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 ABSTRACT 

 

Leishmaniasis is a neglected disease caused by protozoa from Trypanosomatidae family 

and in more severe cases can lead an individual to death. It exhibits both deficiencies in 

its diagnostic property as in its treatment. NEK are an important group of proteins with 

essential cellular functions, becoming thus potential targets for the development of 

diagnostic methods, vaccines and more effective therapeutic methodologies. Objective: 

Evaluate diagnostic and therapeutic properties of NEK to leishmaniasis through 

methods in bioinformatics. Methodology: It has been used on-line tools such as 

BLAST, ORF finder, CD Search, TBLASTn, Wolf PSORT, Mholline, Modeller, 

Procheck. Chimera, Gene Ontology, SignalP4.1, in addition to MEGA and MrBayes. 

Results: The alignment with Homo sapiens proteins have not exhibited significant 

values; besides when compared to Trypanosoma cruzi it has been observed conserved 

domains in CD Search and Clustal omega. In addition, gene expression has been up-

regulated in blood stage, which is relevant in the search to diagnostic and vaccine/drug 

targets. The sequence and structure alignment have demonstrated regions where 
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possible drugs can bind, which can be a promising point to performance of future 

researches to development of new molecules that can act against several species of 

trypanosomatids. Conclusions: The diagnostic and therapeutic properties have been 

strengthened in all analyzes done in this work. 

Key words: Leishmaniasis, Trypanosomatid, NEK, bioinformatics. 
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RESUMO 

 

Leishmaniose é uma doença negligenciada causada por protozoários da família 

Trypanosomatidae, e pode levar o indivíduo a morte nos casos mais severos. Apresenta 

tanto deficiências em sua propriedade diagnóstica como no tratamento. As NEK 

constituem um grupo importante de proteínas com funções celulares essenciais, 

constituindo-se assim, potenciais alvos para o desenvolvimento de métodos 

diagnósticos, vacinas e de metodologias terapêuticas mais eficazes. Objetivo: Avaliar 

as propriedades diagnóstica e terapêutica das NEK para leishmaniose por métodos em 

bioinformática. Métodos: Foram utilizadas ferramentas disponíveis on-line como o 

BLAST, ORF finder, CD Search, TBLASTn, Wolf PSORT, Mholline, Modeller, 

Procheck. Chimera, Gene Ontology, SignalP4.1, além do MEGA e MrBayes. 

Resultados: Os alinhamentos com NEK de Homo sapiens não apresentavam valores 

significativos; já comparando as NEK de Leishmanias com as de Trypanossoma cruzi, 

foi observado na pesquisa de domínios conservados e no alinhamento com a ferramenta 

Clustal ômega, áreas bastante conservadas. Além disso, a expressão gênica apresentou-

se mais acentuada no estágio sanguíneo, o que é relevante para busca de alvos 

diagnósticos e vacinais/medicamentosos. Os alinhamentos tanto de sequência quanto de 

estrutura apresentaram regiões para possível atracamento de fármacos, abrindo assim 

espaço para pesquisa de fármacos com alvo em mais de uma espécie de 

tripanosomatídeos. Conclusões: As capacidades diagnóstica e terapêutica foram 

reforçadas em todas análises feitas.  

Palavras-chave: Leishmania; Tripanosomatídeos; NEK; bioinformática.  

Contato: rafa.freitass86@gmail.com  
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INTRODUÇÃO 

 

Leishmaniose é uma doença causada por protozoários que pertencem à família 

Trypanosomatidae e ao gênero Leishmania. Esta parasitose se apresenta de três formas, 

a cutânea, a mucosa e a visceral (Murray et al., 2005), e seus casos mais graves pode 

levar o indivíduo a morte. É estimado que cerca de 12 milhões de pessoas estejam 

infectadas por alguma espécie deste gênero, com uma incidência anual de 1 a 2 milhões 

de pessoas, sendo os países em desenvolvimento os que apresentam a maior prevalência 

(Hotez et al., 2008). No Brasil, a prevalência também é alta. Além disso, o caro e/ou 

tóxico tratamento, o qual requer longos períodos de terapia supervisionada, a resistência 

apresentada pelos parasitas contra as principais drogas utilizadas, e a ausência de 

vacinas efetivas (Rezende et al., 2012) tornam esta parasitose um importante problema 

de saúde pública no país, sendo considerada uma doença negligenciada.  

NEK (NIMA related kinases) é um conjunto de proteínas quinase, cuja 

estrutura está relacionada à NIMA. Atualmente é conhecida a existência de mais NEK 

em tripanosomatídeos (em torno de 20) do que em humanos (em torno de 15) e nestes 

últimos estas importantes enzimas estão envolvidas na regulação do ciclo celular. Nos 

parasitas as funções destas proteínas estão ainda obscuras, sendo que algumas delas 

devem ter funções únicas nos protozoários. Uma função conhecida é por desempenhar 

papel essencial na duplicação do corpo basal e por estar expressamente mais elevada no 

sangue do que na forma procíclica (Naula et al., 2005). Em Trypanosoma brucei estão 

envolvidas na diferenciação do parasita e na citocinese e em Leishmania sp. estão 

envolvidas na regulação de processos ciliares, como na montagem, desmontagem e 

regulação do tamanho destas estruturas (Cao et al., 2009). Acredita-se que possam ser 

alvos importantes e promissores para formulação de novas terapias, como também para 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Trypanosomatidae
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elaboração de métodos diagnósticos de detecção inicial mais acentuada e eficaz e com 

predição prognóstica mais precisa. 

Atualmente ainda são utilizadas na terapêutica da Leishmaniose drogas 

desenvolvidas há décadas atrás e que provocam efeitos colaterais graves. As NEK 

constituem um grupo importante de proteínas com funções celulares essenciais não 

somente para a sobrevivência do parasita, como também para sua viabilidade e 

proliferação, constituindo assim potenciais alvos para o desenvolvimento de vacinas e 

de metodologias terapêuticas mais eficazes. Quanto a capacidade diagnóstica estas 

proteínas apresentam domínios que as diferenciam das proteínas humanas e cuja 

expressão indicam a expansão dos parasitas e progressão da infecção. 

Por isso, objetivamos aqui avaliar estas proteínas por métodos de 

bioinformática quanto ao seu possível uso terapêutico e diagnóstico. 

 

OBJETIVOS 

Avaliar por métodos de bioinformática a possível capacidade terapêutica e 

diagnóstica de proteínas NEK. 

 

Objetivos específicos 

- Alinhar sequência protéica NEK de L. braziliensis contra o banco de 

sequência de Leishmania, Homo sapiens e geral; 

- Predizer a estrutura 3D da query, dos melhores hits e compará-las; 

- Buscar domínios conservados, das sequências protéicas alinhadas e compará-

los; 
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- Prever a localização subcelular; 

- Inferir a função por ontologia gênica; 

- Construir a árvore filogenética; 

- Prever a expressão gênica. 

 

MÉTODOS 

Figura 01. 

 

Aquisição de sequência protéica 

A sequência protéica foi de uma proteína quinase putativa de Leishmania 

braziliensis que foi coletada no banco de dados do NCBI e cujo gi é 134066129. Esta 

sequência foi a query utilizada como referência para realização do trabalho e foi o imput 

do método mencionado a seguir. 

 

Alinhamento de sequências protéicas 

A sequência imput foi alinhada contra o banco de dados total do NCBI, contra 

o banco de Leishmania e contra o banco de Homo sapiens pela ferramenta 

disponibilizada no próprio site, o BLAST. 

 

Busca de ORF 

A busca de ORF foi realizada pela ferramente OrfFind do NCBI. 
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Predição da estrutura 3D 

A predição da estrutura 3D das proteínas foi realizada pelo método de 

modelagem comparativa utilizando a plataforma online Mholline, que por sua vez 

utiliza um conjunto de ferramentas desde de alinhamento até avaliação do modelo, 

sendo esses: Blast, como ferramenta de alinhamento; Modeller, como ferramenta pra 

predição da estrutura e Procheck, para avaliação da qualidade estereoquímica dos 

modelos (Cavalcanti, et al., 2003). Para visualização e alinhamento das estruturas foi 

utilizado o programa Chimera (Pettersen, et al. 2004). 

 

Busca de domínios conservados 

Os domínios protéicos foram encontrados por meio da ferramenta CD 

SEARCH disponível gratuitamente no NCBI.  

 

Busca de localização subcelular protéica 

A localização subcelular foi predita pela ferramenta on-line e gratuita Wolf 

PSORT. Foram utilizadas a sequência referência de L. braziliensis além das sequencias 

de L. mexicana, L. infantum, L. major, T. cruzi e H. sapiens. 

 

Ontologia Gênica 

A ontologia gênica foi feita pela ferramenta on-line Gene Ontology. A 

proteínas foram submetidaa e o alinhamento de melhor P value foi escolhido. Foi 

construído então o gráfico a partir de todas as associações relativas a este melhor hit. 

 

http://ieeexplore.ieee.org/search/searchresult.jsp?searchWithin=p_Authors:.QT.Cavalcanti,%20M.C..QT.&searchWithin=p_Author_Ids:38220547200&newsearch=true
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Construção da Árvore Filogenética 

A árvore filogenética foi construída pelos programas MEGA e MrBayes. As 

sequências utilizadas foram os melhores hits do blastp contra o banco não especificado 

do NCBI. Os melhores hits incluindo espécies diferentes além da própria query foram 

escolhidos com imput para formulação da árvore filogenética. Antes do software 

MrBayes ser processado as sequências protéicas foram alinhadas no programa MEGA. 

Também neste mesmo programa foi feito a árvore fenética. Os parâmetros utilizados 

foram: método de filogenia foi o Bootstrap e o modelo foi da distância-p. O arquivo 

gerado foi executado no MrBayes com os seguintes parâmetros: ngen=1000000 e 

samplefreq=10000. A visualização da árvore foi feita pelo programa FigTree. 

 

Predição de Expressão Gênica 

A query e os 10 melhores hits do blastp contra banco de Leishmania foram 

submetidos ao alinhamento contra banco de ESTs (Expressed sequence tags) do NCBI – 

tblastn – para predição da expressão gênica. 

 

RESULTADOS 

 

Alinhamento de sequências 

Foi realizado o blastp para alinhamento da query contra o banco de dados geral 

do NCBI. Os melhores hits do blastp apresentaram um e-value de 0.0 com identidade 

entre 76-100% e cobertura entre 97-100% sendo as melhores pertencentes a outras 

espécies de Leishmania (L. mexicana, L. infantum, L. major) (figura 02A). Também foi 
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visto outros bons resultados de identidade com outros integrantes da família dos 

tripanosomatídeos, como os protozoários simbióticos de bactérias Angomonas deanei e 

Strigomonas culicis, além do Phytomonas sp. e Trypanosoma cruzi e T. brucei. Esses 

apenas confirmaram a similaridade que as proteínas NEK compartilham por entre os 

integrantes da família dos tripanosomatídeos.  

A query também foi alinhada contra o banco de dados de Homo sapiens no 

NCBI. A sequência que apresentou o melhor e-value (apenas 2e
-48

) apresentou uma 

cobertura de 51% e somente 35% de identidade (figura 02B). 

Figura 02ª e figura 02B. 

 

Busca de ORF 

A busca de ORF foi realizado pelo OrfFind cujo resultado encontra-se na figura 

a seguir (Figura 03). 

Figura 03. 

 

Busca de domínios conservados de proteína 

 

Foi realizado a busca por domínios conservados dos melhores hits do blastp. 

Foram escolhidas as sequências de maior identidade pertencentes a espécies diferentes 

de importância clínica: L. mexicana, L. infantum, L. major e T. cruzi. 

Foi observado que todas as sequências protéicas apresentaram o domínio Pkc 

like superfamily, indicando que todas são proteínas quinases serina/treonina no 

intervalo de aminoácidos entre a posição 35 e 301 para as espécies do gênero 
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Leishmania e 32 a 298 para o T. cruzi. Os e-value foram bastante significativos, sendo o 

maior de 8,01 e
-102

 e o menor e mais significativo para o T. cruzi (1.23 e
-107

) (figuras 

04A, 04B e 04C). Esse domínio catalítico também apresentou identidade com o 

domínio da quinase humana que catalisa a transferência de grupo gama-fosforil do ATP 

para resíduos de serina/treonina em substratos proteicos, esse grupo está presente tanto 

nas NEK humanas quanto nas dos parasitas pesquisados pois todas são proteínas 

quinases.  

Foi encontrado ainda identidade das sequências utilizadas com um trecho 

multi-domínio (acesso PTZ00283) o qual não foi encontrado quando aplicado as duas 

sequências de maior identidade no blastp contra banco de H. sapiens (imagens 2A). 

Sugerindo que proteínas quinases que apresentaram identidade de sequência acima de 

60% do núcleo do domínio catalítico tem uma maior probabilidade de serem inibidos 

pelo mesmo grupo de compostos com baixa massa molecular. No caso em estudo, as 

sequências protéicas apresentaram identidade de 100% do domínio catalítico, o que se 

pode sugerir este sítio como alvo de drogas inibitórias. 

Figuras 04A, B e C. 

 

Análise de localização subcelular protéica 

Por meio da ferramenta on-line Wolf PSORT foram preditas a localização 

subcelular dos melhores hits sequências do alinhamento do blastp. Foi observado que as 

sequências de L. braziliensis e T. cruzi apresentaram semelhantes, alinhando-se com 

proteínas do banco com localização citoplasmática e nuclear. Para L. mexicana, L. 

infantum e L. major além da localização citoplasmática e nuclear, surgiu também a 

mitocôndria como outro possível local onde estas proteínas poderiam estar presentes. Já 
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para as sequências de H. sapiens uma apresentou localização citoplasmática e nuclear 

enquanto a segunda apresentou também uma possível localização extranuclear (figura 

05). 

Figura 05. 

 

Ontologia Gênica 

A query foi submetida na ferramenta Gene Ontology. O alinhamento de melhor 

P value foi com a NEK1. Foi possível a predição de várias funções à sequência 

submetida o qual pode ser visto na imagem 4. Pode-se observar função de montagem 

dos cílios, ou seja, sua morfogênese e organização, o que condiz com dados observados 

na literatura. Além disso, foi possível inferir também participação na mitose, material 

pericentriolar, atividade de serina/treonina quinase (como observado no CD Search) e 

de ligação de ATP. (Figura 06A, B) 

Figura 06A, B. 

 

Predição da estrutura 3D  

Dos 10 hits selecionados a partir do blastp contra o banco de leishmania, a 

modelagem teve valores estereoquímicos aceitáveis para 5 deles, tendo uma uma 

mediana de ângulos em regiões não aceitáveis de apenas 0.7%. O alinhamento entre a 

estruturas mostrou regiões de sobreposição entre os melhores modelos das 5 proteínas 

(figura 07A, B), considerando que a estrutura das proteínas é mais conservada que a 

sequência, assim o alinhamento de estruturas confere maior especificidade ao 

alinhamento de sequências (Verli, 2014); As regiões alinhadas sendo elas tanto alfa-
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hélices quanto loops, podem ser avaliadas e testadas como alvos, visando o atracamento 

de fármacos em várias proteínas com funções importantes do parasito. 

Figura 07A, B. 

 

Árvore Fenética e Filogenética 

 Através da construção fenética e filogenética (figuras 08A, B) pôde-se observar, 

que nas NEK avaliadas de Leishmania, os eventos de duplicação ocorreram de maneiras 

independentes e não recentes. Uma avaliação com as NEK de Homo sapiens podem 

ressaltar a distância entre elas reforçando-as como possíveis alvos terapêuticos.  

Figura 08A, B 

 

Busca de peptídeo-sinal 

O software SignalP 4.1 não conseguiu prever nenhum peptídeo-sinal para as 

sequências submetidas (L. braziliensis; L. mexicana, L. infantum, L. major, T. cruzi e H. 

sapiens). Abaixo o resultado para a sequência referência L. braziliensis (figura 09). 

Figura 09. 

 

Predição da Expressão Gênica 

Foi realizado o alinhamento contra banco de ESTs da query e dos 10 melhores 

hits do alinhamento contra banco de Leishmania. Os resultados foram expressos na 

figura a seguir (figura 10). A grande maioria das sequências alinhadas apresentaram 

expressão gênica mais intensa na fase sanguínea e epimastigota. 
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O alinhamento com o clustal Omega (material suplementar 1) mostrou muitas 

regiões altamente conservadas entre as NEK de Leishmania e Trypanossoma cruzi. 

A soma desses resultados indica que a formulação de uma possível droga capaz 

de interagir com as NEKs de modo geral poderia não somente atuar no tratamento da 

Leishmaniose como também de outras doenças parasitárias como a Doença de Chagas, 

apresentando uma gama maior de proteínas e, consequentemente, parasitas alvos, como 

foi visto através das análises geradas. Isso é preferível já que drogas inibitórias 

altamente específicas tem provocado resistência parasitária, tornando estas substâncias 

ineficientes (Shah et al., 2004). Além disso, tal droga teria poucas chances de interagir 

com NEK humanas, pois, como foi demonstrado, as proteínas humanas apresentaram 

significativa pouca similaridade com as proteínas parasitárias. 

 

CONCLUSÃO 

A partir das análises realizadas pode-se concluir que as NEK apresentam 

potencial para uso no desenvolvimento de métodos diagnóstico e terapêutico. No 

entanto, as análises realizadas aqui pertencem a um estudo inicial, servindo de base e de 

estímulo para futuros trabalhos que testem estas proteínas constatando-se tais 

propriedades.  
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Figura 06A, B. 
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Figura 08A, B. 
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Figura 09. 

Figura 10. 
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PÁGINA DE LEGENDAS 

 

Figura 01. Esquema didático da metodologia. 

Figura 02A. A foto dos hits do Blastp sem especificar o banco; 

Figura 02B. A foto dos hits do Blastp contra o banco de Homo sapiens. 

Figura 03. Resultado do ORF Finder.  

Figura 04. Pesquisa de domínios conservados no cd-search disponível no site do NCBI. 

A. apresentado o domínio PKc_like superfamily,  e o PTZ00283; B. Apresentando além 

do domínio PKc_like superfamily, os domínios STKc_Nek1 e S_TKc; C. apresentando 

além do PKc_like superfamily, o domínio S_TKc. 

Figura 05.  Resultados da predição de localização subcelular pela ferramenta on-line 

Wolf Psort. 

Figura 06A, B. Ontologia gênica predita pela ferramenta Gene Ontology. A. Primeira 

parte. B. Continuação. 

Figura 07.  A. alinhamento entre as estruturas 3D preditas pelo servidor Mholline das 

proteínas: gi154345700 (roxo), gi154345702 (verde), gi154345339 (azul), gi154342748 

(marrom) e gi154337543 (vermelho). B. Gráfico de Ramachandram da modelagem que 

ficou como mediana, apresentando só 0.7% dos ângulos em regiões não aceitáveis. 

Figura 08A, B. Arvore fenética e filogenética demonstrando padrão evolutivo das 

proteínas NEK. 

Figura 09. Busca por peptídeo sinal, exemplo que se seguiu em todas as proteínas. 
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Figura 10. Verde: Positivo; Amarelo: Zero; LCP: Fase exponencial promastigotas de L. 

chagasi; MTS: Estágio Metacíclico; PS: Estágio Procíclico; ES: Estágio epimastigota; 

MG: Mimulus guttatus; BS: Estágio sanguíneo. 

 

 


