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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



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.
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RESUMO

Leishmaniose é uma doenga negligenciada causada por protozoarios da familia
Trypanosomatidae, e pode levar o individuo a morte nos casos mais severos. Apresenta
tanto deficiéncias em sua propriedade diagnostica como no tratamento. As NEK
constituem um grupo importante de proteinas com funcBes celulares essenciais,
constituindo-se assim, potenciais alvos para o desenvolvimento de métodos
diagndsticos, vacinas e de metodologias terapéuticas mais eficazes. Objetivo: Avaliar
as propriedades diagnostica e terapéutica das NEK para leishmaniose por métodos em
bioinforméatica. Métodos: Foram utilizadas ferramentas disponiveis 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 ndo apresentavam valores
significativos; j& comparando as NEK de Leishmanias com as de Trypanossoma cruzi,
foi observado na pesquisa de dominios conservados e no alinhamento com a ferramenta
Clustal 6mega, areas bastante conservadas. Além disso, a expressao génica apresentou-
se mais acentuada no estadgio sanguineo, o que é relevante para busca de alvos
diagndsticos e vacinais/medicamentosos. Os alinhamentos tanto de sequéncia quanto de
estrutura apresentaram regides para possivel atracamento de farmacos, abrindo assim
espaco para pesquisa de farmacos com alvo em mais de uma espécie de
tripanosomatideos. Conclusdes: As capacidades diagnostica e terapéutica foram

reforcadas em todas analises feitas.

Palavras-chave: Leishmania; Tripanosomatideos; NEK; bioinformatica.
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INTRODUCAO

Leishmaniose é uma doenga causada por protozodrios que pertencem a familia
Trypanosomatidae e ao género Leishmania. Esta parasitose se apresenta de trés formas,
a cutdnea, a mucosa e a visceral (Murray et al., 2005), e seus casos mais graves pode
levar o individuo a morte. E estimado que cerca de 12 milhdes de pessoas estejam
infectadas por alguma espécie deste género, com uma incidéncia anual de 1 a 2 milhdes
de pessoas, sendo os paises em desenvolvimento 0s que apresentam a maior prevaléncia
(Hotez et al., 2008). No Brasil, a prevaléncia também é alta. Além disso, o caro e/ou
toxico tratamento, o qual requer longos periodos de terapia supervisionada, a resisténcia
apresentada pelos parasitas contra as principais drogas utilizadas, e a auséncia de
vacinas efetivas (Rezende et al., 2012) tornam esta parasitose um importante problema

de saude publica no pais, sendo considerada uma doenga negligenciada.

NEK (NIMA related kinases) € um conjunto de proteinas quinase, cuja
estrutura esta relacionada a NIMA. Atualmente é conhecida a existéncia de mais NEK
em tripanosomatideos (em torno de 20) do que em humanos (em torno de 15) e nestes
ultimos estas importantes enzimas estdo envolvidas na regulacdo do ciclo celular. Nos
parasitas as funcdes destas proteinas estdo ainda obscuras, sendo que algumas delas
devem ter func¢des Unicas nos protozoarios. Uma funcdo conhecida é por desempenhar
papel essencial na duplicagdo do corpo basal e por estar expressamente mais elevada no
sangue do que na forma prociclica (Naula et al., 2005). Em Trypanosoma brucei estdo
envolvidas na diferenciacdo do parasita e na citocinese e em Leishmania sp. estdo
envolvidas na regulacdo de processos ciliares, como na montagem, desmontagem e
regulacdo do tamanho destas estruturas (Cao et al., 2009). Acredita-se que possam ser

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


http://pt.wikipedia.org/wiki/Trypanosomatidae

elaboracdo de métodos diagnosticos de deteccdo inicial mais acentuada e eficaz e com

predi¢do prognostica mais precisa.

Atualmente ainda sdo utilizadas na terapéutica da Leishmaniose drogas
desenvolvidas h& décadas atras e que provocam efeitos colaterais graves. As NEK
constituem um grupo importante de proteinas com funcdes celulares essenciais néao
somente para a sobrevivéncia do parasita, como também para sua viabilidade e
proliferagéo, constituindo assim potenciais alvos para o desenvolvimento de vacinas e
de metodologias terapéuticas mais eficazes. Quanto a capacidade diagnostica estas
proteinas apresentam dominios que as diferenciam das proteinas humanas e cuja

expressao indicam a expansédo dos parasitas e progressao da infeccéo.

Por isso, objetivamos aqui avaliar estas proteinas por métodos de

bioinformética quanto ao seu possivel uso terapéutico e diagndstico.

OBJETIVOS

Avaliar por métodos de bioinformatica a possivel capacidade terapéutica e

diagnostica de proteinas NEK.

Objetivos especificos

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

sequéncia de Leishmania, Homo sapiens e geral;
- Predizer a estrutura 3D da query, dos melhores hits e compara-las;

- Buscar dominios conservados, das sequéncias protéicas alinhadas e compara-

los;



- Prever a localizagao subcelular;
- Inferir a fungéo por ontologia génica;
- Construir a arvore filogenética;

- Prever a expresséo génica.

METODOS

Figura O1.

Aquisicdo de sequéncia protéica

A sequéncia protéica foi de uma proteina quinase putativa de Leishmania
braziliensis que foi coletada no banco de dados do NCBI e cujo gi € 134066129. Esta
sequéncia foi a query utilizada como referéncia para realizacdo do trabalho e foi 0 imput

do método mencionado a seguir.

Alinhamento de sequéncias protéicas

A sequéncia imput foi alinhada contra o banco de dados total do NCBI, contra
0 banco de Leishmania e contra o banco de Homo sapiens pela ferramenta

disponibilizada no proprio site, 0 BLAST.

Busca de ORF

A busca de ORF foi realizada pela ferramente OrfFind do NCBI.



Predicéo da estrutura 3D

A predicdo da estrutura 3D das proteinas 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 avaliagdo do modelo,
sendo esses: Blast, como ferramenta de alinhamento; Modeller, como ferramenta pra
predicdo da estrutura e Procheck, para avaliacdo da qualidade estereoquimica dos
modelos (Cavalcanti, et al., 2003). Para visualizacdo e alinhamento das estruturas foi

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

Busca de dominios conservados

Os dominios protéicos foram encontrados por meio da ferramenta CD

SEARCH disponivel gratuitamente no NCBI.

Busca de localizagdo subcelular protéica

A localizacdo subcelular foi predita pela ferramenta on-line e gratuita Wolf
PSORT. Foram utilizadas a sequéncia referéncia de L. braziliensis além das sequencias

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

Ontologia Génica

A ontologia génica foi feita pela ferramenta on-line Gene Ontology. A
proteinas foram submetidaa e o alinhamento de melhor P value foi escolhido. Foi

construido ent&o o grafico a partir de todas as associacOes relativas a este melhor hit.
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Construcdo da Arvore Filogenética

A éarvore filogenética foi construida pelos programas MEGA e MrBayes. As
sequéncias utilizadas foram os melhores hits do blastp contra 0 banco ndo especificado
do NCBI. Os melhores hits incluindo espécies diferentes além da prépria query foram
escolhidos com imput para formulacdo da arvore filogenética. Antes do software
MrBayes ser processado as sequéncias protéicas foram alinhadas no programa MEGA.
Também neste mesmo programa foi feito a arvore fenética. Os pardmetros utilizados
foram: método de filogenia foi o Bootstrap e o0 modelo foi da distancia-p. O arquivo
gerado foi executado no MrBayes com o0s seguintes parametros: ngen=1000000 e

samplefreq=10000. A visualizacéo da arvore foi feita pelo programa FigTree.

Predicéo de Expressdo Génica

A query e 0os 10 melhores hits do blastp contra banco de Leishmania foram
submetidos ao alinhamento contra banco de ESTs (Expressed sequence tags) do NCBI —

tblastn — para predicdo da expressao génica.

RESULTADOS

Alinhamento de sequéncias

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



visto outros bons resultados de identidade com outros integrantes da familia dos
tripanosomatideos, como 0s protozoarios simbidticos de bactérias Angomonas deanei e
Strigomonas culicis, além do Phytomonas sp. e Trypanosoma cruzi e T. brucei. Esses
apenas confirmaram a similaridade que as proteinas NEK compartilham por entre os

integrantes da familia dos tripanosomatideos.

A query também foi alinhada contra o banco de dados de Homo sapiens no
NCBI. A sequéncia que apresentou o melhor e-value (apenas 2e™°) apresentou uma

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

Figura 022 e figura 02B.

Busca de ORF

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

a sequir (Figura 03).

Figura 03.

Busca de dominios conservados de proteina

Foi realizado a busca por dominios conservados dos melhores hits do blastp.
Foram escolhidas as sequéncias de maior identidade pertencentes a espécies diferentes

de importancia clinica: L. mexicana, L. infantum, L. major e T. cruzi.

Foi observado que todas as sequéncias protéicas apresentaram o dominio Pkc
like superfamily, indicando que todas sdo proteinas quinases serina/treonina no

intervalo de aminodcidos entre a posicdo 35 e 301 para as espécies do género
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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 o menor e mais significativo para o T. cruzi (1.23 e

) (figuras
04A, 04B e 04C). Esse dominio catalitico também apresentou identidade com o
dominio da quinase humana que catalisa a transferéncia de grupo gama-fosforil do ATP
para residuos de serina/treonina em substratos proteicos, esse grupo esta presente tanto

nas NEK humanas quanto nas dos parasitas pesquisados pois todas sdo proteinas

quinases.

Foi encontrado ainda identidade das sequéncias utilizadas com um trecho
multi-dominio (acesso PTZ00283) o qual ndo foi encontrado quando aplicado as duas
sequéncias de maior identidade no blastp contra banco de H. sapiens (imagens 2A).
Sugerindo que proteinas quinases que apresentaram identidade de sequéncia acima de
60% do nucleo do dominio catalitico tem uma maior probabilidade de serem inibidos
pelo mesmo grupo de compostos com baixa massa molecular. No caso em estudo, as
sequéncias protéicas apresentaram identidade de 100% do dominio catalitico, o que se

pode sugerir este sitio como alvo de drogas inibitorias.

Figuras 04A, B e C.

Anélise de localizacao subcelular protéica

Por meio da ferramenta on-line Wolf PSORT foram preditas a localizagédo
subcelular dos melhores hits sequéncias do alinhamento do blastp. Foi observado que as
sequéncias de L. braziliensis e T. cruzi apresentaram semelhantes, alinhando-se com
proteinas do banco com localizacdo citoplasmatica e nuclear. Para L. mexicana, L.
infantum e L. major além da localizacdo citoplasmatica e nuclear, surgiu também a

mitocondria como outro possivel local onde estas proteinas poderiam estar presentes. Ja
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para as sequéncias de H. sapiens uma apresentou localizacéo citoplasmaética e nuclear
enquanto a segunda apresentou também uma possivel localizacdo extranuclear (figura

05).

Figura 05.

Ontologia Génica

A query foi submetida na ferramenta Gene Ontology. O alinhamento de melhor
P value foi com a NEK1. Foi possivel a predicdo de varias funcbes a sequéncia
submetida o qual pode ser visto na imagem 4. Pode-se observar fungédo de montagem
dos cilios, ou seja, sua morfogénese e organizacao, o que condiz com dados observados
na literatura. Além disso, foi possivel inferir também participacdo na mitose, material
pericentriolar, atividade de serina/treonina quinase (como observado no CD Search) e

de ligacdo de ATP. (Figura 06A, B)

Figura 06A, B.

Predicéo da estrutura 3D

Dos 10 hits selecionados a partir do blastp contra o banco de leishmania, a
modelagem teve valores estereoquimicos aceitaveis para 5 deles, tendo uma uma
mediana de angulos em regides ndo aceitaveis de apenas 0.7%. O alinhamento entre a
estruturas mostrou regides de sobreposicdo entre os melhores modelos das 5 proteinas
(figura 07A, B), considerando que a estrutura das proteinas é mais conservada que a
sequéncia, assim o alinhamento de estruturas confere maior especificidade ao

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

de farmacos em vérias proteinas com funcdes importantes do parasito.

Figura O7A, B.

Arvore Fenética e Filogenética

Atraveés da construcdo fenética e filogenética (figuras 08A, B) pdde-se observar,
que nas NEK avaliadas de Leishmania, os eventos de duplicagdo ocorreram de maneiras
independentes e ndo recentes. Uma avaliagdo com as NEK de Homo sapiens podem

ressaltar a distancia entre elas reforgcando-as como possiveis alvos terapéuticos.

Figura 08A, B

Busca de peptideo-sinal

O software SignalP 4.1 ndo conseguiu prever nenhum peptideo-sinal para as
sequéncias submetidas (L. braziliensis; L. mexicana, L. infantum, L. major, T. cruzi e H.

sapiens). Abaixo o resultado para a sequéncia referéncia L. braziliensis (figura 09).

Figura 009.

Predicdo da Expressdo Génica

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 sequéncias alinhadas apresentaram

expressao génica mais intensa na fase sanguinea e epimastigota.
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O alinhamento com o clustal Omega (material suplementar 1) mostrou muitas

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

A soma desses resultados indica que a formulacdo de uma possivel droga capaz
de interagir com as NEKs de modo geral poderia ndo somente atuar no tratamento da
Leishmaniose como também de outras doencas parasitarias como a Doenca de Chagas,
apresentando uma gama maior de proteinas e, consequentemente, parasitas alvos, como
foi visto através das analises geradas. Isso é preferivel jA que drogas inibitdrias
altamente especificas tem provocado resisténcia parasitaria, tornando estas substancias
ineficientes (Shah et al., 2004). Além disso, tal droga teria poucas chances de interagir
com NEK humanas, pois, como foi demonstrado, as proteinas humanas apresentaram

significativa pouca similaridade com as proteinas parasitarias.

CONCLUSAO

A partir das analises realizadas pode-se concluir que as NEK apresentam
potencial para uso no desenvolvimento de métodos diagndstico e terapéutico. No
entanto, as analises realizadas aqui pertencem a um estudo inicial, servindo de base e de
estimulo para futuros trabalhos que testem estas proteinas constatando-se tais

propriedades.
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Figura 05.

WoLF PSORT

Protein Subcellular Localization Predictic

Results:

testk used for kNN Js: 32

Qi|154345700|reflXP_001568787 1| details cyto: 22.5, eyto_nucl: 16, hucl: 6.5
gi[40142001 4|reflXP_003874496.1| details cyto: 25, eyto_nucl: 14.5, nucl: 2, mito: 2
Qi|146104145|reflXP_001469740.1| details cyto: 25, cyto_nucl: 14.5, nucl: 2, mito: 2
Qi[157876762|reflXP_001686724.1| details cyto: 25, cyto_nucl: 14.5, nucl: 2, mita: 2
0i|407849175|gb|EKG04005.1| details cyto: 17.5, cyto_nucl: 14.5, nucl: 10.5
gil116284336|gh|AAH15147 1| details eyto: 21, nucl: 8
Qi|119629313|gb|EAX08808.1| details cyto: 17, nucl: 11, extr: 2

WoLF PSORT is an extension of PSORT |l, developed by Paul Horton et al. Computational Biology Research Center, AIST, Japan
Original Wehsite:

Interface Designed by Genscript Corporation. All rights reserved,

Figura 06A, B.
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Figura O7A, B.
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Figura 08A, B.
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SignalP-4 .1 prediction (euk networks): gi 154345700 ref XFP 001568787.1

1.0 +

0.8

0.6 |

C-score

S-score
Yoscore

04

Score

0.2

oo (NI TTIIIII

MEGSTAGDAMIGRVCRSFFET FAKD EAT AR EQDKEYW I SRV LGEGATGT VLCA KRV SDGEGFA W KCWDME

0

10

20

30

Position

40

50

60

70

154337543
154342748
154342802
154345339
154344100
154345702
369002643
154345700
1534337288
154341286




23

PAGINA DE LEGENDAS

Figura 01. Esquema didatico 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 dominios conservados no cd-search disponivel no site do NCBI.
A. apresentado o dominio PKc_like superfamily, e o PTZ00283; B. Apresentando além
do dominio PKc_like superfamily, os dominios STKc_Nekl e S _TKc; C. apresentando

além do PKc_like superfamily, o dominio S_TKc.

Figura 05. Resultados da predicdo de localizacdo subcelular pela ferramenta on-line

Wolf Psort.

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

parte. B. Continuacdo.

Figura 07. A. alinhamento entre as estruturas 3D preditas pelo servidor Mholline das
proteinas: gi154345700 (roxo), gi154345702 (verde), gi154345339 (azul), gi154342748
(marrom) e gi154337543 (vermelho). B. Grafico de Ramachandram da modelagem que

ficou como mediana, apresentando s6 0.7% dos angulos em regides nao aceitaveis.

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

proteinas NEK.

Figura 09. Busca por peptideo sinal, exemplo gque se seguiu em todas as proteinas.
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Figura 10. Verde: Positivo; Amarelo: Zero; LCP: Fase exponencial promastigotas de L.
chagasi; MTS: Estagio Metaciclico; PS: Estagio Prociclico; ES: Estagio epimastigota;

MG: Mimulus guttatus; BS: Estagio sanguineo.



