária e tornam-se ligadas às microvilosidades 

do epitélio do intestino médio. Esta adesão ocorre predominantemente em toda a 

região do flagelo e envolve a participação de um lipofosfoglicano exposto na 

superfície da promastigota (Pimenta et al., 1992). Quando os parasitos desprendem-

se do epitélio, as formas promastigotas migram para a válvula estomodeu localizada 

no intestino médio anterior, onde se concentram e reiniciam a divisão celular 

(Gossage et al., 2003). Estes parasitos são responsáveis pela produção e secreção 

de um gel que atua como um tampão de obstrução do intestino médio e faringe do 

vetor (Rogers et al., 2002; Rogers, 2012). Durante esta etapa, os parasitos 

diferenciam-se em formas promastigotas metacíclicas infectantes, que estarão 

prontas para infectar um novo hospedeiro vertebrado (Fig. 4). É importante destacar 

que os parasitos pertencentes ao subgênero Leishmania desenvolvem-se no 

intestino anterior e médio do vetor, enquanto que os parasitos do subgênero Viannia 

desenvolvem-se no intestino posterior do flebotomíneo (Lainson et al., 1987). 

 

1.3 Tratamento das leishmanioses 

 

 A ausência de vacinas de uso humano e programas eficazes de controle 

vetorial faz com que a quimioterapia seja uma das principais medidas utilizadas para 

controlar todas as formas da doença. Todavia, a alta toxicidade e os efeitos 

colaterais adversos dos fármacos utilizados no tratamento clínico, a possibilidade de 

surgimento de parasitos resistentes às drogas e a limitada opção de medicamentos 

são os principais desafios relacionados ao tratamento quimioterápico das 

leishmanioses (Murray, 2010). 
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Figura 4 – Ciclo de vida de Leishmania spp. A fêmea de flebotomíneo pica um mamífero infectado 
durante o repasto sanguíneo (1). Macrófagos infectados com formas amastigotas (2). Forma 
amastigota (3). Amastigotas transformam-se em formas promastigotas procíclicas (4), que se 
multiplicam no intestino médio do vetor (5). Promastigotas migram em direção à válvula estomodeu 
no intestino médio anterior e a divisão celular reinicia (6). Promastigotas transformam-se em formas 
promastigotas metacíclicas infectantes (7). A fêmea libera estas formas em um novo hospedeiro 
vertebrado através da regurgitação durante o repasto sanguíneo (8). Promastigotas metacíclicos (9) 
infectam macrófagos (10). Promastigotas metacíclicos transformam-se em amastigotas (11). 
Amastigotas aderem-se à membrana do vacúolo parasitóforo (12) e multiplicam-se dentro dele (13). 
Multiplicação intensa de amastigotas (14), que são liberados da célula (15). Forma amastigota (16) 
que pode infectar novos macrófagos (17). Na porção central da figura, estão representados os 
reservatórios mais importantes envolvidos na manutenção do parasito (Adaptado de Teixeira et al., 
2013). 
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No Brasil, o tratamento de primeira escolha para todas as formas da doença é 

a administração de compostos contendo o antimônio pentavalente (SbV). Os países 

da América Latina, língua francesa e espanhola comercializam o antimoniato de N-

metilglucamina (Glucantime®), e os de língua inglesa, o estibogluconato de sódio 

(Pentostam®) (Berman, 1988; Rath, 2003). Apesar dos efeitos colaterais como 

arritmias cardíacas e problemas renais, estes fármacos têm sido utilizados por várias 

décadas em diversos países (Herwaldt, 1999). De acordo com o MS, no Brasil, as 

dosagens recomendadas para o tratamento da doença variam de 10 a 20 mg de 

SbV/kg/dia com aplicação por via parenteral, intramuscular ou endovenosa, por no 

mínimo 20 dias e no máximo 40 dias (Brasil, 2010, 2014). Entretanto, baixas 

dosagens ou descontinuidade do tratamento são as principais causas do aumento 

de recidivas e casos de resistência do parasito a essas drogas (Oliveira et al., 2011). 

A anfotericina B e a pentamidina são os fármacos de segunda escolha 

utilizados no tratamento da doença em nosso país. A anfotericina B é um antibiótico 

poliênico com ação antifúngica, que foi introduzido na terapia anti-Leishmania a 

partir de 1960. Este fármaco liga-se aos esteróis levando à formação de poros na 

membrana e alteração na permeabilidade a íons, que por sua vez, promovem sua 

desorganização e despolarização, causando a morte do parasito (Ramos et al., 

1994; Azas et al., 2001). Esse medicamento tem sido considerado o mais potente 

disponível comercialmente, com ação nas formas promastigotas e amastigotas do 

parasito, tanto in vitro quanto in vivo (Brasil, 2014). Em áreas onde há altos níveis de 

resistência ao SbV, como na Índia, a anfotericina B tem sido utilizada como primeira 

escolha no tratamento. Formulações lipídicas desse fármaco têm sido propostas 

como alternativa para diminuir a toxicidade do desoxicolato sódico de anfotericina B. 

Atualmente, as seguintes formulações tornaram-se disponíveis no mercado: 

anfotericina B lipossomal e anfotericina B dispersão coloidal (Brasil, 2014). Todavia, 

a anfotericina B lipossomal tem custo elevado, impossibilitando o seu uso na rotina 

dos serviços de saúde no Brasil. Ela tem sido indicada aos pacientes graves de LV, 

que desenvolveram insuficiência renal ou toxicidade cardíaca durante o uso do 

Glucantime® e de outras drogas que não resultaram em melhora ou cura clínica 

(Brasil, 2014). 

A pentamidina, uma diamidina aromática, tem sido utilizada na quimioterapia 

das leishmanioses há mais de 40 anos. Os mecanismos antimicrobianos da 

pentamidina não são totalmente conhecidos, mas sabe-se que a droga interfere na 
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biossíntese de macromoléculas como DNA, RNA, fosfolipídeos e proteínas (Mcgwire 

& Satoskar, 2014). A considerável toxicidade desse fármaco e os principais efeitos 

adversos, como nefrotoxicidade, taquicardia e outras arritmias, hipoglicemia, dentre 

outros, tem restringido o seu uso (Singh et al., 2012). 

A miltefosina oral, originalmente desenvolvida como um agente 

antineoplásico, apresenta atividade contra a membrana de Leishmania (Croft et al., 

2006). Este medicamento tem apresentado resultados promissores no tratamento do 

calazar indiano (Brasil, 2014), sendo considerado como de primeira escolha na Índia 

e também na Colômbia. O mecanismo de ação da miltefosina não é conhecido com 

precisão, mas acredita-se que está associado à indução de apoptose e distúrbios 

nas vias de sinalização celular dependente de lipídeos (Dorlo et al., 2012). Esse 

fármaco parece ser mais ativo contra algumas espécies de Leishmania, entretanto 

sua eficácia é variável dependendo das áreas geográficas, inclusive para a mesma 

espécie (González et al., 2008). Morais-Teixeira et al. (2011) mostraram que 

miltefosina apresentou menor atividade em espécies de Leishmania do Novo Mundo 

quando comparado com L. donovani. Um estudo de genômica comparativa entre 

isolados de L. chagasi (L. infantum) demonstrou a deleção de um locus no 

cromossomo 31 (MSL – locus de sensibilidade à miltefosina), que estava fortemente 

associado com falha ao tratamento com miltefosina em pacientes com LV no Brasil 

(Carnielli et al., 2016). 

A paromomicina, um antibiótico aminoglicosídeo, foi introduzido na 

quimioterapia das leishmanioses a partir de 2006, na forma de sulfato de 

paromomicina (Wiwanitkit, 2012). Este fármaco age na síntese de RNA e modifica 

lipídeos polares da membrana, afetando a sua fluidez e permeabilidade (Maarouf et 

al., 1997). 

O Quadro 1 mostra os mecanismos de ação, o modo de administração e os 

efeitos colaterais dos principais fármacos utilizados no tratamento das 

leishmanioses. É importante ressaltar que a eficácia dessas drogas depende do 

estado imunológico do hospedeiro, das diferenças intrínsecas dos parasitos quanto 

à sensibilidade aos fármacos e das propriedades farmacocinéticas das drogas (Kaur 

& Rajput, 2014). A figura 5 mostra a estrutura química de alguns fármacos utilizados 

no tratamento da doença. 
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QUADRO 1 – Fármacos utilizados no tratamento das leishmanioses 

Fármaco Modo de ação 
Modo de 

administração 
Efeitos colaterais 

Antimoniais 

pentavalentes 

Inibição da glicólise e 

oxidação de ácidos 

graxos 

Intramuscular ou 

Endovenosa 

Dor abdominal, 

eritema, náuseas, 

toxicidade (hepática, 

pâncreas, renal, 

muscular, leucopenia) 

Anfotericina B 

Ligação aos esteróis da 

membrana do parasito e 

mudança na sua 

permeabilidade seletiva 

para K
+
 e Mg

2+
 

Endovenosa 

Febre, náuseas, 

anorexia, leucopenia, 

falha renal, problemas 

cardíacos 

Pentamidina 

Interfere na síntese de 

DNA e modifica a 

morfologia do 

cinetoplasto 

Parenteral 

Intramuscular 

Dores, náuseas, 

vômitos, tonturas, 

mialgia, hipertensão, 

dor de cabeça 

Miltefosina 

Associada com a 

biossíntese de 

fosfolipídeos e 

metabolismo alquil-

lipídico em Leishmania 

Oral 

Náuseas, vômitos, 

diarreia, creatinina 

elevada 

Paromomicina 
Inibição da biossíntese 

de proteínas 

Tópico para LC 

Parenteral para LV 

Eritema, dores, 

edema, danos ao 

ouvido interno 

Fonte: Revisado por Kaur & Rajput (2014). 

 

1.4 Mecanismos de ação dos antimoniais 

 

Antimoniais pentavalentes (SbV) são pró-drogas que necessitam de redução 

biológica para a forma trivalente (SbIII) para terem atividade leishmanicida. 

Entretanto, o local desta redução, se dentro do parasito (forma amastigota) ou no 

macrófago, e o mecanismo de redução (enzimático ou não enzimático) permanecem 

com resultados controversos na literatura (Shaked-Mishan et al., 2001). 

 Alguns estudos têm relatado que amastigotas axênicos, cultivados na 

ausência de macrófagos, são susceptíveis ao SbV, enquanto em promastigotas este 

composto não é ativo, sugerindo que alguma redução ocorre nas formas 
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amastigotas do parasito (Callahan et al., 1997; Ephros et al., 1997; Ephros et al., 

1999; Goyard et al., 2003). Por outro lado, outros estudos sugerem que a redução 

dessa pró-droga acontece somente no interior dos macrófagos (Roberts & Rainey, 

1993; Sereno et al., 1998). 

 

Figura 5 – Estrutura química dos fármacos utilizados no tratamento das leishmanioses (Adaptado de 
Croft et al., 2006; Santos et al., 2008). 

 

O mecanismo pelo qual amastigotas reduzem SbV em SbIII não é claro. Tanto 

glutationa quanto tripanotiona podem reduzir não enzimaticamente SbV a SbIII sob 

condições ácidas (Ouellette et al., 1991; Frézard et al., 2001; Santos Ferreira et al., 

2003; Yan et al., 2003a; Yan et al., 2003b). Entretanto, a relevância fisiológica 

dessas observações é uma questão a ser investigada devido ao fato das taxas de 

redução serem bastante lentas. Além disso, promastigotas contêm concentrações 

intracelulares maiores de tripanotiona e glutationa do que amastigotas 

(Ariyanayagam e Fairlamb, 2001; Wyllie et al., 2004) e ambos estágios mantêm 

valores intracelulares de pH próximos à neutralidade, independentemente do pH 
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externo (Glaser et al., 1988). Assim, é difícil explicar a ação seletiva de SbV contra o 

estágio amastigota por um mecanismo não enzimático. Como ambos os estágios 

podem absorver SbV e SbIII, a insensibilidade de promastigotas ao SbV não pode ser 

atribuída à exclusão da droga (Brochu et al., 2003). 

SbIII é capaz de entrar em formas amastigotas e promastigotas de 

Leishmania, entretanto as rotas de entrada de SbIII e SbV diferem (Brochu et al., 

2003). Estudos mostram que SbIII entra em Leishmania através de uma 

aquagliceroporina denominada AQP1 (Gourbal et al., 2004). Para ser ativo contra 

Leishmania, SbV tem que entrar na célula hospedeira, atravessar a membrana 

fagolisossomal e agir contra as formas amastigotas intracelulares (Shaked-Mishan et 

al., 2001). Acredita-se que SbV entra no parasito através de uma proteína que 

reconhece uma estrutura semelhante a um açúcar compartilhado com gluconato 

(Brochu et al., 2003). 

É possível que a redução de SbV a SbIII ocorra tanto no hospedeiro quanto no 

parasito. Em bactéria e levedura, a redução de metal é mediada por enzimas 

(Rosen, 2002) e isso pode também acontecer em Leishmania. Uma enzima 

específica do parasito denominada redutase dependente de tiol 1 (TDR1), que 

contém domínios com similaridades à ômega glutationa transferase, mostrou-se 

catalisar a conversão de SbV a SbIII, usando glutationa como um agente redutor 

(Denton et al., 2004). Uma nova enzima antimoniato redutase 2 (ACR2) foi 

caracterizada em Leishmania e mostrou-se reduzir SbV e aumentar a sensibilidade 

de células de Leishmania ao SbV (Zhou et al., 2004). Alternativamente, há evidência 

que um número de tióis, incluindo tióis parasito-específicos tais como tripanotiona, 

assim como tióis macrófagos-específicos tais como glicilcisteína, podem reduzir SbV 

a SbIII, não enzimaticamente (Fig. 6) (Santos Ferreira et al., 2003). 

Estudos sugerem que o SbV inibe a biossíntese de macromoléculas em 

amastigotas através de perturbação do metabolismo energético, devido à inibição da 

atividade glicolítica, oxidação de ácidos graxos e a fosforilação de ADP para a 

formação de ATP (Berman et al., 1985; Berman et al., 1987; Herwaldt, 1999). 

Entretanto, os alvos específicos nestas vias não estão bem identificados. Outros 

estudos têm relatado apoptose em amastigotas tratados com SbIII, envolvendo 

fragmentação de DNA e exteriorização de fosfatidilserina na superfície externa da 

membrana plasmática (Sereno et al., 2001; Sudhandiran & Shaha, 2003). Dados da 

literatura sugerem a formação de complexos aquosos entre o SbV e 
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ribonucleosídeos, adenosina e adenosina monofosfato em compartimentos celulares 

ácidos, tais como o fagolisossomo do macrófago, interferindo no metabolismo da 

Leishmania e podendo causar a morte do parasito (Demicheli et al., 2002). Além 

disso, estudos sugerem que SbIII causa distúrbios no potencial tiol redox do parasito, 

através da ativação do efluxo de tripanotiona e glutationa, com a produção de 

espécies reativas de oxigênio (EROs), o que contribuiria para a morte do parasito, 

uma vez que este se tornaria susceptível ao estresse oxidativo (Wyllie et al., 2004; 

Ashutosh et al., 2007). 

 

1.5 Mecanismos de resistência aos antimoniais 

 

 A resistência a drogas, especialmente aos antimoniais, é um grave problema 

associado à quimioterapia das leishmanioses em vários países do mundo. Na Índia, 

mais de 60% dos pacientes, os quais não foram tratados previamente, falharam ao 

responder à terapia com antimoniais, devido à resistência natural (Sundar, 2001; 

Thakur et al., 2004). Dessa maneira, o uso de antimoniais não têm sido 

recomendado no tratamento das leishmanioses no subcontinente indiano (Guerin et 

al., 2002; Matlashewski et al., 2011). Uma possível explicação para o surgimento de 

resistência nesta região deve-se ao uso de arsênio na água potável (Perry et al., 

2011). Falhas no tratamento com antimoniais também têm sido relatadas no Brasil 

(Oliveira Neto et al., 1997; Romero et al., 2001), Colômbia (Palacios et al., 2001) e 

Peru (Arevalo et al., 2007). No Brasil, a ineficácia do tratamento com Glucantime® 

tem sido observada em 10 a 25% dos pacientes tratados (Rocha et al., 1980; 

Marsden et al., 1984). 

 O fenômeno de resistência de Leishmania aos antimoniais é complexo, 

multifatorial e envolve diversas vias. Dessa maneira, muitos estudos têm sido 

desenvolvidos para compreender melhor a bioquímica deste parasito e subsidiar o 

entendimento dos possíveis mecanismos pelos quais o parasito adquire resistência. 

Dados da literatura demonstram que os potenciais mecanismos de resistência aos 

antimoniais em espécies de Leishmania incluem: (1) diminuição da absorção da 

droga pela célula; (2) diminuição da ativação da droga; (3) inativação da droga; (4) 

alteração do complexo alvo-droga; (5) sequestro da droga em compartimentos 

intracelulares; (6) aumento do reparo de danos causados pela droga; (7) aumento da 
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tolerância à droga e (8) aumento da extrusão da droga (Fig. 6) (Borst, 1991; Croft et 

al., 2006; Singh, 2006). 

Estudos experimentais de resistência ao antimônio em Leishmania indicam 

que vários mecanismos devem ocorrer simultaneamente no mesmo parasito e que 

diferentes mecanismos devem operar em isolados de campo comparados a 

linhagens resistentes de Leishmania selecionadas em laboratório (Ouellette et al., 

2004; Croft et al., 2006; Decuypere et al., 2012). Por outro lado, algumas 

características observadas em estudos in vitro também têm sido demonstradas em 

isolados de campo (Decuypere et al., 2005; Mukherjee et al., 2007; Kumar et al., 

2012; Berg et al., 2013; Kazemi-Rad et al., 2013; Rai et al., 2013). O Quadro 2 

apresenta alguns genes frequentemente associados com o fenótipo de resistência 

ao antimônio em diferentes mutantes de Leishmania spp. selecionados in vitro em 

laboratório ou em isolados clínicos e/ou de campo. 

 

 

Figura 6 – Mecanismos de ação e resistência aos antimoniais em Leishmania. Ativação (A), 
diminuição da absorção (B), conjugação e sequestro (C), e efluxo (D). As setas azuis indicam a 
provável ação da droga em linhagens sensíveis de Leishmania, enquanto as setas vermelhas 
descrevem as prováveis rotas para obter a resistência, como observado nas linhagens resistentes do 
parasito. Abreviaturas: Sb

V
 (antimônio pentavalente); Sb

III
 (antimônio trivalente); AQP1 

(aquagliceroporina 1); ACR2 (antimoniato redutase 2); TDR1 (redutase dependente de tiol 1); Cys 
(cisteína); GSH (glutationa); T(SH)2 (tripanotiona); Sb-TS (complexo antimônio-tiol); MRPA (proteína 
de resistência a múltiplas drogas A) (Adaptado de Kaur & Rajput, 2014). 



31 
 

QUADRO 2 – Genes associados com o fenótipo de resistência ao antimônio em 
mutantes de Leishmania spp. selecionados in vitro ou em isolados clínicos/campo  
 

Gene Leishmania spp. 

Resistência ao antimônio 

Referência 
In vitro 

Isolado 

clínico/campo 

MRPA 

L. guyanensis  X Anacleto et al. (2003) 

L. infantum X  
El Fadili et al. (2005) 

Leprohon et al. (2009) 

L. donovani  X 

Mukherjee et al. (2007) 

Kumar et al. (2012) 

Rai et al. (2013) 

L. amazonensis X  
do Monte Neto et al. (2011) 

Moreira et al. (2013) 

L. tropica  X Kazemi-Rad et al. (2013) 

L. braziliensis X  Moreira et al. (2013) 

AQP1 

L. donovani  X 
Decuypere et al. (2005) 

Kumar et al. (2012) 

L. tropica  X Kazemi-Rad et al. (2013) 

L. donovani X X Rai et al. (2013) 

L. amazonensis 

L. guyanensis 
X  Moreira et al. (2013) 

ODC 

L. guyanensis X  Fonseca et al. (2017) 

L. donovani  X 

Decuypere et al. (2005) 

Mukherjee et al. (2007) 

Adaui et al. (2011) 

Rai et al. (2013) 

γ-GCS 

L. guyanensis X X 
Torres et al. (2010) 

Fonseca et al. (2017) 

L. donovani 

 

X 

Decuypere et al. (2005) 

Mukherjee et al. (2007) 

Kumar et al. (2012) 

Rai et al. (2013) 

TXNPx 

L. donovani  X Wyllie et al. (2010) 

L. braziliensis X  
Matrangolo et al. (2013) 

Andrade & Murta (2014) 

FeSOD-A 
L. braziliensis 

L. infantum 
X  Tessarollo et al. (2014) 

Fonte: Adaptado de Frézard et al. (2014).  
Abreviaturas: MRPA (proteína de resistência a múltiplas drogas A); AQP1 (aquagliceroporina 1); ODC (ornitina 
decarboxilase); γ-GCS (γ-glutamilcisteína sintetase); TXNPx (triparedoxina peroxidase); FeSOD-A (ferro 
superóxido dismutase-A); X indica resistência in vitro ou em isolado clínico/campo. 
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 É evidente que o comprometimento da redução de SbV a SbIII é um dos 

primeiros meios de resistência a drogas em Leishmania (Fig. 6A). Uma diminuição 

dessa redução foi demonstrada em L. donovani resistente ao antimônio (Shaked-

Mishan et al., 2001). Está bem estabelecido que o transporte de SbIII para o interior 

do parasito ocorre através de um transportador de membrana denominado 

aquagliceroporina 1 (AQP1), de maneira independente de energia (Brochu et al., 

2003; Gourbal et al., 2004). Os níveis intracelulares de SbIII estavam reduzidos em 

isolados clínicos de L. major, L. infantum e L. tarentolae resistentes, provavelmente 

devido a uma baixa expressão de AQP1, demonstrando seu papel significativo na 

resistência aos antimoniais (Fig. 6B) (Gourbal et al., 2004). Outros estudos 

evidenciaram que a reduzida expressão (Marquis et al., 2005) ou a deleção do gene 

AQP1 (Mukherjee et al., 2013) deve resultar na diminuição da entrada de SbIII, 

reduzido acúmulo da droga e resistência. De fato, dados da literatura revelaram uma 

diminuição da expressão dessa proteína em isolados de campo de L. tropica e L. 

donovani (Decuypere et al., 2005; Kumar et al., 2012; Kazemi-Rad et al., 2013; Rai 

et al., 2013), e em linhagens de L. guyanensis e L. amazonensis resistentes in vitro 

ao SbIII (Moreira et al., 2013), provocando uma redução da entrada da droga na 

célula parasitária. 

O aumento dos níveis de tripanotiona foi observado em algumas linhagens de 

Leishmania selecionadas para resistência ao SbIII ou arsenito (Mukhopadhyay et al., 

1996). Isso é devido ao aumento dos níveis de enzimas envolvidas na síntese de 

glutationa (γ-glutamilcisteína sintetase) (Grondin et al., 1997) e poliaminas (ornitina 

decarboxilase) (Haimeur et al., 1999), os dois metabólitos precursores da 

tripanotiona. Aumento da síntese de glutationa e tripanotiona pode ajudar a substituir 

tióis perdidos devido ao efluxo, bem como auxiliar no restabelecimento do potencial 

tiol redox alterado pelo acúmulo de dissulfetos (Wyllie et al., 2004). 

Uma vez que o SbIII está no interior do parasito, ele pode formar conjugados 

com os tióis tripanotiona (T(SH)2), glutationa (GSH) e cisteína (Cys), resultando na 

formação do complexo antimônio-tiol (Sb-TS). Dessa maneira, outro mecanismo 

associado à resistência aos antimoniais é o destino deste complexo através de duas 

principais vias: sequestro em compartimento intracelular do parasito por meio de um 

transportador ABC (ATP-binding cassette) e eliminação da célula através da 

membrana plasmática (Fig. 6C e D) (Mukhopadhyay et al., 1996; Légaré et al., 

2001). O transportador ABCC3, também conhecido como PGPA 
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(phosphoglycoprotein A) ou MRPA (multidrug resistant associated protein A), foi 

identificado no sequestro do complexo Sb-tiol em uma organela intracelular de 

Leishmania, levando à remoção de moléculas da droga do citoplasma do parasito (El 

Fadili et al., 2005). A associação do aumento da expressão da proteína PGP na 

resistência a drogas foi descrita em Leishmania resistente ao arsenito e antimoniais 

(Légaré et al., 2001), sugerindo que este polipeptídeo seja um dos principais 

mediadores do efluxo de drogas neste parasito. Um estudo demonstrou que a PGP 

está aumentada em linhagens de L. guyanensis e L. amazonensis resistentes in vitro 

ao SbIII, podendo levar à uma redução na concentração intracelular de antimônio e 

favorecer a sobrevivência destes parasitos resistentes (Moreira et al., 2013). 

Manzano et al. (2013) identificaram que o transportador ABCI4 também está 

envolvido no efluxo do conjugado Sb-tiol em células de L. major resistentes ao 

antimonial. 

 Após a infecção, macrófagos sofrem uma explosão respiratória, produzindo 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e nitrogênio (ERNs), como H2O2 (peróxido de 

hidrogênio), OH- (radical hidroxila), O2
- (ânion superóxido) e NO (óxido nítrico) para 

destruir microrganismos invasores (Beaman & Beaman, 1984; Bhattacharyya et al., 

2002). Dessa forma, muitos parasitos, incluindo Leishmania, desenvolveram 

diferentes mecanismos enzimáticos para prevenir o dano celular causado por tais 

EROs e ERNs. A função de peroxidases inclui a defesa contra agentes químicos e 

estresse oxidativo, catalizando a redução de H2O2 e hidroperóxidos a água e álcool, 

respectivamente. Sendo assim, a ação combinada de tripanotiona redutase, 

triparedoxina e triparedoxina peroxidase é crucial para manter uma baixa 

concentração de H2O2 e diminuir o estresse oxidativo (Turrens, 2004). Estudo 

proteômico demonstrou que triparedoxina peroxidase citosólica está superexpressa 

em linhagens de L. braziliensis e L. infantum resistentes ao SbIII (Matrangolo et al., 

2013). Análise funcional desta proteína sugere que ela está envolvida no fenótipo de 

resistência ao antimônio trivalente em L. braziliensis (Andrade & Murta, 2014). A 

enzima superóxido dismutase (SOD) também é um componente central envolvido na 

defesa antioxidante em muitos microrganismos. Esta enzima remove o excesso de 

radicais O2
-, convertendo-os em oxigênio e H2O2 (Bannister et al., 1987). Diferentes 

isoformas de FeSOD (FeSOD-A e FeSOD-B) têm sido caracterizadas em L. chagasi, 

L. tropica e L. donovani (Paramchuk et al., 1997; Ghosh et al., 2003; Plewes et al., 

2003; Getachew & Gedamu, 2007), demonstrando seu papel protetor contra o 
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estresse oxidativo. Estudo de análise funcional de FeSOD-A revelou que a atividade 

SOD é maior nas linhagens de L. braziliensis e L. infantum resistentes ao SbIII 

comparadas com suas respectivas linhagens sensíveis, sugerindo que esta enzima 

esteja envolvida no fenótipo de resistência ao SbIII nestas duas espécies de 

Leishmania (Tessarollo et al., 2014). 

Estudos genômicos têm demonstrado que a amplificação gênica é um dos 

principais mecanismos envolvidos na resistência a drogas, principalmente quando a 

resistência é induzida in vitro (Beverley, 1991; Segovia, 1994; Borst & Ouellette, 

1995). Amplificação gênica associada com o fenótipo de resistência ao antimonial 

normalmente ocorre por recombinação homóloga de sequências repetidas diretas ou 

invertidas no genoma (Beverley, 1991; Ouellette & Borst, 1991; Grondin et al., 1996; 

Leprohon et al., 2009), levando à formação de elementos de DNA 

extracromossomais circulares ou lineares (Mukherjee et al., 2007; Leprohon et al., 

2009; do Monte-Neto et al., 2011). A plasticidade cromossomal em Leishmania 

permite mudanças estruturais, resultando em variações no número de cópias 

cromossômicas e amplificação de DNA extracromossomal (Downing et al., 2011). De 

fato, aneuploidia é um fenômeno que tem sido demonstrado em Leishmania 

resistente ao antimonial (Ubeda et al., 2008; Leprohon et al., 2009). Sendo assim, o 

aumento do número de cópias gênicas devido à amplificação extracromossomal 

e/ou intracromossomal deve contribuir para a superexpressão de genes, resultando 

em adaptações metabólicas que auxiliam os parasitos a sobreviver na presença de 

antimônio (Frézard et al., 2014). 

Novos mecanismos de resistência ao antimonial em Leishmania têm sido 

identificados, como diminuição na fragmentação de DNA e morte celular programada 

(Vergnes et al., 2007). Estudos de metaboloma revelaram uma diminuição dos níveis 

de esfingolipídeos e esfingomielinas, e aumento dos níveis de fosfatidilcolina e 

ácidos graxos insaturados em isolados clínicos de L. donovani resistentes ao 

antimônio, sugerindo que a composição da membrana destes parasitos esteja 

extensivamente modificada (t’Kindt et al., 2010). Níveis de glicoconjugados de 

superfície também foram encontrados aumentados em isolados de L. donovani 

resistentes ao antimônio, desempenhando papel na metaciclogênese e virulência do 

parasito (Mukhopadhyay et al., 2011). Além disso, acredita-se que uma diminuição 

na expressão de calcineurina esteja associada com resistência ao Glucantime® em 
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isolados naturais de L. infantum, devido a um efeito protetor dos parasitos 

resistentes à apoptose induzida pelo antimônio (Bagher Khadem Erfan et al., 2013). 

Portanto, o surgimento de amostras de Leishmania resistentes à droga e o 

aumento da propagação de espécies resistentes deste parasito enfatizam a 

importância de identificação de mecanismos diretamente envolvidos na resistência à 

droga, assim como as mudanças fisiológicas que podem ocorrer nestes parasitos. 

Tais mudanças fisiológicas, relacionadas ou não a mecanismos de resistência à 

droga, contribuem para as características globais do fenótipo de resistência. Além 

disso, novas abordagens quimioterapêuticas contra leishmanioses poderiam ser 

desenvolvidas a partir desses estudos de resistência (Ponte-Sucre, 2003). 

 

1.6 Regulação da expressão gênica em tripanossomatídeos 

 

A regulação da expressão gênica em tripanossomatídeos apresenta as 

seguintes características peculiares: transcrição policistrônica, transplicing, 

transcrição por RNA polimerase I de alguns genes codificadores de proteínas, 

ausência de regiões promotoras típicas para a transcrição dos genes codificadores 

de proteína pela RNA polimerase II, cromatina menos condensada, edição de RNAs 

mitocondriais e disposição dos genes em tandem (Clayton, 2002; Campbell et al., 

2003). O genoma destes organismos não apresenta introns, de forma que o DNA 

genômico pode ser utilizado como molde para realização da reação em cadeia da 

polimerase (PCR). Além do DNA nuclear, parasitos da família Trypanosomatidae 

apresentam o cinetoplasto, que consiste no DNA mitocondrial ou DNA do 

cinetoplasto (kDNA), presente na mitocôndria única desses parasitos. Este DNA 

mitocondrial é formado por maxicírculos e minicírculos que se unem para formar 

uma rede de DNA, que representa 10-15% do DNA total do parasito. Nos 

maxicírculos, encontra-se o DNA que codifica RNAs ribossomais e transportadores, 

enquanto no DNA dos minicírculos localizam-se os RNAs guias (Simpson, 1987; 

Shapiro & Englund, 1995; Morris et al., 2001). 

Os tripanossomatídeos apresentam transcrição policistrônica, gerando RNAs 

imaturos que contêm mais de um gene, como ocorre em procariotos (González et 

al., 1985; Muhich & Boothroyd, 1988). A maturação do mRNA ocorre através de um 

processo denominado de transplicing, de modo que na região 5’ dos RNAs 

codificantes é adicionada uma sequência de 39 nucleotídeos denominada miniexon 
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ou spliced leader (SL), e na região 3’ uma cauda poli-A, mediante um mecanismo 

em que ambos processos parecem estar acoplados (Borst, 1986; LeBowitz et al., 

1993). É importante ressaltar que sinais da região intergênica, rica em resíduos de 

polipirimidinas (CT – citosina e timina) essenciais no controle da transcrição, 

determinam qual sítio AG (adenina e guanina) seja um possível receptor do SL 

(Martínez-Calvillo et al., 2010). Além disso, a região 3’ de cada mRNA está 

poliadenilada a uma distância entre 100 e 400 nucleotídeos acima dos sinais para o 

transplicing do miniexon do gene seguinte (Papadopoulou et al., 2003). Dessa 

maneira, formam-se unidades de tradução monocistrônicas compostas pelo 

miniexon, gene e cauda poli-A. Essa estrutura cap ou miniexon protege o mRNA da 

ação de nucleases, prolongando a sua vida média e assegurando a tradução, 

porque faz do mRNA uma estrutura reconhecida pelos ribossomos (Papadopoulou et 

al., 2003). 

Uma vez que todos os genes são transcritos igualitariamente no agrupamento 

policistrônico, a regulação pós-transcricional é essencial para a manutenção natural 

dos níveis de transcritos. Alguns elementos regulatórios também foram descritos em 

vários mRNAs, sugerindo um mecanismo para a manutenção da estabilidade e 

degradação de mRNAs originalmente transcritos nos agrupamentos policistrônicos. 

Isso pode explicar a não correlação de níveis de mRNA com o nível proteico, 

sugerindo que a regulação da expressão gênica em tripanossomatídeos seja 

essencialmente pós-transcricional (Martínez-Calvillo et al., 2010). Desse modo, a 

regulação pode ocorrer nos seguintes pontos: processamento do transcrito primário, 

exportação do núcleo para o citoplasma, estabilidade do mRNA, recrutamento de 

RNA para polissomos, controle do início da tradução, modificações pós-traducionais 

e degradação de proteínas (Fig. 7). 

Outra característica peculiar dos tripanossomatídeos é a ausência visível de 

condensação cromossômica em todo o seu ciclo de vida (Vickerman & Preston, 

1970). Estes organismos caracterizam-se por sua grande plasticidade 

cromossômica, apresentando diploidia para a maioria dos genes e aneuploidia para 

outros (Lighthall & Giannini, 1992). Além disso, a edição de RNA mitocondrial ou 

RNA editing consiste na inserção e eliminação de uracila em RNAs sem sentido 

genético com a finalidade de obter mensageiros que serão traduzidos (Stuart & 

Panigrahi, 2002). Um complexo de moléculas de RNA e proteínas auxiliado pelos 

RNAs guias está envolvido no mecanismo de transcrição. Dessa maneira, foram 
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isolados numerosos fatores da mitocôndria de tripanossomatídeos, formando 

complexos que interagem dinamicamente durante o processo de edição (Simpson et 

al., 2003). 

 

 

Figura 7 – Mecanismos de controle da expressão gênica em tripanossomatídeos. Transcrição 
policistrônica (A). Transplicing e poliadenilação acoplados durante a transcrição (B). Processamento 
de mRNAs dicistrônicos que são armazenados e, posteriormente, são novamente processados 
gerando mRNAs monocistrônicos (C). Degradação do mRNA dependente de desadenilação pela 
extremidade 5’ e/ou 3’ (D). Degradação do mRNA independente de desadenilação (E). Início da 
tradução (F). Alongamento da tradução (G). Degradação de proteínas (H). Modificações pós-
traducionais de proteínas ou direcionamento da localização da proteína (I). (?) indica questões não 
confirmadas experimentalmente (Haile & Papadopoulou, 2007). 

 

1.7 Organização genômica de Leishmania 

 

 O sequenciamento dos genomas de três protozoários da Ordem 

Kinetoplastida (L. major, Trypanosoma brucei e T. cruzi) mostrou alta conservação 

dos genes na evolução destes parasitos. Há cerca de 6.200 genes conservados na 

família Trypanosomatidae e mais de 1.000 genes específicos de Leishmania, muitos 

dos quais ainda não foram caracterizados (Peacock et al., 2007). 
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 Apesar de uma divergência de aproximadamente 46 milhões de anos, a 

análise comparativa do genoma de três espécies de Leishmania, L. major (cepa 

Friedlin), L. infantum (cepa JPCM5) e L. braziliensis (cepa M2904), mostrou um alto 

grau de conservação dos genes e pequeno número de genes espécie-específicos 

destes parasitos (Ivens et al., 2005; Lukes et al., 2007; Peacock et al., 2007). A 

análise comparativa destes três genomas (Peacock et al., 2007) mostrou que 

aproximadamente 200 genes (pseudogenes) são diferentes, incluindo 78 genes que 

foram restritos a uma única espécie. Segundo os autores, o pequeno número de 

genes diferentes entre as três espécies pode ser compensado por um maior controle 

pós-transcricional (Peacock et al., 2007). A maioria desses genes espécie-

específicos codifica proteínas de funções desconhecidas e tem sido proposto que 

contribuem para o tropismo do parasito e estejam associados com as diferentes 

formas de leishmanioses (Peacock et al., 2007; Smith et al., 2007). Vários genes 

específicos de L. donovani foram expressos em L. major e mostraram aumento 

significativo da sobrevivência do parasito em vísceras de camundongos, indicando 

que genes individuais podem contribuir para o tropismo no hospedeiro (Zhang et al., 

2008; Zhang & Matlashewski, 2010). Dessa maneira, foi observada a conservação 

em mais de 99% dos genes preditos nesses genomas; as sequências de 

aminoácidos têm em média 77 a 92% de identidade, e as sequências de 

nucleotídeos, 81 a 94%.  

O número de cromossomos é de 36 em L. major e L. infantum, e 35 em L. 

braziliensis, como resultado da fusão dos cromossomos 20 e 34 (Britto et al., 1998; 

Peacock et al., 2007). O genoma de L. mexicana apresenta 34 cromossomos, com 

dois eventos de fusão ocorridos entre os cromossomos 8 e 29, e entre os 

cromossomos 20 e 36 (Britto et al., 1998). Rogers et al. (2011) encontraram dois 

genes únicos presentes no genoma de L. mexicana (cepa U1103), os quais 

codificam proteínas de função desconhecida. Além disso, estes autores relataram a 

presença de grupos ortólogos desta espécie mais em comum com L. infantum do 

que qualquer outra espécie de Leishmania. Raymond et al. (2012) encontraram um 

limitado número de regiões cromossômicas divergentes entre as espécies L. 

tarentolae e L. infatum e um compartilhamento do conteúdo gênico maior que 90% 

de L. tarentolae com outras espécies de Leishmania. Estes autores também 

identificaram 95 sequências codificantes que são únicas em L. tarentolae e 250 

genes que estavam ausentes nesta espécie. Dessa forma, vários dos genes que não 
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estão presentes em L. tarentolae são expressos preferencialmente nas formas 

amastigotas das espécies patogênicas de Leishmania. Isso poderia explicar, em 

parte, porque L. tarentolae é menos adaptada a infectar macrófagos humanos, e 

porque geralmente esta espécie de parasito não é patogênica para lagartos. 

 

1.8 Análise proteômica e resistência a drogas 

 

 O termo proteoma foi utilizado pela primeira vez em 1995 para designar a 

análise extensiva das proteínas expressas em um tecido, célula ou compartimento 

subcelular em determinadas condições (Wilkins et al., 1996). Enquanto o genoma de 

um organismo permanece relativamente estável ao longo da sua vida, o proteoma é 

extremamente dinâmico e variável, podendo ser modificado pelas condições e 

estímulos em que esse organismo está exposto. A análise proteômica não inclui 

somente a identificação e quantificação de proteínas, mas também determina sua 

localização, interações, atividades, funções e modificações (Fields, 2001). De forma 

geral, o objetivo bioquímico do proteoma é o produto gênico responsável pelo 

fenótipo (Cuervo et al., 2010).  

A pesquisa proteômica tem permitido o entendimento de processos 

metabólicos e fisiológicos, bem como a identificação e caracterização de 

marcadores biológicos, visando o diagnóstico precoce de doenças e 

acompanhamento da evolução do tratamento. Além disso, pode viabilizar também a 

identificação de novas moléculas bioativas que podem ser utilizadas para o 

desenvolvimento de novos fármacos para o controle de doenças e apontar novos 

candidatos vacinais e alvos terapêuticos.  

 Uma vez que a regulação da expressão gênica em tripanossomatídeos ocorre 

em níveis pós-transcricionais, abordagens proteômicas têm sido empregadas para 

detectar alterações de expressão de proteínas em espécies de Leishmania (Clayton 

& Shapira, 2007; Cuervo et al., 2010; Zilberstein, 2015). De fato, estudos anteriores 

utilizaram perfis proteômicos de espécies de Leishmania do Velho e do Novo Mundo 

para investigar fatores de virulência, proteínas estágio-específico, potenciais alvos 

de drogas e mecanismos de resistência a drogas (Bente et al., 2003; Drummelsmith 

et al., 2003; Walker et al., 2006; Vergnes et al., 2007; Matrangolo et al., 2013). 

 O primeiro estudo proteômico com o objetivo de compreender mecanismos de 

resistência a drogas em Leishmania foi relatado por Drummelsmith et al. (2003). 
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Inicialmente, estes autores validaram o uso de eletroforese bidimensional (2DE) para 

este tipo de estudo. O principal experimento desse trabalho foi a indução de 

resistência in vitro ao metotrexato em promastigotas de L. major. Análises 

proteômicas de 2DE comparativas mostraram que os parasitos resistentes 

apresentaram maior expressão de pteridina redutase (PTR1) comparado aos seus 

pares sensíveis nesta espécie do parasito. Sendo assim, os autores revelaram 

ferramentas valiosas para o estudo de potenciais alvos de drogas e mecanismos de 

resistência a drogas. 

 Vergnes et al. (2007) conduziram análise comparativa de cepas de L. 

donovani sensível e resistente ao SbV isoladas de pacientes com calazar. 

Resultados deste estudo revelaram que HSP83 e calpaína estão envolvidas com 

morte celular programada induzida pelo antimônio. 

 Estudo proteômico comparativo de formas amastigotas axênicas de L. 

infantum sensíveis e resistentes ao SbIII demonstrou que a expressão da proteína 

argininosuccinato sintetase (ARGG) estava aumentada no mutante resistente à 

droga. Por outro lado, foi observada uma diminuição no nível da proteína de 

membrana dos kinetoplastídeos-11 (KMP-11) nestes parasitos resistentes (El Fadili 

et al., 2009). 

 Kumar et al. (2010) identificaram proteínas diferencialmente expressas em 

frações enriquecidas de membrana e citosólica em isolados clínicos de L. donovani 

sensível e resistente ao estibogluconato de sódio de pacientes com LV. Estes 

autores observaram que as principais proteínas na fração de membrana foram: 

transportador ABC, HSP83, proteína transamidase GPI, proteína rica em cisteína-

leucina e proteína L23a ribossomal 60S, sugerindo que estas proteínas de 

membrana são importantes na transdução de sinais e na resistência à droga. Na 

fração citosólica, foram identificadas as seguintes proteínas: antígeno nuclear de 

proliferação celular (PCNA), subunidade alfa 5 do proteassoma, carboxipeptidase, 

HSP70, enolase, frutose-1,6-bifosfato aldolase, e a cadeia beta-tubulina. Muitas 

dessas proteínas têm sido relatadas como potenciais alvos de drogas, exceto a L23a 

ribossomal 60S e PCNA. Sendo assim, as proteínas descritas nesse estudo 

fornecem um vasto campo a ser explorado para novas estratégias de tratamento 

contra a LV, como a clonagem e superexpressão desses alvos para produzir 

proteínas recombinantes terapêuticas/profiláticas. 
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 Biyani et al. (2011) utilizaram espectrometria de massas quantitativa para 

identificar diferenças no proteoma global entre os isolados de L. donovani sensíveis 

e resistentes ao estibogluconato de sódio. Dados das análises comparativas 

revelaram que nos parasitos resistentes à droga houve alterações de expressão de 

proteínas envolvidas em importantes vias metabólicas, incluindo aumento na 

glicólise, estresse oxidativo e detoxificação. 

 Análise proteômica de linhagens de L. panamensis sensíveis e resistentes ao 

SbIII demonstrou uma alteração nos parasitos resistentes quanto aos níveis das 

proteínas envolvidas em resposta geral ao estresse, funções metabólicas e de 

transporte. As enzimas envolvidas no metabolismo de aminoácidos sulfurados, como 

S-adenosilmetionina sintetase e S-adenosilhomocisteína hidrolase, que são 

precursoras da síntese de tripanotiona, estavam superexpressas nas amostras 

resistentes ao SbIII. Esse dado sugere um envolvimento destas enzimas na 

regulação em resposta à pressão de droga, reforçando a importância do 

metabolismo de tióis na resistência ao antimônio em Leishmania (Walker et al., 

2012). 

 Dados de análise proteômica comparativa de linhagens de L. braziliensis e L. 

infantum sensíveis e resistentes in vitro ao SbIII mostraram que a maioria das 

proteínas com abundância diferencial em ambas as espécies está envolvida na defesa 

antioxidante, resposta geral ao estresse, metabolismo de glicose e de aminoácidos, e 

organização do citoesqueleto. Cinco proteínas foram mais abundantes em ambas as 

linhagens de Leishmania resistentes ao SbIII: triparedoxina peroxidase, alfa-tubulina, 

HSP60, HSP70 e HSP83. É interessante ressaltar que 40 proteínas foram observadas 

apenas nessa análise proteômica. Dessa maneira, os autores acreditam que algumas 

das proteínas identificadas nesse estudo estejam associadas com a resposta geral 

ao estresse e que outras podem estar associadas ao mecanismo de resistência ao 

antimônio trivalente em Leishmania (Matrangolo et al., 2013). 

 Apesar dos mecanismos de resistência aos antimoniais não serem totalmente 

elucidados, os trabalhos proteômicos mencionados anteriormente contribuem para 

uma maior compreensão de tais mecanismos tanto nas linhagens resistentes 

selecionadas in vitro quanto nos isolados clínicos. Sendo assim, os dados obtidos 

com esses estudos permitem a descoberta e validação de novos alvos para a 

quimioterapia das leishmanioses. 
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1.9 Modificações pós-traducionais 

 

 A identificação de proteínas que sofrem modificações pós-traducionais 

(MPTs) é uma das vantagens da análise proteômica, uma vez que estas 

modificações não são detectadas através de análise do genoma. MPTs como 

metilação, acetilação, glicosilação e fosforilação são capazes de regular a 

conformação proteica, função, estabilidade, ativação, degradação, localização e 

interações entre proteínas (Rosenzweig et al., 2008; White, 2008; Cuervo et al., 

2010). Sendo assim, as MPTs são determinantes na complexidade dos organismos.  

São conhecidos mais de 200 tipos de MPTs (Krishna & Wold, 1998), dos 

quais apenas alguns são reversíveis e importantes para a regulação de processos 

biológicos. Uma das MPTs mais estudadas é a fosforilação de proteínas (Raggiaschi 

et al., 2005). Em 1955, ela foi descrita pela primeira vez por Edwin Krebs e Edmond 

Fischer como sendo indispensável para a conversão de glicogênio fosforilase de 

uma forma inativa para uma forma ativa (Fischer & Krebs, 1955). Estima-se que 

cerca de um terço do proteoma de eucariotos seja fosforilado (Cohen, 2000). A 

fosforilação está envolvida em diversos processos celulares, como metabolismo, 

transcrição, tradução, progressão do ciclo celular, proliferação, rearranjo do 

citoesqueleto, apoptose, movimento e diferenciação celular. Além disso, a 

fosforilação mostra um papel importante na transferência de informação dentro da 

célula, regulando vias de transdução de sinais, comunicação intercelular durante o 

desenvolvimento, na ativação do sistema imune e no funcionamento do sistema 

nervoso (Raggiaschi et al., 2005). O tipo mais comum de fosforilação é a O-

fosforilação, que pode ocorrer nos aminoácidos serina, treonina e tirosina, com uma 

proporção de aproximadamente 1.000/100/1, respectivamente (Hunter, 1998). Além 

deste tipo de fosforilação, resíduos de histidina, arginina e lisina podem sofrer N-

fosforilação, enquanto ácido aspártico e ácido glutâmico podem ser acil-fosforilados 

e cisteína pode ser S-fosforilada (Sickamm & Meyer, 2001). 

 

1.9.1 Fosfoproteoma 

 

Fosfoproteoma corresponde ao conjunto das proteínas fosforiladas de um 

determinado organismo. Técnicas proteômicas podem ser utilizadas para o estudo 

do fosfoproteoma, permitindo a análise de todas as proteínas fosforiladas de uma 
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célula ao mesmo tempo ao invés de estudar uma única proteína. Todavia, a análise 

do fosfoproteoma apresenta dificuldades, como a complexidade da amostra, a faixa 

dinâmica de concentração das proteínas e mudanças que podem ocorrer ao longo 

do tempo (Nita-Lazar et al., 2008). A análise fosfoproteômica tem sido importante em 

diversas áreas da pesquisa científica, como na identificação de proteínas 

fosforiladas relacionadas com doenças, incluindo câncer (Blume-Jensen & Hunter, 

2001), distúrbios metabólicos (Taniguchi et al., 2006), doenças autoimunes (Gatzka 

& Walsh, 2007) e infecções patogênicas (Sirard et al., 2007), na compreensão de 

redes de sinalização celular (Nita-Lazar et al., 2008; White, 2008) e efeito de drogas 

em diferentes vias (Tedford et al., 2009). 

A análise do primeiro fosfoproteoma das formas promastigotas e amastigotas 

de L. donovani foi realizada por Morales et al. (2008), revelando fosfoproteínas 

envolvidas em resposta ao estresse e choque térmico, renovação de RNA/proteína, 

metabolismo, sinalização e proteínas hipotéticas. Os autores identificaram 73 

fosfoproteínas, das quais 55 (75%) eram conservadas em Leishmania e 18 (25%) 

hipotéticas. Foi observado também que 35 (48%) destas proteínas não foram 

identificadas em estudos proteômicos prévios utilizando extratos de proteínas totais. 

Isso demonstra a importância do processo de purificação de fosfoproteínas para 

análise dessas proteínas de baixa abundância. As análises desses autores 

revelaram um subconjunto de fosfoproteínas que apresentaram fosforilação estágio-

específico, incluindo proteínas ribossomais em promastigotas, e cinco proteínas que 

estavam fortemente ou exclusivamente fosforiladas no estágio amastigota, incluindo 

HSP100, MAP quinase de Leishmania homóloga à LmaMPK10, nucleosídeo 

difosfato quinase b, ciclofilina 40 e uma proteína hipotética (LmjF32.2260). Análise 

posterior realizada por Morales et al. (2010) aumentou o número de fosfoproteínas 

identificadas para 171 e revelou que 38% destas proteínas apresentaram diferenças 

significativas estágio-específico. Em amastigotas, foi observado que as 

fosfoproteínas estavam amplamente envolvidas na função chaperona, incluindo 

proteína induzida por estresse (STI1/HOP) e várias isoformas de HSP70 e HSP90, 

sugerindo que estas proteínas sejam reguladas pós-traducionalmente pela 

fosforilação. 

Análise fosfoproteômica também tem possibilitado a identificação de sítios de 

fosforilação em amostras de parasitos. Hem et al. (2010) identificaram 445 

fosfoproteínas associadas às funções biológicas de resposta ao estresse, renovação 
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de RNA/proteína e transdução de sinal em amastigotas axênicos de L. donovani. 

Análises de fosfopeptídeos enriquecidos com dióxido de titânio (TiO2) identificaram 

157 fosfopeptídeos únicos cobrindo 181 sítios de fosforilação em 126 proteínas 

distintas. Foi observado que 78% dos peptídeos estavam fosforilados em um 

resíduo, enquanto 19 e 3% dos peptídeos apresentaram fosforilações em dois e três 

resíduos, respectivamente. Os resultados mostraram que 86% dos sítios fosforilados 

ocorrem em resíduos de serina, enquanto 12 e 2% ocorrem em resíduos de treonina 

e tirosina, respectivamente. Esses dados revelam que a maioria dos sítios de 

fosforilação em L. donovani ocorre em resíduos de serina de forma similar a outros 

eucariotos. Investigação da conservação de sítios de fosforilação em 

tripanossomatídeos e eucariotos superiores através de análises de alinhamento de 

sequências múltiplas mostraram fosforesíduos em proteínas altamente conservadas 

que compartilham homologia de sequência a ortólogos do hospedeiro humano. 

Esses únicos sítios de fosforilação revelam importantes diferenças entre a biologia 

do hospedeiro e parasito e regulação pós-traducional de proteínas, que devem ser 

exploradas para a identificação de novos alvos quimioterápicos.  

Análises comparativas dos fosfoproteomas de amastigotas e promastigotas 

de L. donovani demonstraram 1.614 sítios de fosforilação correspondentes a 627 

proteínas (Tsigankov et al., 2013). Os autores observaram que 616 sítios (38%) 

foram identificados em amastigotas, 568 (35%) em promastigotas e 430 (27%) em 

ambos os estágios, indicando que a maioria desses sítios é estágio-específico. Além 

disso, a distribuição de aminoácidos fosforilados assemelha-se à de eucariotos 

superiores e Leishmania: 80% (serina), 19,6% (treonina) e 0,4% (tirosina). A 

fosforilação de serina no motivo específico “SF” (serina-fenilalanina) de 

tripanossomatídeos estava significativamente enriquecida em amastigotas. Das 627 

fosfoproteínas identificadas nas análises comparativas, 322 apresentaram um único 

sítio de fosforilação, 155 possuíam dois sítios, enquanto que 57 e 23 proteínas 

tinham, respectivamente, três e quatro sítios distintos. As análises indicaram que 

Leishmania contém proteínas com múltiplos sítios de fosforilação que estão 

fosforilados em distintos estágios do ciclo de vida do parasito. Para mais da metade 

dos eventos de fosforilação, mudanças na abundância de fosfoproteínas não 

correlacionaram positivamente com alterações na abundância de proteínas, 

sugerindo regulação funcional. 
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Tsigankov et al. (2014) analisaram mudanças no perfil de fosforilação durante 

a diferenciação da forma promastigota à forma amastigota de L. donovani. O curso 

de tempo dessa diferenciação pode ser dividido em quatro fases morfologicamente 

distintas: I, percepção do sinal (0-5 h após exposição de promastigotas ao sinal de 

diferenciação, como 37ºC e pH 5,5); II, interrupção do movimento e agregação (5-10 

h); III, formação de amastigota (10-24 h); e IV, maturação (24-120 h). Análises dos 

163 fosfopeptídeos correspondentes a 106 proteínas revelaram diferentes perfis de 

cinética, com aumento na fosforilação predominante durante as fases I e III, 

enquanto que as fases II e IV foram caracterizadas por maior defosforilação. Várias 

proteínas estavam fosforiladas na fase I após exposição ao completo sinal de 

diferenciação. Várias outras proteínas quinases, incluindo subunidades regulatórias, 

e fosfatases também mostraram mudanças na fosforilação durante a diferenciação. 

Dessa maneira, as análises fosfoproteômicas podem contribuir para elucidar vias de 

sinalização em tripanossomatídeos, além de permitir a identificação de potenciais 

alvos de drogas para serem utilizados no desenvolvimento de novos agentes 

quimioterápicos. 

 

1.9.1.1 Eletroforese em gel diferencial bidimensional (2D-DIGE) 

 

 Vários aprimoramentos dentro da metodologia de eletroforese bidimensional 

(2DE) foram realizados, dentre eles a eletroforese em gel diferencial bidimensional 

(2D-DIGE – two dimensional difference gel electrophoresis). Esta técnica foi descrita 

pela primeira vez por Unlü et al. (1997). Ela envolve a marcação de extratos 

proteicos com os diferentes marcadores fluorescentes: Cy2, Cy3 e Cy5 (CyDye 

DIGE fluor dyes, GE). Estes corantes, que são moléculas espectralmente resolvidas 

e equiparadas quanto à carga e massa, possuem um grupo reativo NHS-éster que 

se liga covalentemente aos resíduos de lisinas presentes nas proteínas. Então, as 

amostras marcadas são misturadas, e a primeira e segunda dimensões são 

realizadas em um único gel 2DE. Os extratos proteicos marcados com os diferentes 

corantes podem ser visualizados individualmente através da excitação específica de 

cada um dos fluoróforos com diferentes comprimentos de ondas, que gera imagens 

digitais de cada amostra separadamente (Marouga et al., 2005). 

 Nesse tipo de experimento recomenda-se a utilização de um padrão interno, 

que deve estar presente em todos os géis de um experimento. Este padrão interno é 
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constituído por quantidades iguais de proteínas de cada amostra biológica do 

experimento, as quais são marcadas com um mesmo corante, geralmente o Cy2. 

Sendo assim, as proteínas de cada amostra estarão representadas no padrão 

interno, permitindo que elas sejam normalizadas com o padrão interno presente no 

mesmo gel. Com isso, é possível realizar uma quantificação mais robusta devido ao 

aumento da confidência do matching entre os géis, bem como separar variações 

induzidas biologicamente daquelas produzidas pela variação experimental (Marouga 

et al., 2005). 

 A técnica 2D-DIGE oferece maior sensibilidade na detecção de proteínas, 

sendo necessários apenas poucos microgramas de amostra em comparação à 

técnica 2DE convencional, apresentando assim grande importância para estudos 

que dispõem de pequenas quantidades de amostras. Nessa técnica, a corrida das 

amostras em um mesmo gel proporciona uma redução na variação do padrão dos 

spots, além de reduzir o número de géis necessários para validar estatisticamente o 

experimento (Marouga et al., 2005). Entretanto, essa técnica apresenta algumas 

desvantagens como: os corantes utilizados nas análises tornam a metodologia mais 

onerosa, a resolução das proteínas ainda é difícil em faixas extremas de pH e massa 

molecular, além da possibilidade de um mesmo spot apresentar mais de uma 

proteína e a limitação de se estudar proteínas de membrana cujos protocolos de 

extração são realizados com detergentes que interferem na isoeletrofocalização. 

Atualmente, muitos grupos de pesquisa têm utilizado esse tipo de análise 

proteômica para identificar marcadores de proteína específicos em câncer (Zhou et 

al., 2002), fosfoproteínas estágio-específico em L. donovani (Morales et al., 2010), 

antígenos candidatos para o desenvolvimento de testes diagnósticos e vacina para 

leishmaniose visceral canina (Costa et al., 2011), biomarcadores de prognóstico 

para leishmaniose visceral humana (Rukmangadachar et al., 2011), proteínas 

diferencialmente expressas em linhagens de Toxoplasma gondii sensíveis e 

resistentes à sulfadiazina (Doliwa et al., 2013), fatores de virulência em amostras de 

L. infantum (da Fonseca Pires et al., 2014), análise proteômica comparativa de 

isolados de L. infantum sensíveis e resistentes à miltefosina (Carnielli et al., 2014), 

dentre outros. Dessa forma, considerando as vantagens que a metodologia 2D-DIGE 

apresenta, como melhor reprodutibilidade, sensibilidade e maior robustez dos 

resultados quando comparada às outras metodologias proteômicas, esta técnica tem 

se tornado uma ferramenta útil para avaliações moleculares que ocorrem em 
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diversos sistemas biológicos, bem como para análise de doenças e potenciais 

terapias (Kim et al., 2009). 

 

1.10 Alvos selecionados para o estudo de genômica funcional 

 

 Os resultados de nossa análise fosfoproteômica demonstraram que as 

proteínas nucleosídeo difosfato quinase b (NDKb) e fator de elongação 2 (EF2) 

estavam mais e menos abundantes, respectivamente, na linhagem de L. braziliensis 

resistente ao SbIII em comparação à sua respectiva linhagem sensível (Moreira et 

al., 2015). Dessa forma, estas proteínas foram selecionadas para a realização da 

segunda etapa do projeto: a genômica funcional. 

 

1.10.1 Nucleosídeo difosfato quinase b (NDKb) 

 

 A enzima nucleosídeo difosfato quinase b (NDKb), membro da família NDK, 

catalisa a transferência de grupo fosfato de um nucleosídeo trifosfato (NTP) para um 

nucleosídeo difosfato (NDP) através de um mecanismo “ping-pong”, no qual envolve 

fosfohistidina como intermediário (Parks et al., 1973; Lascu & Gonin, 2000). A 

reação completa pode ser representada da seguinte maneira (Paul et al., 2014):  

 

NDK + N1TP ↔ NDK-P + N1DP ↔ NDK-P 

 + N2DP ↔ NDK + N2TP 

 

Essa enzima é essencial para a manutenção dos níveis de NTP intracelular e 

para o fornecimento de NTPs para a síntese de ácidos nucleicos, citidina trifosfato 

(CTP) para síntese de lipídeos, uridina-5’-trifosfato (UTP) para síntese de 

polissacarídeos e guanosina-5’-trifosfato (GTP) para elongação de proteínas, 

transdução de sinal e polimerização de microtúbulos (Tonoli et al., 2009). Outras 

funções têm sido atribuídas à NDK em diferentes organismos, incluindo patogênese 

bacteriana (Chakrabarty, 1998), regulação da expressão gênica em mamíferos 

(Postel, 2003) e participação nas vias de recuperação de purinas em 

tripanossomatídeos (Landfear et al., 2004). NDKb foi identificado como um 

componente abundante na análise subproteômica da fração microssomal de 

promastigotas de L. major (de Oliveria et al., 2006). Kolli et al. (2008) demonstraram 
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que NDKb é secretada por Leishmania spp. durante a infecção, impedindo a lise de 

macrófagos mediada por ATP e preservando a integridade da célula hospedeira 

para benefício do parasito. Dessa maneira, a enzima NDKb pode ser considerada 

um potencial alvo para o desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento 

das leishmanioses. 

 A enzima NDKa de humano (NM23-H1) age como um supressor de 

metástase tumoral em células de melanoma (Lacombe et al., 2000). Por outro lado, 

a enzima NDKb de humano (NM23-H2) foi descrita como um ligante da região 

promotora do oncogene c-myc, resultando na ativação da transcrição (Harstsough & 

Steeg, 2000). Além disso, NDK de Escherichia coli tem uma função no sistema de 

reparo de DNA (Postel & Abramczyk, 2003) e uma atividade exonuclease 3’-5’ em 

NDK1 de humano também tem sido demonstrada (Yoon et al., 2005). Estudo 

proteômico relatou uma abundância maior da proteína NDK em população de 

Trypanosoma cruzi resistente ao benzonidazol (Andrade et al., 2008). Dessa forma, 

os estudos mencionados demonstram que NDKb é uma enzima ubíqua que está 

envolvida em diversos processos celulares em diferentes organismos. 

 

1.10.2 Fator de elongação 2 (EF2) 

 

 A síntese de proteínas é constituída por três etapas gerais: iniciação, 

elongação e terminação. Essa síntese está sujeita à regulação complexa que 

permite as células controlarem este processo intenso de gasto energético em 

resposta a diversos estímulos fisiológicos (Hizli et al., 2013). A tradução é regulada 

nos níveis de iniciação e elongação. Por exemplo, a tradução é reprimida na fase 

G2/M do ciclo celular (Celis et al., 1990; Pyronnet & Sonenberg, 2001), na qual a 

inibição de fatores de iniciação eucariótico reprimem a tradução mitótica (Fan & 

Penman, 1970; Bonneau & Sonenberg, 1987; Pyronnet & Sonenberg, 2001). O 

controle traducional ocorre também ao nível de elongação, o que envolve a inibição 

do fator de elongação eucariótico 2 (EF2) (Browne & Proud, 2002; Jørgensen et al., 

2006; Sivan et al., 2007). 

 EF2 é uma translocase dependente de GTP, que é responsável pelo 

movimento do nascente peptidil-tRNA do sítio A (aminoacil) para o sítio P (peptidil) 

do ribossomo (Hizli et al., 2013). Um mecanismo que inibe a elongação é a 

fosforilação de EF2 na treonina 56 (T56) pela quinase EF2K (Price et al., 1991), que, 
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consequentemente, inibe a síntese de proteínas. Dados da literatura têm 

demonstrado uma alta expressão de EF2 em uma variedade de tumores malignos, 

como câncer de ovário (Alaiya et al., 1997), carcinoma hepatocelular (Li et al., 2008), 

câncer gastrointestinal humano (Nakamura et al., 2009) e adenocarcinoma de 

pulmão (Chen et al., 2011). Além disso, a superexpressão de EF2 está também 

correlacionada com a progressão da célula cancerosa e recorrência tumoral precoce 

(Nakamura et al., 2009; Oji et al., 2014). Outros estudos relataram o aumento na 

abundância de EF2 em isolados de L. donovani, e em linhagens de L. panamensis e 

L. infantum resistentes aos antimoniais (Biyani et al., 2011; Walker et al., 2012; 

Matrangolo et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 
 

2 JUSTIFICATIVA 

 

As leishmanioses são um grande problema de saúde pública mundial. 

Todavia, poucos avanços foram obtidos em seu controle. Sendo assim, a 

quimioterapia continua sendo uma das principais medidas utilizadas para o controle 

de todas as formas da doença. Entretanto, os fármacos utilizados no tratamento são 

tóxicos e ainda existe a possibilidade de surgimento de parasitos resistentes às 

drogas. Nesse sentido, a busca pela compreensão dos mecanismos bioquímicos e 

moleculares que contribuem para o fenótipo de resistência em espécies de 

Leishmania tem sido objeto de diversas pesquisas científicas mundiais nos últimos 

anos. Contudo, a grande maioria dos estudos realizados relata a resistência aos 

antimoniais em espécies de Leishmania do Velho Mundo, tornando-se necessário o 

entendimento desse fenômeno nas espécies predominantes no Novo Mundo. 

Análises proteômicas têm sido muito utilizadas para determinar o perfil 

proteico de diversos parasitos, principalmente em Leishmania. Tais estudos têm 

permitido avaliar as alterações na expressão de proteínas em resposta à exposição 

de drogas, bem como contribuído para o aumento da compreensão de mecanismos 

associados ao fenótipo de resistência aos antimoniais. Nesse contexto, métodos 

proteômicos são de grande relevância pelo fato de possibilitarem a identificação de 

novos alvos moleculares para utilização em processos de validação e 

desenvolvimento de novas drogas para serem utilizadas no tratamento da doença. 

Modificações pós-traducionais apresentam um papel importante na 

estabilidade de proteínas, além de contribuir para o controle da expressão gênica. 

Tais modificações devem regular a função de uma proteína pela alteração de sua 

localização, interação molecular ou atividade. A fosforilação de proteínas é uma 

dessas modificações mais estudadas devido à sua importância em diversos eventos 

celulares. Entretanto, a literatura não havia relatado estudo sobre o perfil de 

fosfoproteínas em amostras de L. braziliensis resistentes ao antimônio trivalente. 

Dessa forma, nesse trabalho foi realizada uma análise fosfoproteômica comparativa, 

utilizando linhagens sensível e resistente ao SbIII desta espécie de Leishmania, as 

quais foram previamente selecionadas in vitro pelo nosso grupo de pesquisa (Liarte 

& Murta, 2010). Esse estudo fosfoproteômico permitiu a identificação de proteínas 

diferencialmente abundantes associadas ao estresse causado pelo tratamento de 

droga e ao fenótipo de resistência ao antimônio trivalente. 
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A partir dos resultados obtidos na análise fosfoproteômica, as proteínas 

nucleosídeo difosfato quinase b (NDKb) e fator de elongação 2 (EF2) foram 

selecionadas para estudos de genômica funcional. Estas fosfoproteínas 

apresentaram maior e menor abundância, respectivamente, na linhagem de L. 

braziliensis resistente ao SbIII comparada ao seu respectivo par sensível (Moreira et 

al., 2015). NDKb é uma enzima multifuncional com papel essencial na síntese de 

nucleosídeos trifosfatos e no metabolismo de purinas em Leishmania. Já a enzima 

EF2 é crucial na elongação e síntese de proteínas do parasito. Dessa maneira, foi 

realizada a superexpressão dessas enzimas em L. braziliensis e L. infantum para 

investigar o envolvimento dessas proteínas no fenótipo de resistência ao antimônio 

trivalente nestes parasitos. Além disso, inibidores foram utilizados para avaliar a 

susceptibilidade ao SbIII em parasitos superexpressores das enzimas NDKb e EF2. 

Portanto, nossos estudos poderão subsidiar a seleção de novos alvos para o 

desenvolvimento de estratégias que possam ser utilizadas no tratamento das 

leishmanioses. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Realizar análise fosfoproteômica e genômica funcional de linhagens de 

Leishmania spp. sensíveis e resistentes ao antimônio trivalente, visando entender os 

mecanismos moleculares que contribuem para o fenótipo de resistência dos 

parasitos a esse fármaco. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

A) Análise fosfoproteômica: 

 

 Determinar o perfil das proteínas fosforiladas das linhagens de L. braziliensis 

sensível e resistente ao antimônio trivalente; 

 Identificar as proteínas diferencialmente fosforiladas por espectrometria de 

massas; 

 Realizar análises in silico para validar a conservação de sítios de fosforilação 

em algumas proteínas identificadas; 

 Analisar os níveis de expressão de fosfoproteínas nas linhagens de L. 

braziliensis sensível e resistente ao SbIII. 

 

B) Genômica funcional: 

 

 Inserir os genes NDKb e EF2 no plasmídeo de expressão de Leishmania 

(pIR1BSD); 

 Transfectar as linhagens de L. braziliensis e L. infantum com os plasmídeos 

contendo os genes NDKb e EF2; 

 Confirmar a presença do marcador de seleção (blasticidina) e aumento de 

expressão das proteínas NDKb e EF2; 

 Determinar a susceptibilidade dos parasitos transfectados ao antimônio 

trivalente; 
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 Analisar o efeito do inibidor lamivudina e sua associação com o SbIII no 

crescimento das linhagens de L. braziliensis sensível e superexpressora de 

NDKb; 

 Determinar a susceptibilidade das linhagens de L. braziliensis sensível e 

superexpressora de NDKb ao peróxido de hidrogênio; 

 Avaliar o efeito do inibidor de EF2K e sua associação com o SbIII no 

crescimento das linhagens de L. braziliensis sensível e superexpressora de 

EF2; 

 Analisar os níveis de expressão das proteínas NDKb e EF2 nas linhagens de 

L. braziliensis e L. infantum sensíveis e resistentes ao antimônio trivalente. 
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4 ARTIGOS 

 

4.1 Artigo 1: Análise fosfoproteômica 
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*Supporting Information Table 1 disponível na versão online 
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 SUPPORTING INFORMATION 

Phosphoproteomic analysis of wild-type and antimony-resistant  

Leishmania braziliensis lines by 2D-DIGE technology 
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Fig. 1S. Optimization and validation of experimental conditions. Determination of parasite survival as a 
function of drug concentration by FACS analysis in Sb

III
-susceptible (A) and -resistant (B) L. 

braziliensis lines. The parasites were cultivated by 24 and 48 hours in M199 medium containing 
different Sb

III
 concentrations (mg/ml). The parasite number was determined using a Z1 Coulter 

Counter (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA). After, 10
6
 cells were incubated with annexin V (anex) 

during 10 min and propidium iodide (PI) by 5 min, according to protocol described by Annexin-V-
FLUOS staining kit (Roche). Subsequently they were submitted to Flow cytometer analysis using 488 
nm excitation and a 515 nm bandpass filter for fluorescein detection and a filter > 600 nm for PI 
detection. Positive parasite number was represented in the plot. Two independent measurements, 
each performed in duplicate were performed. (C) 1D-DIGE analysis and SyproRuby staining. 
Phosphoprotein analysis of L. braziliensis samples Sb

III
 treated and non-treated. The red/orange 

bands are indicating differences in phosphoprotein abundance. This is a technical control of the 
protein amount that indeed is equal between samples. LbWTS 0 (Cy3) x LbSbR 0.025 (Cy5) – lane 1; 
LbWTS 0 (Cy5) x LbWTS 0.025 (Cy3) – lane 2; LbSbR 0.025 (Cy3) x LbSbR 2 (Cy5) – lane 3; LbWTS 
0.025 (Cy5) x  LbSbR 2 (Cy3) – lane 4; LbWTS 0 (Cy3) – lane 5; LbWTS 0.025 (Cy3) – lane 6; LbSbR 
0.025 (Cy3) – lane 7; LbSbR 2 (Cy3) – lane 8. 

 

 

 

 
 

 
Fig. 2S. Protein spots differentially abundant in the groups 1 (LbWTS 0 x LbWTS 0.025) and 4 
(LbWTS 0.025 x LbSbR 2) of L. braziliensis. Spots that showed a minimum of 1.5-fold change in 
fluorescence intensity with a p-value < 0.05 (ANOVA) were subjected to mass spectrometry (MS/MS). 
The numbers in the gels refer to the spot identification as shown in the Tables 2 and 5. Each gel is 
representative of four independent experimental replicates. 
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Fig. 3S. Protein spots differentially abundant in the group 3 (LbWTS 0 x LbSbR 0.025) of L. 
braziliensis. Spots that showed a minimum of 1.5-fold change in fluorescence intensity with a p-value 
< 0.05 (ANOVA) were subjected to mass spectrometry (MS/MS). The numbers in the gels refer to the 
spot identification as shown in the Table 4. Each gel is representative of four independent 
experimental replicates. 

 

 

 

 

 
 
Fig. 4S. Protein spots differentially abundant in the group 2 (LbWTS 0.025 x LbSbR 0.025) of L. 
braziliensis. Spots that showed a minimum of 1.5-fold change in fluorescence intensity with a p-value 
< 0.05 (ANOVA) were subjected to mass spectrometry (MS/MS). The numbers in the gels refer to the 
spot identification as shown in the Table 3. Each gel is representative of four independent 
experimental replicates. 
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Fig. 5S. Protein spots differentially abundant in the group 5 (LbSbR 0.025 x LbSbR 2) of L. 
braziliensis. Spots that showed a minimum of 1.5-fold change in fluorescence intensity with a p-value 
< 0.05 (ANOVA) were subjected to mass spectrometry (MS/MS). The numbers in the gels refer to the 
spot identification as shown in the Table 6. Each gel is representative of four independent 
experimental replicates. 
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Fig. 6S. Representative analysis of cross comparisons for some proteins. The graphics reveal the 
abundance of proteins in our different L. braziliensis samples analyzed and informs on 
phosphoproteins that are linked to drug treatment or drug resistance. The analysis was performed 
using the Progenesis SameSpots software V4.1 (Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne, UK). 
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4.2 Artigo 2: Genômica funcional 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Há alguns anos o nosso grupo de pesquisa tem se dedicado ao estudo de 

mecanismos moleculares de resistência ao antimônio trivalente em espécies de 

Leishmania do Novo Mundo. Este estudo iniciou-se com a seleção e caracterização 

fenotípica das linhagens de L. guyanensis, L. amazonensis, L. braziliensis e L. 

infantum sensíveis e resistentes ao SbIII por Liarte e Murta em 2010. Posteriormente, 

alguns estudos de caracterização molecular e análise funcional de genes foram 

realizados principalmente com L. braziliensis, uma espécie de grande importância 

epidemiológica em nosso país, que pode causar as formas cutânea e mucocutânea 

de leishmaniose. 

A fosforilação de proteínas é um fenômeno essencial que regula complexos e 

diversos processos nas células eucarióticas. Desse modo, a regulação dinâmica da 

função de uma proteína através desta importante modificação pós-traducional é 

alcançada por um balanço das atividades de proteínas quinases e fosfatases em 

uma célula. Nesse contexto, foi utilizada a metodologia de eletroforese em gel 

diferencial bidimensional (2D-DIGE) que envolve a marcação de extratos proteicos 

com diferentes marcadores fluorescentes (Cy2, Cy3 e Cy5). Posteriormente, foi 

realizada a análise de espectrometria de massas para identificar as fosfoproteínas 

nas linhagens de L. braziliensis sensível e resistente ao antimônio trivalente. Essa 

ferramenta quantitativa foi bastante pertinente, uma vez que permitiu a identificação 

de 48 diferentes proteínas provenientes de cinco grupos de análises comparativas e 

de um número total de 116 spots (Fig. 8). Os resultados demonstraram que os 

grupos 1 (LbWTS 0 x LbWTS 0.025) e 5 (LbSbR 0.025 x LbSbR 2) devem estar 

associados com resposta ao estresse causado pelo tratamento com SbIII. Por outro 

lado, os grupos 2 (LbWTS 0.025 x LbSbR 0.025), 3 (LbWTS 0 x LbSbR 0.025) e 4 

(LbWTS 0.025 x LbSbR 2) estão relacionados a mecanismos de resistência à droga. 

Em seguida, as fosfoproteínas identificadas nesse estudo foram classificadas em 

sete categorias de processos biológicos de acordo com banco de dados. Os 

resultados revelaram que a categoria “enovelamento de proteínas/chaperonas e 

resposta ao estresse” está envolvida principalmente em resposta ao SbIII, como 

observado nos grupos 1 e 5. Já as categorias “antioxidante/detoxificação”, 

“processos metabólicos”, “processamento de RNA/DNA” e “biossíntese de proteínas” 

estão moduladas no caso de resistência à droga para os demais grupos. 
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Figura 8 – Resumo gráfico da análise fosfoproteômica das linhagens de L. braziliensis sensível e 

resistente ao Sb
III

. 

 

As proteínas de choque térmico (HSPs) são altamente conservadas 

evolutivamente, agrupadas em diversas famílias e desempenham um papel 

fundamental na fisiologia da célula. A expressão destas proteínas não é alterada 

apenas devido à exposição ao calor, mas também quando as células são expostas a 

diferentes desafios metabólicos, como, por exemplo, em casos de pressão à droga. 

O efeito de exposição ao antimônio trivalente sobre a fosforilação proteica foi 

avaliado nas amostras de L. braziliensis. Os resultados da análise fosfoproteômica 

indicaram que duas principais proteínas de choque térmico, HSP70 e HSP83-1, 

apresentaram um aumento na abundância, como identificado nas análises 

comparativas dos grupos 1 e 5. Isso significa que o tratamento da linhagem sensível 

LbWTS com droga (0,025 mg/mL) e o da linhagem resistente LbSbR com alta 

concentração de SbIII (2 mg/mL) provoca um estresse geral no parasito, que induz a 

produção de proteínas fosforiladas, sugerindo que as HSPs de Leishmania são 

reguladas pós-traducionalmente pela fosforilação. Este fenômeno é essencial para o 

parasito, pois permite que as HSPs realizem a sua principal função, que é a de atuar 

como chaperona molecular, além de conferir proteção para a célula. Dessa maneira, 

as HSPs poderão auxiliar na síntese, dobramento e degradação de proteínas 

enquanto o parasito estiver submetido ao estresse metabólico gerado pela droga. As 

análises também demonstraram que a proteína HSP70 foi identificada no grupo 2 

com abundância maior na amostra LbWTS 0.025 em comparação com a amostra 

LbSbR 0.025, sugerindo que algumas isoformas ou modificações desta proteína 

estão relacionadas a mecanismos de resistência ao SbIII, bem como à resposta ao 

tratamento com a droga. 
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A principal categoria de processo biológico envolvida com mecanismos de 

resistência a drogas é a da defesa “antioxidante/detoxificação”. As proteínas 

pertencentes a este sistema possuem um papel fundamental para os 

tripanossomatídeos. Dados desse estudo mostraram a presença de spots 

correspondentes às fosfoproteínas triparedoxina peroxidase (TXNPx) e peroxidoxina 

com abundância aumentada na amostra resistente LbSbR 0.025 do grupo 2. Isso 

demonstra que provavelmente há um aumento nos níveis de fosforilação destas 

proteínas, o que é essencial para a regulação da função de redução do estresse 

oxidativo causado pelo antimônio trivalente e, consequentemente, diminuição do 

dano celular. Estudo prévio realizado pelo nosso grupo de pesquisa mostrou que 

TXNPx está envolvida no fenótipo de resistência de L. braziliensis ao SbIII. 

Dados da literatura também relatam que as proteínas do citoesqueleto sofrem 

modificações pós-traducionais, dentre as quais podemos citar a fosforilação. Os 

resultados observados nas análises comparativas demonstraram que as proteínas 

alfa-tubulina, beta-tubulina e paraflagelar rod 1D apresentaram abundância 

diminuída na amostra LbSbR 2 do grupo 4. Este dado indica que estas proteínas 

provavelmente estão defosforiladas em L. braziliensis, controlando assim a fisiologia 

e/ou morfologia dos parasitos resistentes à droga. 

Os resultados da análise fosfoproteômica indicaram a presença de 

fosfoproteínas envolvidas em diversos processos metabólicos, como metabolismo 

de carboidratos, proteínas, proteólise, dentre outros. As proteínas desta categoria de 

processo biológico apresentaram abundância diferencial nos grupos comparativos 

estudados. Isso revela que as proteínas identificadas podem estar fosforiladas ou 

defosforiladas de acordo com a necessidade do parasito. Vale a pena destacar a 

fosfoproteína nucleosídeo difosfato quinase b (NDKb), uma enzima envolvida na 

transferência de grupo fosfato de um nucleosídeo trifosfato para um nucleosídeo 

difosfato, que apresentou abundância aumentada nas amostras resistentes dos 

grupos 2, 3 e 4, demonstrando a sua associação com o fenótipo de resistência ao 

SbIII em L. braziliensis. Além disso, o aumento desta proteína no fosfoproteoma do 

parasito deve indicar um aumento na estequiometria de fosforilação nas amostras 

resistentes. 

Na categoria de “processamento de RNA/DNA”, foram identificadas 

fosfoproteínas com abundância aumentada ou diminuída nas amostras resistentes 

(LbSbR 0.025 ou LbSbR 2) dos grupos de análises comparativas 2, 3 e 4. Proteínas 
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como antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA), proteína de ligação Ran 1 e 

proteína de montagem do nucleossomo estavam mais abundantes e possivelmente 

mais fosforiladas, sugerindo que a fosforilação destas proteínas é importante para 

regular as funções de síntese, replicação e reparo de DNA, modulação da cromatina 

e translocação de RNA nas amostras de L. braziliensis resistentes ao antimônio 

trivalente. Por outro lado, a menor abundância e eventual defosforilação das 

proteínas de reparo de excisão UV RAD23 e RNA helicase são essenciais para que 

elas realizem a sua atividade biológica nos parasitos resistentes que estão 

submetidos à pressão de antimônio. 

As proteínas da categoria de “biossíntese de proteínas” são também 

reguladas pós-traducionalmente pela fosforilação. Isso é corroborado pelo aumento 

na abundância das fosfoproteínas argininosuccinato sintetase, fator de iniciação da 

tradução 1A e proteína ribossomal S12 40S nos parasitos resistentes dos grupos 2 a 

4, sugerindo que estas proteínas estejam envolvidas na síntese de outras proteínas 

essenciais de L. braziliensis resistente ao SbIII. Desse modo, o controle da 

maquinaria de biossíntese de proteínas pela fosforilação também parece ser crucial 

para a sobrevivência dos parasitos resistentes à droga. 

As análises do fosfoproteoma de L. braziliensis identificaram 12 

fosfoproteínas como hipotéticas. Buscas mais recentes no banco de dados 

TriTrypDB (http://tritrypdb.org/tritrypdb/) demonstraram que apenas quatro proteínas 

(LbrM.02.0520, LbrM.30.0640, LbrM.32.1870 e LbrM.35.1650) ainda estão anotadas 

como hipotéticas. As demais proteínas apresentam anotação específica, a saber: 

LbrM.13.0270 (ALBA-domain protein 1), LbrM.14.0460 (N-terminal conserved 

domain of Nudc./CS domain containing protein, putative), LbrM.25.1690 (eukaryotic 

translation initiation factor 3 subunit j), LbrM.29.0260 (TPR repeat, putative), 

LbrM.30.3080 (RNA-binding motif protein 42, putative), LbrM.30.3140 (translocon-

associated protein beta, putative), LbrM.33.0650 (paraflagellar rod component, 

putative) e LbrM.34.4450 (co-chaperone protein P23). É importante ressaltar que 

estas proteínas desempenham funções importantes no parasito, como: associação 

com proteínas de ligação de RNA (LbrM.13.0270 e LbrM.30.3080), migração nuclear 

(LbrM.14.0460), síntese de proteínas (LbrM.25.1690), participação na interação 

entre proteínas e montagem de complexos multiproteicos (LbrM.29.0260), 

translocação de proteínas (LbrM.30.3140), composição flagelar (LbrM.33.0650) e 

atuação como co-chaperona de HSP90 (LbrM.34.4450). Dessa maneira, a 
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fosforilação também deve estar associada na regulação das funções dessas 

proteínas essenciais para os parasitos submetidos à pressão de droga. 

Algumas fosfoproteínas foram encontradas relacionadas com a resposta ao 

tratamento com droga e a mecanismos de resistência ao SbIII. Os resultados 

demonstraram que um aumento na abundância de calreticulina, uma chaperonina, 

deve ser importante no caso de resistência à droga, enquanto que abundância 

diminuída e provável defosforilação desta proteína deve estar associada à resposta 

ao estresse induzido pela droga. A proteína de membrana dos kinetoplastídeos-11 

(KMP-11), pertencente à categoria de processo biológico 

“antioxidante/detoxificação”, foi identificada nos grupos 1, 2 e 5. Um aumento de 

abundância desta proteína na amostra resistente LbSbR 0.025 do grupo 2 indica a 

sua importância em mecanismos de resistência ao SbIII, ao passo que uma 

diminuição na abundância de KMP-11 nas amostras LbWTS 0.025 (grupo 1) e 

LbSbR 2 (grupo 5) está associada à resposta ao estresse causado pelo antimônio. É 

importante ressaltar que embora KMP-11 tenha sido incluída na categoria citada 

anteriormente através de banco de dados, esta proteína tem sido descrita na 

literatura como marcador de diagnóstico e antígeno vacinal. A proteína pteridina 

redutase 1 (PTR1), uma enzima da defesa antioxidante, foi observada com alta 

abundância nos parasitos resistentes LbSbR 0.025 e LbSbR 2 dos grupos 2 a 4, 

indicando que esta proteína também é regulada pós-traducionalmente pela 

fosforilação, no caso de resistência à droga. Entretanto, a diminuição na abundância 

desta proteína na amostra LbSbR 2 (grupo 5) está relacionada à resposta de 

parasitos resistentes a uma alta concentração de SbIII. É importante salientar que foi 

realizada a análise funcional da enzima PTR1 e os resultados mostraram que esta 

proteína está envolvida no fenótipo de resistência de L. braziliensis ao antimônio 

trivalente. Outra proteína conhecida como fator de elongação 2 (EF2), que participa 

da biossíntese de proteínas, apresentou abundância aumentada nos parasitos 

sensíveis comparados aos resistentes (grupos 2 a 4) e maior abundância na 

amostra LbSbR 0.025 do que na amostra LbSbR 2 (grupo 5), demonstrando que 

provável diminuição na fosforilação desta proteína pode estar envolvida em 

mecanismos de resistência ao antimônio, mas também na resposta à alta pressão 

de droga. 

É importante salientar que a fosforilação ou defosforilação de uma proteína 

não significa necessariamente que a proteína estará em seu estado ativo ou inativo, 
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respectivamente. Pelo contrário, a proteína pode ser inibida ou ativada através da 

ação de diferentes quinases e de acordo com a necessidade bioquímica da célula. 

Dessa forma, a fosforilação ou defosforilação pode ser vista como um mecanismo 

essencial que pode ser utilizado para ativar ou desativar determinadas vias com o 

objetivo de tolerar a situação de estresse e/ou resistência à droga em que o parasito 

estiver submetido. 

A identificação e quantificação de sítios de fosforilação nas proteínas de 

tripanossomatídeos são de extrema relevância para aumentar a compreensão das 

vias de sinalização celular e os impactos gerados na célula. Alguns estudos 

demonstrados na literatura utilizaram enriquecimento dos fosfopeptídeos com 

dióxido de titânio para identificar e quantificar esses sítios em Leishmania, 

associando com a função biológica que desempenham no parasito. Entretanto, 

nessa análise fosfoproteômica não foi utilizada esta técnica de enriquecimento para 

obtenção dos sítios específicos de fosforilação nas amostras de L. braziliensis 

estudadas, representando assim uma limitação desse estudo. Por outro lado, 

análises de alinhamentos de sequências múltiplas de nove fosfoproteínas 

identificadas no fosfoproteoma com sequências de resíduos fosforilados, que foram 

relatados anteriormente na literatura em espécies de Leishmania, revelaram que a 

fosforilação é comum em resíduos de serina (S) nas espécies deste parasito. Nesse 

sentido, a investigação específica dos sítios de fosforilação nas amostras de 

Leishmania é essencial para analisar o perfil de fosforilação e elucidar eventos de 

sinalização associados à resposta ao estresse causado pelo SbIII e ao fenótipo de 

resistência à droga. Além disso, esse tipo de análise poderá subsidiar estudos de 

mutagênese sítio-dirigida para avaliar a importância dos sítios fosforilados na função 

das proteínas do parasito, bem como na identificação de potenciais alvos 

quimioterápicos. 

Esse estudo fosfoproteômico foi o primeiro a determinar o perfil de 

fosfoproteínas das amostras de L. braziliensis sensíveis e resistentes ao SbIII, com 

destaque para proteínas associadas com o estresse causado pelo tratamento com 

droga e a mecanismos de resistência. Todavia, outra limitação deste estudo é a 

informação sobre a abundância e fosforilação de proteínas de membrana. Dados da 

literatura indicam que é necessária a utilização de protocolos específicos para 

obtenção de frações enriquecidas de proteínas de membrana, uma vez que este tipo 

de proteína apresenta baixa solubilidade em géis bidimensionais. 



98 
 

Os resultados obtidos com a análise fosfoproteômica poderão auxiliar na 

seleção de novos alvos e pesquisas que contribuam para o melhor entendimento da 

fosforilação e das principais vias envolvidas no fenótipo de resistência ao SbIII em 

Leishmania. Este estudo ainda permitirá a análise funcional de diversas proteínas 

identificadas nas análises comparativas, bem como novos estudos fosfoproteômicos 

de outras espécies de Leishmania. 

A segunda parte desse estudo envolveu a análise funcional das proteínas 

NDKb e EF2, as quais foram selecionadas a partir do fosfoproteoma de L. 

braziliensis. Como citado anteriormente, NDKb é uma enzima ubíqua fundamental 

para a síntese de nucleosídeos trifosfatos, além de ter um papel crucial no 

metabolismo de purinas em tripanossomatídeos. Nesse estudo, foi observado que a 

proteína NDKb está mais expressa em linhagens de L. braziliensis e L. infantum 

resistentes ao SbIII comparadas com seus respectivos pares sensíveis. 

Curiosamente, dados de análise proteômica mostraram que a enzima NDK estava 

mais abundante em uma população de Trypanosoma cruzi resistente ao 

benzonidazol. 

A enzima EF2 é um fator relevante na síntese de proteínas do parasito. 

Resultados do fosfoproteoma demonstraram que a proteína EF2 apresentou menor 

abundância em amostras de L. braziliensis resistentes ao SbIII, sugerindo que esta 

proteína esteja defosforilada (estado ativo) para regular a elongação de proteínas 

cruciais para manter o fenótipo de resistência ao antimônio. Outros estudos também 

encontraram EF2 contribuindo para este fenótipo em diferentes espécies de 

Leishmania. EF2 foi encontrada com maior abundância em L. donovani, L. 

panamensis e L. infantum resistentes ao antimônio. Contudo, de acordo com os 

resultados anteriores, esta proteína pode estar defosforilada nestes parasitos 

resistentes ao antimônio. Assim, esses estudos demonstram que existem diferenças 

entre as espécies de Leishmania, podendo resultar em variações no grau de 

fosforilação ou expressão da proteína EF2. 

Inicialmente, as enzimas NDKb e EF2 foram superexpressas em L. 

braziliensis e L. infantum para investigar os seus papéis no fenótipo de resistência 

ao antimônio trivalente nestas espécies do parasito. Ensaios de transfecção 

demonstraram que as linhagens de L. braziliensis superexpressoras de NDKb ou 

EF2 foram mais resistentes ao SbIII em comparação aos parasitos não 

transfectados. Entretanto, nenhuma diferença foi observada na susceptibilidade ao 
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antimônio entre as linhagens de L. infantum superexpressoras de NDKb ou EF2 e os 

controles (linhagem sensível e vetor vazio). Dessa maneira, este resultado sugere 

que os genes NDKb e EF2 não estão envolvidos diretamente no fenótipo de 

resistência de L. infantum ao antimônio trivalente. 

Testes de inibição são de extrema importância para provar que as enzimas 

superexpressas nos parasitos são funcionais/ativas e que os inibidores utilizados 

apresentam atividade específica. Nesse sentido, foi realizada uma busca no 

DrugBank para encontrar possíveis fármacos que pudessem ser utilizados em 

ensaios de inibição da enzima NDKb. Os resultados apresentaram três agentes 

antivirais: tenofovir, lamivudina e adefovir dipivoxil. Estas drogas são utilizadas no 

tratamento da hepatite B crônica (HBV) e as duas primeiras são também úteis no 

tratamento da infecção causada pelo vírus HIV. A lamivudina é um análogo de 

nucleosídeo sintético que é fosforilado intracelularmente ao metabólito ativo 

(lamivudina trifosfato), o qual é incluído no DNA viral pela transcriptase reversa do 

HIV e pela polimerase do HBV, causando a terminação da cadeia de DNA. Esse 

estudo mostrou que os clones de L. braziliensis superexpressores de NDKb foram 

resistentes à lamivudina, sugerindo que estes parasitos expressam a forma ativa 

desta enzima. Entretanto, os nossos resultados revelaram que a combinação de 

lamivudina com o antimônio trivalente não aumenta o efeito leishmanicida, 

demonstrando que esta associação de drogas não deve ser uma boa estratégia a 

ser considerada no tratamento das leishmanioses. Uma possível explicação para a 

baixa atividade da lamivudina pode estar relacionada ao alto EC50 (concentração 

efetiva que inibe o crescimento em 50%) desta droga encontrado para os parasitos 

superexpressores da enzima NDKb em comparação com a linhagem não 

transfectada. É interessante destacar que a lamivudina também foi testada contra T. 

cruzi pelo Dr. Policarpo Sales Júnior da Plataforma de Bioensaios do CPqRR e os 

resultados indicaram que a droga também não foi ativa neste parasito. 

Dados da literatura mostram que a proteína EF2 é inativada através da 

fosforilação da treonina 56 pela quinase de EF2 (EF2K). Análises do fosfoproteoma 

indicaram que EF2 provavelmente está defosforilada nas amostras de L. braziliensis 

resistentes ao antimônio, realizando a elongação de diversas proteínas nestes 

parasitos. Sendo assim, foram realizados ensaios para avaliar o efeito do inibidor de 

EF2K no crescimento das linhagens de L. braziliensis sensível e superexpressora de 

EF2. Os resultados revelaram que o clone superexpressor de EF2 foi 1,2 vezes mais 
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resistente ao inibidor em relação ao parasito sensível. Posteriormente, foram 

realizados testes de competição do inibidor de EF2K com o SbIII. De maneira 

surpreendente, foi observada uma maior susceptibilidade no crescimento do clone 

de L. braziliensis superexpressor de EF2 ao ser exposto à combinação destas 

drogas, demonstrando um envolvimento da enzima EF2 nesta atividade. Este dado 

sugere que a associação do inibidor de EF2K com SbIII possa ser considerada uma 

estratégia promissora para o tratamento das leishmanioses. 

Os resultados também demonstraram que as proteínas NDKb e EF2 de 

Leishmania apresentaram uma identidade de cerca de 60% com as proteínas de 

mamíferos, indicando um bom grau de conservação entre estas proteínas. Dessa 

forma, experimentos adicionais serão importantes para avaliar a citotoxicidade da 

lamivudina e do inibidor de EF2K contra as células de mamíferos. Além disso, 

realizar ensaios de infecção de macrófagos e investigar a atividade destas drogas na 

forma amastigota de L. braziliensis, assim como fazer ensaios in vivo em modelos 

murinos serão essenciais para validar melhor estes inibidores na quimioterapia das 

leishmanioses. Outra estratégia interessante seria testar os parasitos 

superexpressores das enzimas NDKb e EF2 com outros fármacos utilizados no 

tratamento da doença, com o intuito de analisar a ocorrência de resistência cruzada. 

Ainda, a utilização de modelagem molecular é uma ferramenta que pode ser útil na 

descoberta de novos fármacos para serem avaliados nesses parasitos. 

A figura 9 representa um esquema gráfico dos resultados que mostram pela 

primeira vez na literatura o envolvimento dos genes NDKb e EF2 no fenótipo de 

resistência ao antimônio trivalente em L. braziliensis. Nesse sentido, este estudo 

também contribui para uma melhor compreensão dos mecanismos de resistência ao 

SbIII em Leishmania. 

Finalizando, os resultados obtidos com a análise fosfoproteômica e genômica 

funcional das linhagens de L. braziliensis sensível e resistente ao antimônio 

trivalente permitem propor um modelo de possível fosforilação ou defosforilação de 

determinadas vias que podem contribuir para o fenótipo de resistência ao SbIII (Fig. 

10). Neste modelo, o aumento na fosforilação de importantes enzimas da defesa 

antioxidante, como triparedoxina peroxidase (TXNPx), peroxidoxina, pteridina 

redutase 1 (PTR1) e proteína de membrana dos kinetoplastídeos-11 (KMP-11) 

contribui para a detoxificação das espécies reativas de oxigênio (EROs) produzidas 

pelo SbIII, fornecendo proteção contra o estresse oxidativo e evitando a morte do 
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parasito. Outro mecanismo de ação do antimonial está associado à morte celular 

através da fragmentação de DNA. Nesse contexto, a fosforilação da proteína 

antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA) e a defosforilação da enzima de 

reparo de excisão UV RAD 23 estariam envolvidas na resistência ao antimônio 

trivalente por meio da síntese e reparo de DNA. O aumento na fosforilação de 

argininosuccinato sintetase (ASS), fator de iniciação da tradução 1A e da proteína 

ribossomal S12 40S é de extrema importância para a participação destas enzimas 

na síntese de diversas proteínas que contribuem para a manutenção da resistência 

ao SbIII em L. braziliensis. Além disso, a defosforilação do fator de elongação 2 

(EF2), que é útil no crescimento da cadeia polipeptídica, e a fosforilação da proteína 

de choque térmico HSP83-1, uma chaperonina envolvida no enovelamento de 

proteínas, são também cruciais quando a maquinaria de produção proteica é ativada 

pelo parasito resistente. A defosforilação de proteínas do citoesqueleto (α e β-

tubulinas) é outra via regulada pós-traducionalmente, que é essencial para a 

sustentação do processo de divisão celular, transporte intracelular e motilidade 

flagelar dos parasitos submetidos à pressão da droga. A fosforilação da enzima 

nucleosídeo difosfato quinase b (NDKb) também é relevante para manter a produção 

de nucleosídeos trifosfatos (NTPs), os quais são essenciais em todos os processos 

celulares que envolvem a síntese de ácidos nucleicos em L. braziliensis resistente 

ao SbIII. 

 

 

Figura 9 – Resumo gráfico da análise funcional dos genes NDKb e EF2 em L. braziliensis. 
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Portanto, uma variedade de mecanismos de resistência desenvolvidos por 

diversos organismos tem sido descrita na literatura. Entretanto, a resistência a 

drogas, especialmente em Leishmania, continua sendo um grande desafio a ser 

desvendado pelos pesquisadores. Estes estudos continuam sendo de extrema 

importância para a identificação de novos alvos que possam ser utilizados em novas 

abordagens quimioterapêuticas contra as leishmanioses. Dessa forma, esse estudo 

pode contribuir para a elucidação de possíveis mecanismos de resistência ao 

antimônio trivalente em Leishmania, servindo de base para outras pesquisas 

científicas. 

 

 

Figura 10 – Modelo proposto de possíveis processos regulados pela fosforilação com impacto na 
resistência ao Sb

III
 em L. braziliensis. EROs (espécies reativas de oxigênio), TXNPx (triparedoxina 

peroxidase), PTR1 (pteridina redutase 1), KMP-11 (proteína de membrana dos kinetoplastídeos-11), 
EF2 (fator de elongação 2), ASS (argininosuccinato sintetase), EIF-1A (fator de iniciação da tradução 
1A), HSP83-1 (proteína de choque térmico 83-1), PCNA (antígeno nuclear de proliferação celular), 
RAD23 (proteína de reparo de excisão UV RAD23), NDKb (nucleosídeo difosfato quinase b), NTP 
(nucleosídeo trifosfato), P indica fosforilado e P marcado com um X vermelho significa defosforilado. 
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6 RESUMO DOS RESULTADOS 

 

 A partir desse estudo de análise fosfoproteômica e genômica funcional das 

linhagens de Leishmania spp. sensíveis e resistentes ao SbIII, pode-se destacar os 

seguintes resultados alcançados: 

 Análises comparativas demonstraram a presença de 116 spots 

diferencialmente abundantes entre os cinco grupos analisados, incluindo 11 e 

34 spots especificamente correlacionados ao tratamento com droga e à 

resistência ao SbIII, respectivamente; 

 Foram identificadas 48 diferentes fosfoproteínas distribuídas em sete 

categorias de processos biológicos; 

 Análises in silico demonstraram a conservação, principalmente, de resíduos 

de serina fosforilados nas nove proteínas analisadas; 

 Ensaios de Western blot revelaram níveis de expressão diferencial das 

fosfoproteínas cTXNPx, KMP-11 e α-tubulina nas amostras de L. braziliensis 

estudadas, validando os resultados fosfoproteômicos; 

 As linhagens de L. braziliensis superexpressoras de NDKb ou EF2 foram mais 

resistentes ao SbIII do que a linhagem sensível; 

 Nenhuma diferença na susceptibilidade ao SbIII foi observada nas linhagens 

de L. infantum superexpressoras de NDKb ou EF2 comparadas com os 

controles; 

 As linhagens de L. braziliensis superexpressoras de NDKb apresentaram 

elevada resistência à lamivudina, que não alterou a atividade leishmanicida 

ao ser associada com o SbIII; 

 O clone de L. braziliensis superexpressor de EF2 foi 1,2 vezes mais resistente 

ao inibidor de EF2K, que apresentou maior efeito leishmanicida em 

combinação com o SbIII; 

 As linhagens de L. braziliensis superexpressoras de NDKb não alteraram a 

sua susceptibilidade ao H2O2; 

 Análises de Western blot revelaram que as proteínas NDKb e EF2 estão mais 

e menos expressas, respectivamente, na linhagem de L. braziliensis 

resistente ao SbIII. 
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7 CONCLUSÃO FINAL 

 

 A análise fosfoproteômica permitiu demonstrar pela primeira vez o perfil das 

fosfoproteínas diferencialmente abundantes em L. braziliensis, fornecer novos 

conhecimentos sobre mecanismos pós-traducionais associados com resposta ao 

estresse causado pelo tratamento com droga e resistência ao antimônio trivalente, 

além de compreender melhor a biologia de Leishmania. Além disso, a análise 

funcional dos genes NDKb e EF2 representa o primeiro estudo que demonstrou a 

superexpressão dessas proteínas e o envolvimento delas com o fenótipo de 

resistência ao SbIII em L. braziliensis. Dessa maneira, esse estudo contribui com 

novos dados para o campo de resistência a drogas em Leishmania, proporcionando 

o desenvolvimento de outros estudos na área e de novas intervenções 

quimioterapêuticas para serem utilizadas no controle das leishmanioses. 
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8 PERSPECTIVAS 

  

 Realizar a análise funcional de outras proteínas identificadas nesse estudo; 

 Identificar os sítios de fosforilação e analisar o perfil de fosforilação das 

proteínas de L. braziliensis; 

 Fazer mutagênese sítio-dirigida dos sítios de fosforilação de algumas 

proteínas; 

 Realizar ensaios de Western blot para validar outras proteínas identificadas 

na análise fosfoproteômica; 

 Avaliar a atividade anti-Leishmania da lamivudina e do inibidor de EF2K em 

ensaios in vitro, utilizando as formas amastigotas do parasito, e in vivo em 

modelos murinos. 
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APÊNDICES 

 

I – Alinhamento da sequência de nucleotídeos obtida por sequenciamento com 

a sequência referência do gene NDKb depositada no TriTrypDB (LbrM.32.3210) 
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II – Alinhamento da sequência de nucleotídeos obtida por sequenciamento 

com a sequência referência do gene EF2 depositada no TriTrypDB 

(LbrM.35.0270) 
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III – Alinhamento das sequências de nucleotídeos do gene NDKb de L. 

braziliensis e L. infantum 
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IV – Alinhamento das sequências de nucleotídeos do gene EF2 de L. 

braziliensis e L. infantum 
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V – Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína NDKb de L. 

braziliensis e L. infantum 
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VI – Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína EF2 de L. 

braziliensis e L. infantum 
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VII – Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína NDKb de 

mamífero e L. braziliensis 
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VIII – Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína NDKb de 

mamífero e L. infantum 
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IX – Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína EF2 de mamífero 

e L. braziliensis 
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X – Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína EF2 de mamífero 

e L. infantum 
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XI – Mapa do plasmídeo pIR1BSD utilizado nos ensaios de transfecção 
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Plasmídeo pIR1-BSD. As regiões em azul indicam as regiões intergênicas: CYS2, LPG1, 1.7K e 
pBSII SK. Indicado com as setas vermelhas estão: gene que confere resistência à blasticidina (BSD), 
as regiões da subunidade pequena do RNA ribossomal de L. major (L. major SSU) onde o plasmídeo 
se integrará no genoma de Leishmania spp. após a transfecção, e o gene que confere resistência à 
ampicilina (amp). Este plasmídeo foi gentilmente cedido pelo Dr. Stephen Beverley (Washington 
University – EUA). 
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XII – Produções científicas realizadas durante o Doutorado 
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