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Sinopse:

A Regido Norte possui a maior incidéncia de leishmaniose do pais. Neste estudo, foram
avaliados aspectos clinicos e epidemioldgicos de pacientes com Leishmaniose Tegumentar no
municipio de Rio Preto da Eva, AM, onde foram identificadas por eletroforese de isoenzimas
trés espécies circulantes: Leishmania (Viannia) guyanensis, L. (V.) naiffi e L. (Leishmania)
amazonensis. Também foram descritos 12 novos casos de L. (V.) naiffi, com destaque para 0s
casos ocorridos em EstacGes Experimentais do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia.
Através de andlise protebmica, foram identificadas expressdes diferenciais de proteinas de
fase aguda de infeccdo em plasmas de pacientes infectados por L. (V.) guyanensis durante a

infeccdo.

Palavras-chave: Leishmaniose - Proteoma — epidemiologia
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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana representa um conjunto de doengas com
caracteristicas clinicas, imunologicas e patoldgicas distintas, cuja expressdo depende de
fatores relacionados ao hospedeiro e ao parasito, incluindo a natureza da espécie de
Leishmania infectante e fatores genéticos do hospedeiro. O estado do Amazonas é uma regido
endémica para a Leishmaniose cutanea (LC). Neste estudo, foram analisados os aspectos
clinicos e epidemioldgicos de 90 pacientes com LC no municipio de Rio Preto da Eva,
terceiro em nUmero de casos no estado, onde foram identificadas por eletroforese de
isoenzimas trés espécies circulantes: Leishmania (Viannia) guyanensis (89%), L. (V.) naiffi
(3,33%) e L. (Leishmania) amazonensis (7,77%). Também foram descritos 12 novos casos de
L. (V.) naiffi, com destaque para os casos ocorridos em Estacdes Experimentais do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amaz6nia. Através da combinacdo da técnica de eletroforese
bidimensional com espectrometria de massas ESI-QTof, foram analisadas as proteinas
expressas diferencialmente em plasmas de pacientes infectados por L. (V.) guyanensis antes e
pos tratamento com antimonial pentavalente e de doadores voluntarios ndo infectados por esta
espécie de patdgeno, que é predominante na regido. Verificou-se que pacientes infectados por
esta espécie, apresentaram durante a doenca maior expressdo de proteinas da fase aguda de
infeccéo, tais como fator B e H da via alternativa do Complemento, Proteina relacionada a
Haptoglobina (HPR), Cadeia alfa do Fibrinogénio e uma menor expressao de Serotrasferrina.
Essas proteinas estdo envolvidas no processo inflamatério da doenca, sendo necessérias para a
homeostase do organismo. O envolvimento destas proteinas na infeccdo por L. (V.)

guyanensis necessita ser mais bem investigado.

Palavras-chave: Leishmaniose — Proteoma - Epidemiologia
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ABSTRACT

The American Cutaneous Leishmaniasis is a group of diseases with clinical, immunological
and pathological distinct, whose expression depends on factors related to the host and the
parasite, including the nature of the infecting Leishmania species and host genetic factors. The
state of Amazonas is an endemic region for cutaneous leishmaniasis (CL). In this study, we
analyzed the clinical and epidemiological aspects of 90 patients with CL in Rio Preto da Eva,
third in number of cases in the state, which were identified three species circulating by
isoenzyme electrophoresis: Leishmania (Viannia) guyanensis (89 %), L. (V.) naiffi (3.33%)
and L. (Leishmania) amazonensis (7.77%). 12 new cases were also described as L. (V.) naiffi,
especially the cases occurred in experimental stations of the National Institute for Amazon
Research. By combining the technique of two-dimensional electrophoresis with ESI-QTof
mass spectrometry, we analyzed the differentially expressed proteins in plasma of patients
infected by L. (V.) guyanensis before and after treatment with pentavalent antimony, volunteer
donors not infected by this pathogen that is prevalent in the region. It was found that patients
infected by this species showed higher expression in the disease of acute phase proteins of
infection, such as Factor B and H of the alternative Complement pathway, Haptoglobin
protein related (HPR), Fibrinogen alpha chain and a lower expression of Serotrasferrina.
These proteins are involved in the inflammatory process of the disease, being necessary to the
body's homeostasis. The involvement of these proteins in infection by L. (V.) guyanensis

needs to be further investigated.

Keywords: Leishmaniasis - Proteome - Epidemiology
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) representa um conjunto de doencas
com caracteristicas clinicas, imunoldgicas e patoldgicas distintas, cuja expressdo depende de
fatores relacionados ao hospedeiro e ao parasito, incluindo a natureza da espécie de
Leishmania infectante e fatores genéticos do hospedeiro. Muitos destes parasitos sdo capazes
de produzir um espectro de doenca no lugar de uma Unica forma clinica no hospedeiro
humano (RODRIGUEZ-BONFANTE et al., 2003; FARIA et al., 2005; GUIMARAES et al.,
2005; SILVEIRA et al., 2004; 2009). Caracteristicas como o tipo de lesdo e o conhecimento
dos agentes etioldgicos de cada regido colaboram para o diagndstico da doenga (LAINSON;
SHAW, 1987).

A leishmaniose esta entre as dezessete doencas consideradas negligenciadas pela
Organizacdo Mundial de Saude (WHO) e ocupa a categoria de doengas emergentes e sem
controle (LINDOSO; LINDOSO, 2009). No pais, os casos continuam aumentando devido a
fatores como desmatamentos, urbanizacdo e migracdo de pessoas susceptiveis para areas
endémicas (DESJEUX, 2001). A resisténcia dos parasitos ao tratamento e a coinfecgdo com o
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), onde formas clinicas severas ocorrem, contribuem
para o agravamento da doenca (DAVIES et al., 2003; GUERRA et al., 2011).

No ano de 2011, o estado do Amazonas notificou 1.752 casos de LTA; 0s municipios
de Manaus e Rio Preto da Eva contribuiram com mais de 50% dos mesmos (SINAN, 2012).
Sdo cinco as espécies relacionadas a infecgdo no estado: L. (Leishmania) amazonensis, L.
(Viannia) braziliensis, L. (V.) naiffi, L. (V.) lainsoni e L. (V.) guyanensis, sendo a ultima a

espeécie prevalente, contribuindo com mais de 80% dos casos (NAIFF, 1998; ROMERO et al.,



2001a; 2002; FIGUEIRA et al., 2008; COELHO et al.,, 2010; GUERRA et al., 2011,
CHRUSCIAK-TALHARI et al., 2011).

Além da forma cuténea, L. (V.) guyanensis pode causar a forma mucosa ao homem
(NAIFF et al., 1988; GRIMALDI et al., 1991; NAIFF, 1998). Acredita-se que essa forma
seja geralmente causada por disseminacdo hematogénica das leishmanias inoculadas na pele
para as mucosas, entretanto, as lesdes de pele préximas aos orificios naturais também podem
invadir mucosas por contiguidade (BRASIL, 2010). Segundo Guerra et al., (2011), esta
espécie é o agente causador da forma mucosa em diversos pacientes que tiveram a forma
cuténea tratada de forma inadequada na regido Amazonica.

Atualmente, o controle da doenca baseia-se na quimioterapia, uma vez que vacinas
contra o parasito ainda estdo em desenvolvimento (PALATNIK-DE-SOUSA, 2008;
CHARMOY et al., 2010). O tratamento de primeira escolha contra a leishmaniose é o
antimonial pentavalente (BERMAN, 1988; RATH et al., 2003), cuja eficiéncia tem sido
comprometida pelo desenvolvimento natural de resisténcia dos parasitos (CROFT et al.,
2006). Fato este também comprovado em pacientes infectados por Leishmania (V.)
guyanensis, havendo necessidade de uma revisdo cuidadosa do tratamento indicado
(ROMERO et al., 2001b; NEVES, 2010).

A identificacdo das espécies de Leishmania que circulam em determinada regiéo,
principalmente onde as diferentes formas clinicas ocorrem simultaneamente, é de fundamental
importancia para o conhecimento ecoldgico e epidemioldgico da infeccdo e planejamento de
estratégias de controle da leishmaniose; como o tratamento precoce da forma cuténea da
doenca, que reduz a prevaléncia das formas graves, assim como sua morbidade e custos com o
tratamento (GRIMALDI; TASH, 1993; CASTRO et al., 2005; BANULS et al., 2007;
SILVEIRA et al., 2008; FRANCA et al., 2009; COELHO et al., 2010; GUERRA et al.,

2011). A eletroforese de isoenzimas é o método mais utilizado em estudos taxonémicos de



Leishmania, sendo considerada como padrdo ouro de identificacdo por ser bastante sensivel
(WHO, 1990, CUPOLLILO et al., 2000; ANDRADE et al, 2005; COELHO, 2010).

O melhor conhecimento da fisiopatologia das doencas tem permitido a identificagéo
de marcadores genéticos, bioquimicos e imunoldgicos que contribuem ndo s6 com o
diagnéstico, mas também com a atividade e remissdo dos processos patologicos
(SCHRIEFER; CARVALHO, 2008). Esses biomarcadores consistem em qualquer molécula
ou caracteristica biolégica que possa ser detectada e medida, revelando 0s processos
biolégicos normais, patogénicos ou a resposta farmacoldgica ap6s intervencdo terapéutica
(CARVALHO et al., 2008).

A identificacdo de substancias que indiquem a infeccdo por Leishmania em seres
humanos tem importancia tanto para o diagndéstico, confirmacdo da cura da doenca, como
também para a busca de alternativas de tratamento e vacinas. Para tal, o uso da tecnologia
protebmica pode ajudar na identificacdo mais rapida de novas proteinas e na avaliacdo de seu
padrdo de expressado e de suas funcdes (CUNNINGHAM, 2000). A combinagédo da técnica de
eletroforese em duas dimensdes (capaz de separar centenas ou milhares de proteinas em um
Unico experimento) com as técnicas de espectrometria de massas (capaz de identificar o
contetdo protéico de cada regido do gel) tornou-se uma das melhores estratégias disponiveis
para a identificacdo em larga escala do conjunto de proteinas resultantes da expressdo génica
(MANN et al., 2001; NYMAN, 2001).

O estudo do plasma humano é um dos caminhos para a busca destes marcadores, pois
o proteoma do plasma é suscetivel de conter, se ndo todas, quase todas as proteinas humanas,
bem como proteinas derivadas de diversos microrganismos (ANDERSON et al., 2002; 2004).

Este estudo torna-se entdo de particular interesse para a Saude Publica do Estado do
Amazonas, tanto pela identificacdo das espécies de Leishmania circulantes, quanto pela

identificacdo e andlise comparativa de proteinas presentes em plasma humano de pacientes



infectados por L. (V.) guyanensis, antes e apds tratamento com antimonial pentavalente, e
doadores saudaveis, através de géis bidimensionais associados a espectrometria de massas,
possibilitando a descoberta de possiveis alvos biotecnoldgicos para o desenvolvimento de
produtos que ajudem na prevencao, diagnéstico e/ou tratamento desta doencga.

Esta tese foi dividida em trés capitulos. Os dois primeiros se referem a dados
epidemioldgicos da doencga no estado do Amazonas e o Ultimo, a identificacdo de proteinas

em plasma de pacientes infectados por L. (V.) guyanensis.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1- A Leishmaniose

A leishmaniose compreende uma gama de doencas encontradas ao redor do mundo
em regibes tropicais e subtropicais, cujas diferentes formas clinicas constituem um grave
problema de Salde Publica. A leishmaniose visceral (LV) pode ser fatal quando ndo tratada,
a forma mucocutanea (LMC) pode causar mutilacGes, a cutanea anérgica difusa (LCAD) é de
longa duracdo devido a resposta imune mediada por células deficiente, e a forma cuténea
(LC), quando em multiplas lesdes, pode ser incapacitante (WHO, 2002; DESJEUX, 2004;
CARVALHO et al., 2012). Em 2004, foi proposta a forma Leishmaniose cutanea disseminada
“bordeline” (LCDB) como sendo intermediaria entre Leishmaniose cutanea localizada e os
polos extremos patogénicos LMC e LCAD (SILVEIRA et al., 2004; 2009).

Distribuida em cinco continentes, a Leishmaniose ocorre em 98 paises onde
anualmente sdo registrados 220.000 casos de Leishmaniose Cutanea e 58.000 de
Leishmaniose Visceral, mas somente em dois tercos dos paises a notificacdo é compulsoria,
sendo o numero de casos subestimados. Por estimativa, calcula-se que o nimero real de casos
seja de aproximadamente 700.000 a 1200.000 para LC e de 200.000 a 400.000 para LV
(WHO, 2010; ALVAR et al., 2012).

A forma tegumentar é endémica em mais de 70 paises, com 70 a 75% dos casos
ocorridos no Afeganistdo, Argélia, Colombia, Brasil, Ird, Siria, Etiopia, Suddo, Costa Rica e
Peru (WHO, 2010). No continente Americano, sua distribui¢éo vai desde o extremo sul dos
Estados Unidos até o norte da Argentina, com excecdo do Chile e Uruguai (BRASIL, 2010).

A LTA, segundo Lainson (2010), parece ser uma doenca antiga, que afligia humanos

em areas tropicais e subtropicais do Novo Mundo, como sugerido em antigas pecas de



cerdmica originarias do Peru e Equador (huacos). Essas pecas geralmente retratavam rostos
humanos com deformacgdes graves, bastante similares as causadas pela leishmaniose
mucocutanea. Ademais, historiadores da época da colonizacdo ibérica relatavam com
frequéncia a ocorréncia de les6es cutaneas nos habitantes nativos.

Aos poucos foi ficando evidente que as lesdes cutaneas chamadas de uta pelos indios
peruanos e a doenga mucocutanea conhecida como espundia eram disseminadas pela maior
parte do continente latinoamericano, onde receberam diversas denominagdes. As lesdes
menos destrutivas eram chamadas de uta seco, Ulcera de Velez, ulcer de los chicleros, buba,
ulcera de Bauru, ferida brava, botdo do oriente, forest yaws, Baysore, pian-bois e bosch-
yaws; ja as mais destrutivas receberam as seguintes denominacdes: espundia, llaga corrosiva,
cancro espundico, nariz de tapir, tiacarafia, gangosa, ferida esponjosa, e cancro
fagendénico. No entanto, a etiologia destas lesdes permaneceu desconhecida por muito tempo
(LAINSON, 2010).

No Brasil, em 1925, Eduardo Rabello publicou o trabalho “Contribui¢des ao estudo
da leishmaniose tegumentar no Brasil” onde conclui que a Leishmaniose tegumentar ja existia
no pais desde muitos anos e distingue trés periodos na histéria da doenga: “o periodo das
origens imprecisas” baseados em referéncias mais ou menos vagas, culminando com a data da
verificacdo clinica do botdo da Bahia e sua filiacdo ao botdo endémico dos paises quentes: “o
segundo periodo” vai desde os estudos baianos feitos em 1895 a 1909 quando se descobre que
0 agente etioldgico responsavel pelas Ulceras de Baurd, podendo ser chamado periodo pre-
microbiologico; “o terceiro periodo” chamado microbioldgico, iniciado em 1910 com
verificacdo do parasito em lesdes de mucosas, com a descoberta da quimioterapia por Gaspar
Vianna, e o reconhecimento dos aspectos epidemioldgicos desta moléstia (COSTA, 1992).

A Unica indicacdo segura e talvez mais antiga da existéncia da doenca no Brasil

verifica-se em citacdo na tese de Tello, "Antiguedad de la syphilis en el Peru”, de 1908,



relativa a obra escrita Pastoral Religioso-Politico Geographico, editada em 1827, que
descreve a viagem de um missionario pela regido amazonica. Este observara a existéncia de
individuos com Ulceras nos bracos e pernas, relacionadas a picadas de insetos, tendo como
consequéncia lesdes destrutivas de boca e nariz. Sem ter sido mencionada anteriormente no
Brasil, Rabello achava mais razoavel supor que, endémica na Amazodnia, porém proveniente
do Peru e da Bolivia, a doenca pudesse ter-se disseminado nos estados do Norte do pais por
individuos que para I se dirigiram em busca de trabalho nos seringais e que retornaram
infectados as suas origens. Quanto as regides Centro e Sul do Brasil, achava mais verossimil a
importacdo da Bolivia ou da Amazobnia, via Mato Grosso, e provavelmente também do
Paraguai, via Mato Grosso ou Parand, considerando sua existéncia de forma endémica
naqueles paises, muito antes do descobrimento (VALE; FURTADO, 2005).

De acordo com Lainson (2010), se considerarmos 0 impressionante numero de
espécies de Leishmania que foram registradas até o presente momento na regido neotropical,
e, particularmente, na regido Amazénica, esta area poderia muito bem ser tida como o local de
origem deste género. Esta hipOtese € corroborada pela observacdo de que muitos destes
parasitos (espécies do subgénero Viannia) mantiveram o seu desenvolvimento no intestino
posterior no hospedeiro flebotomineo, o que seria remanescente do ciclo de vida de flagelados
monoxenos de insetos dos quais as especies de Leishmania teriam evoluido.

Segundo Altamirano-Enciso et al. (2003), o processo de dispersdo da LTA no Brasil
é relativamente recente, ocorrido principalmente através do ciclo econdémico da borracha,
entre 1880 e 1912, que atraiu milhares de nordestinos, que apds o declinio da borracha
retornaram as terras de origem ou foram atraidos para o ciclo do café na regido sudeste do
Brasil. Outros ciclos posteriores, que também implicaram mobilidades sociais, como a

construcdo de rodovias (1960-70), a mineracdo do ouro (1970-80) e a exploracéo de madeiras



(1980-90) teriam contribuido para a expansdo. Atualmente, ha registro de casos da doenca em

todos os estados da Federagdo (BRASIL, 2010).

2.2- O Género Leishmania Ross, 1903

Os parasitos do género Leishmania sdo flagelados da familia Trypanosomatidae,
ordem Kinetoplastida, filo Protozoa. Esta ordem caracteriza-se por apresentar mitocondria
Unica (denominada cinetoplasto) rica em DNA mitocondrial, o KDNA. Esta organela localiza-
se anteriormente ao cinetossoma do flagelo, perpendicularmente ao eixo maior do organismo
(SIMPSON, 1987).

Multiplica-se por divisdo binaria e clonal; e a diversidade bioldgica encontrada no
género ocorre devido a mutacdes e/ ou trocas genéticas entre organismos, através de fusao
celular (SOUZA et al., 1997) e de parasitos hibridos (DELGADO et al., 1997; JAMJOOM et
al., 2004; SCHWENKENBECHER et al., 2004). H& também evidéncias de reproducéo sexual
no inteiror do vetor e transmissdo de parasitos hibridos para o mamifero hospedeiro
(AKOPYANTS et al., 2009). Embora haja evidéncias desse tipo de reproducédo, ndo se sabe
com qual frequéncia ela ocorre (CUPOLLILO et al., 1994; 1998; TIBAYRENC et al., 1990;
BANULS et al., 1999).

Sé&o parasitos digenéticos, com duas formas principais de desenvolvimento: a forma
amastigota (3-7um), oval, com flagelo curto interiorizado, encontrada no hospedeiro
vertebrado, incluindo uma variedade de mamiferos (roedores, canideos, edentados,
marsupiais, procionideos, ungulados e primatas); e a promastigota (10-20um), alongada, com
cinetoplasto anterior ao nucleo e flagelo livre a partir da porcéo anterior da célula, encontrada
no inseto vetor (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) [LAINSON; SHAW, 2005;

LAINSON, 2010].



No vetor, as promastigotas passam por alteragdes morfoldgicas e bioquimicas como
as nectomonas, haptomonas e paramastigotas que culminam em sua transformacéo da forma
prociclica (ndo-infectiva) para a forma metaciclica (infectiva) para o hospedeiro vertebrado
(WALTERS et al.,, 1989; ROJAS et al.,, 1995; WILSON et al., 2010). Neste processo
conhecido como metaciclogénese, a forma promastigota prociclica sofre modificagdes como
alongamento na estrutura do lipofosfoglicano (LPG) e maior expressao das moléculas de gp63
(glicoproteina de superficie de 63kDa), transformando-se entdo na forma metaciclica. Quando
no hospedeiro vertebrado, a expressdo destas moléculas permite que o parasito sobreviva, pois
sua superficie é preparada para exposicdo ao complemento (MCCONVILLE et al., 1992;

SACKS 1989; CUNNINGHAM, 2002).

2.3- Ciclo bioldgico e resposta imune

O ciclo bioldgico da Leishmania tem inicio quando as fémeas dos fletobomineos
parasitados inoculam formas promastigotas em um hospedeiro vertebrado suscetivel durante o
repasto sanguineo. Apés a inoculacdo na pele, a maioria é destruida pela acdo litica do
complemento (promastigotas prociclicas). Entretanto, as formas promastigotas metaciclicas,
sdo resistentes a acdo litica do mesmo, pois moleculas de glicoconjugados (LPG) e
glicoproteinas (gp63) favorecem a fixacdo de componentes C3b e iC3b que se depositam na
membrana do parasito e passam a atuar como ligantes dos receptores CR1 e CR2
respectivamente, facilitando sua interiorizacdo pelos macrofagos. Os parasitos internalizados
sdo capazes de resistir ao ataque de metabolitos toxicos de oxigénio, como o éxido nitrico
(NO), anion éxido (O2") e peroxido de hidrogénio (H202). A inibicdo da producéo de radicais
oxidativos do macrofago é considerada um dos principais mecanismos de evasao do parasito

(SACKS; SHER, 2002; ZAMBRANO-VILLA et al., 2002).
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Os parasitos vivem preferencialmente em fagocitos mononucleares (macréfagos),
tendo algumas excecdes fibroblastos, células dendriticas (DC) e neutréfilos (MURRAY et al.,
2005; TRIPATHI et al., 2007; DE TREZ et al., 2009; KAYE; SCOTT, 2011).

Estudos demonstram que a entrada e sobrevivéncia de Leishmania (Leishmania)
major em macrofagos s6 sdo possiveis com a prévia infeccdo de neutréfilos que séo
recrutados como uma resposta a picada do vetor. Dados obtidos in vitro mostraram que 0s
macréfagos podem fagocitar neutrofilos apoptdticos contendo o parasito intacto,
proporcinando o modo silencioso de infec¢do “Cavalo de Troia” (ZANDBERGEN et al.,
2004; LASKAY etal., 2008; CHARMOY et al., 2010).

Segundo Zandbergen et al. (2004), este modo de entrada silencioso ocorre por dois
motivos: primeiro porque os parasitos intracelulares ndo tém direta interacdo com receptores
de superficie do macréfago e consequentemente, a ativacdo do macréfago ndo ocorre; e
segundo porque a captacdo de células apoptoticas ‘‘silenciam” o macrofago e seus
mecanismos efetores ndo sdo ativados contra o parasito intracelular. No entanto, a cooperacéo
entre neutréfilos e macréfagos para eliminacdo do parasito foi observada em estudos com
Leishmania (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis, L. (L.) chagasi e L. (L.) donovani
(MCFARLANE et al., 2008; NOVAIS et al., 2009; MALAFAIA; REZENDE, 2009; CARMO
et al., 2010).

Apos a fagocitose, o parasito transforma-se em amastigota dentro do vactolo
parasitoforo (fagossomo), inicialmente formado pela invaginacdo da membrana plasmatica;
este se funde com granulos lisossomais para formar os fagolisossomos, onde as formas
amastigotas deverdo se multiplicar por fisséo binaria (HANDMAN; MCCONVILLE, 2007).
Apos a fusdo, o parasito produz em sua superficie fosfatases acidas que inibem a explosdo
oxidativa e em adigcdo, 0os macrdfagos tentam degradar os parasitos com enzimas acidas. A

Leishmania resiste ao ataque através de bomba de prétons presente em sua superficie que
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permite que o pH interno permaneca proximo ao neutro. Além disso, 0 LPG tem um papel
ativo na inibicdo de enzimas lisossomais. (ZILBERSTEIN; DWYERT, 1988; SHARMA,;
SINGH, 20009).

Os amastigotas sdo liberados dos macréfagos por um mecanismo ainda néo
totalmente caracterizado (RITTING; BOGDAN, 2000; HANDMAN; MCCONVILLE, 2007)
e podem invadir células dendriticas, fibroblastos e novos macrofagos (AWASTHI et al.,
2004). Durante um novo repasto sanguineo, o flebotomineo ingere os macrofagos infectados
com a forma amastigota. No periodo de quatro a cinco dias no intestino do inseto vetor, as
formas amastigotas de Leishmania diferenciam-se na forma promastigota prociclica que
posteriormente passam pelo processo de metaciclogénese. Os promastigotas metaciclicos
migram entdo para a regido anterior do tubo digestivo do vetor atingindo o aparelho picador
sugador, a partir do qual podem ser transmitidos (WALTERS et al., 1989; ROJAS et al.,
1995; WILSON et al., 2010) [Figura 01].

A infeccdo por Leishmania é acompanhada por complexa resposta imune que inicia
com a resposta inata, onde receptores como TLR2 (Toll-like receptor 2) presentes em
macrofagos, as células NK (Natural Killer) e células dendriticas reconhecem moléculas
presentes na superficie de parasitos, tais como LPG e induzem a producédo de citocinas pro-
inflamatdrias como TNF-a, IFN-y ¢ IL-12, bem como moléculas co-estimulatérias (BECKER
etal., 2003; CARRADA et al., 2007; RUIZ; BECKER, 2007).

Os macrofagos desempenham um papel triplo uma vez que sao células hospedeiras,
células apresentadoras de antigenos e ativam células T especificas, cuja eficacia leishmanicida
depende da ativacdo de citocinas como IFN-y ¢ TNF-a (BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1999;
RUIZ; BECKER, 2007). Considerando que a forma amastigota € capaz de superar 0S

mecanismos microbicidas do macrofago, a sua sobrevivéncia dependera entdo da capacidade
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de resistir, também, aos mecanismos da resposta imune celular (ZILBERSTEIN; DWYERT,

1988; SHARMA; SINGH, 2009).
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Figura 01. Desenho esquematico do ciclo de desenvolvimento de parasitos do género
Leishmania. Fonte: REITHINGER et al. (2007).

A célula de Langerhans na pele também pode ser infectada por Leishmania e é
considerada a principal apresentadora de antigenos parasitarios para linfocitos T. Quando
infectadas, sdo ativadas e passam a ter a expressdo aumentada de MHC | e II, moléculas
coestimuladoras como CD40, CD80 e CD86 e citocinas (BANCHEREAU et al., 2000;
ZULUAGA; ROBLEDO, 2004), porém com diminuicdo de expressdo de E-caderina,

molécula de superficie relacionada com a ligacdo das células de Langerhans aos



13

queratindcitos da epiderme. Esses eventos permitem que as células parasitadas ndo fiquem
aderidas ao tecido epidérmico e migrem para os linfonodos regionais, a fim de realizar a
apresentacdo dos antigenos de Leishmania as células efetoras do sistema imune (MOLL,
1993; CASTELLANO, 2005), resultando na estimulacéo diferencial das subpopulagdes dos
linfocitos T CD4, Thl e Th2, cujas citocinas irdo regular positivamente: Thl (IL-2, INF-y e
TNF-a) ou negativamente: Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 e TGF-pB) a atividade do
macréfago na eliminagdo do parasito (ZULUAGA; ROBLEDO, 2004).

A ativacdo do macrofago, através da resposta imune Thil, resulta na producdo do
Oxido nitrico (NO), que juntamente com o stress oxidativo representa importante mecanismo
de eliminacdo do parasito (PIRMEZ et al., 1993; BACELLAR et al., 2002). Por outro lado, as
citocinas consideradas tipo Th2, favorecem a multiplicacdo do parasito, inibindo a producao
de NO por macréfagos ativados por IFN-y, além de promoverem a exacerbagdo das lesdes,
em razdo das acdes supressivas dos macrofagos pela IL-4 (ROBERTS et al., 2001; BITTAR
etal., 2007; GOMES-SILVA et al., 2007; BRELAZ-DE CASTRO et al., 2012).

Hé evidéncias de que as células T CD8 também sdo necessarias para o controle da
leishmaniose através da producdo de citocinas e de mecanismos citotoxicos, incluindo
granzima/perforina e Fas/Fas ligantes. Grande nimero de células tem sido observado em
lesbes e em sangue periférico durante a fase aguda da infeccdo (DA-CRUZ et al., 1994;
COUTINHO et al., 1998; BERTHO et al., 2000; RUIZ; BECKER., 2007). Faria et al. ( 2009)
observaram que lesdes de pacientes infectados por L. (V.) braziliensis em progressdo para fase
ulcerada apresentam intenso infiltrado inflamatorio amplificado pela presenca de células T
CD8 expressando granzima A, bem como IFN-y; células TCDS8 sdo consideradas vitais na
produacdo de IFN-y em leishmaniose (RUIZ; BECKER., 2007).

Em outro estudo, lesdes de pacientes com LC infectados por L. (V.) braziliensis

apresentaram maior numero de linfocitos TCD8 em apoptose que lesdes de pacientes curados
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espontaneamente, estando a apoptose provavelmente relacionada a modulagcao da resposta
imune (BERTHO et al., 2000). A degradacdo apoptética de Leishmania pode ndo sé ter o
papel de controlar o nimero de parasitos, mas também representa a Unica oportunidade de
aprimorar o processamento e apresentacao de antigenos, uma vez que parasitos vivos causam
inbicdo da degradacdo e apresentacdo antigénica eficazes pela célula hospedeira (RUIZ;
BECKER, 2007).

Estudos prévios demostraram haver uma predominéncia de linfocitos T CD4 sobre T
CD8 no sangue durante a fase ativa da leishmaniose. Entretanto, ap6s terapia com antimonial
pentavalente, ha reducdo dos linfocitos T CD4 e aumento de T CD8, sugerindo o
envolvimento destes com o processo de cura (DA-CRUZ et al., 1994; 2002; 2005; TOLEDO
et al., 2001; CASTRO, 2011; ALMEIDA et al., 2011; BRELAZ-DE CASTRO, et al., 2012).
Estes linfdcitos sdo recrutados do sangue para dentro do infiltrado inflamatorio, onde a
frequéncia de células T é maior (CONCEICAO-SILVA et al., 1990; DA-CRUZ et al., 2005).

As células T CD4 também podem se diferenciar em células efetoras Th17 que
produzem, entre outras citocinas, a interleucina 17 (IL-17) que desempenha papel
fundamental em processo inflamatério, em doencas autoimunes e cancer (KOLLS; LINDEN,
2004; KOSTKA etal., 2009; LEE et al., 2009).

Pouco se sabe a respeito desta citocina em infecgdes por protozoarios, entretanto,
Bacellar et al. (2009) observaram que IL-17 é produzida durante infecgdo por L. (V.)
braziliensis. Linfocitos obtidos de pacientes com LM e LC, produziram niveis mais elevados
de IL-17 que linfocitos obtidos a partir de individuos controles (ndo infectados). Houve uma
tendéncia para o tecido obtido a partir de pacientes com a forma mucosa em conter maior
numero de células que expressam IL-17 em comparacdo com os tecidos obtidos de pacientes

com a forma cutanea, e havia correlacdo direta entre 0 numero de células que expressam IL-
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17 e a presenca de inflamacdo celular no local da lesdo, confirmando assim o papel desta
interleucina na patogénese da reacdo inflamatdria na leishmaniose.

As subpopulag@es dos linfocitos T CD4, Thl e Th2, também induzem a sintese de
anticorpos de diferentes isotipos através da estimulagdo policlonal de células B. No entanto, o
papel dos titulos de anticorpos na resolucdo da Leishmaniose cutdnea é pouco conhecido
(OZBILGE et al., 2006). Sabe-se que pacientes com quadros clinicos causados por diferentes
espécies de Leishmania no Brasil mostram diferencas significativas na intensidade da
producdo de anticorpos (ROMERO et al., 2005; MATTA et al., 2009).

A intensidade da resposta humoral parece também estar relacionada com a carga
parasitaria e com a cronicidade da infeccdo. Pacientes com maior tempo de evolucdo da
doenca apresentam altos niveis de IgE e em pacientes com a forma mucocutanea, os niveis de
IgA se mostram aumentados (O’NEIL et al., 1993). Correlagdo positiva entre os niveis de IgE
com o tamanho da intradermorreacdo e uma correlacdo inversa entre os niveis de IgE com o
namero de lesbes foram observados por Sousa-Atta et al. (2002).

Ozbilge et al. (2006), demostraram haver niveis elevados de 1gG, com predominio de
IgG1 e 1gG3, em pacientes com leishmaniose cuténea ativa. No entanto, outros estudos
mostraram que apds cura clinica e tratamento com antimonial, o nivel dessas subclasses
descresce (CASTELLANO et al., 2009; FAGUNDES-SILVA et al., 2012), sugerindo que
estas subclasses poderiam ser Uteis tanto como marcadores de diagnostico para a forma
cutanea quanto para auxiliar na decisdo de interrupcdo do acompanhamento ambulatorial de
pacientes apos cura clinica.

Podem ser observados altos titulos de anticorpos em todas as manifestacdes clinicas
da LTA (TRUJILLO et al., 1999; OZBILGE et al., 2006). No entanto, MATTA et al. (2005;
2009) verificaram variacdo quanto a resposta imune humoral em pacientes infectados por L.

(V.) guyanensis e L. (V.) braziliensis, demonstrando pela técnica imunoblot ser mais baixo e
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de menor frequéncia, o reconhecimento das fracGes antigénicas em soros de L. (V.)
guyanensis do que de L. (V.) braziliensis. Também verificaram, pela reacdo de
imunofluorescéncia, menor reatividade de 1gG em soros de paciente com L. (V.) guyanensis,
sugerindo uma resposta imune humoral menos efetiva em pacientes infectados por esta
espécie do que com L. (V.) braziliensis; o que poderia explicar alguns aspectos peculiares da
apresentacdo clinica da LTA cutanea ocasionada por L. (V.) guyanensis, como maior nimero
de parasitos nas lesdes e maior resisténcia ao tratamento. Enquanto a infecgdo por L. (V.)
braziliensis parece ser mais agressiva, apresentando areas ulceradas maiores e maior
proporcéo de pacientes com linfonodomegalia (ROMERO et al., 2001a).

ROMERQO et al. (2005) demonstraram uma maior sensibilidade do teste de ELISA
para deteccdo de anticorpos em pacientes infectados por L. (V.) guyanensis e L. (V.)
braziliensis do que a reagdo de imunofluorescéncia, principalmente para infec¢des por L. (V.)
guyanensis que induzem a uma baixa resposta humoral.

Mota (2007) analisou comparativamente valores obtidos da densidade Otica dos
isotipos IgM e IgG de 33 pacientes com L. (V.) guyanensis, independente da idade, sexo ou
fase clinica, sugerindo que pelos baixos niveis de anticorpos existam evidéncias de que a
modulacdo da resposta imune ocorra em pacientes infectados por esta espécie durante a
progressao da doenca, corroborando com informac@es da literatura (ROMERO et al., 2005;
MATTA, 2009).

Diversos autores tém demonstrado que no tratamento para as leishmanioses cutaneas
ocorre a cura clinica com a cicatrizacdo das lesdes, o que ndo coincide com a cura
parasitologica, pois o0 parasito pode continuar quiescente nas cicatrizes (SCHUBACH et al.,
1998 a e b; COUTINHO et al., 2002; MENDONCA et al., 2004; VERGEL et al., 2006;
VIANA et al., 2013). Essa persisténcia parasitaria pode ser importante para manutencao de

células T de memoria que conferem resisténcia a reinfeccdo, principalmente para pacientes
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residentes em areas endémicas. Por outro lado, h& possibilidade de que pacientes curados
clinicamente possam atuar como reservatorios do parasito em &reas de transmissdo ativa
(MENDONCA et al., 2004; ZAPH et al., 2004; GOLLOB et al., 2005; SCOTT, 2005).

Zaph et al. (2004) demonstraram em murinos, que a resposta de células T se
subdivide em popula¢Ges de memdria central (TCM) e memdria efetora (TEM). As TCM néo
exigem a presenca constante de parasitos vivos para a sua manutencdo, enquanto o pool de
TEM depende. Porém, ainda ndo esta claro o papel dos antigenos residuais na conservacao
das TCM.

Recentes estudos indicam que a producédo de IL-10 por células T CD4 CD25 (Treg)
esta relacionada com a persisténcia da Leishmania e reativacdo da doenca (MENDEZ et al.,
2004; BITTAR et al., 2007). Estudos com camundongos knock-out para IL-10 infectados
com baixa dose de parasitos desenvolveram resposta imune aumentada e eliminagéo total dos
parasitos. Esses camundongos perderam a imunidade a reinfeccdo, sugerindo, portanto, que a
persisténcia parasitaria é necessaria para manter a imunidade (BELKAID et al., 2001; 2002;
VON STEBUT, 2007; KAYE; SCOTT, 2011). A secre¢do de IL-10 por células Thi,
portanto, € um mecanismo autorregulatério que minimiza a imunopatologia na LTA
(NYLEN; GAUTAM, 2010; CASTRO, 2011).

Quando ocorre o desequilibrio parasito/hospedeiro, cria-se entdo o risco de
reativacdo da doenca, produzindo recidivas e o desenvolvimento da forma mucosa, anos ou
meses apds a cicatrizacdo da lesdo (BELKAID et al., 2001; SCHUBACH et al., 2001).
Atualmente, ndo existe nenhuma maneira de prever em quem esta forma mais grave da
doenca se desenvolverd (SCOTT, 2011).

Em estudo recente, Ives et al. (2011), mostraram que cepas metastaticas de L. (V.)
guyanensis (WHI/BR/78/M5313) contém um virus RNA, denominado LRV1, que promove a

producdo de citocinas pré-inflamatorias, como IL-6, TNF-a, CXCL10 e CCLS5. A resposta ao



18

virus é mediada pelo produto do gene TLR 3 (TLR3), um receptor de RNA que é expresso
dentro do compartimento endossomal onde os parasitos se encontram. A hipétese é de que o
RNA viral é liberado por parasitos mortos logo apds a infeccdo; a ligacdo do RNA viral ao
TLR3 resulta na produgdo de citocinas e quimiocinas que aumentam a resposta inflamatoria,
exacerbando a doenga. Uma elevada carga infectante de LRV1 em parasitos poderia ser um

determinante para a gravidade e patologia da doenca (ZANGGER et al., 2013).

2.4- Aspectos clinicos da leishmaniose tegumentar

O diagndstico clinico da doenca baseia-se em lesdes cutaneas, as quais sdo similares
nas vérias formas de leishmanioses tegumentares. O periodo de incubagdo da doenga varia de
uma a quatro semanas, surgindo entdo uma lesdo inicial, constituida por papula eritematosa
Unica ou multipla, localizada geralmente em regido descoberta do tegumento, que corresponde
ao ponto de inoculacdo pelo flebotomineo. Nesta etapa, pode-se ainda encontrar linfangite e
adenopatia regional. As lesfes evoluem formando Ulceras, as quais apresentam bordos altos,
irregulares e infiltrados (aspecto em moldura de quadro), com fundo granuloso, de coloragéo
vermelho-vivo, podendo estar coberta por exsudado seroso ou sero-purulento. No mesmo
doente € possivel encontrar lesdes com diferentes fases evolutivas, eventualmente sendo
observada sateliose, que séo as lesdes satélites da leishmaniose (SAMPAIO; RIVITTI, 2001).

A lesdo pode evoluir para cicatrizacdo espontanea deixando uma hipopigmentacéo,
cicatriz lisa e fina (SAMPAIO; RIVITTI, 2001; GOTO; LINDOSO, 2010), ou para diferentes
formas de lesdes, sendo possivel encontrar formas impetigoide, liquendide, tuberculosa ou
lupoide, nodular, vegetante e ectimatdide. S&o freqiientes as ulceragdes com bordas elevadas,
enduradas e fundo com tecido de granulacdo grosseira, configurando a classica lesdo com

borda em moldura (GONTIJO; CARVALHO, 2003).
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A forma cuténea localizada ¢ a mais prevalente na LTA e as lesdes variam em
namero de um a dez. Pode curar-se espontaneamente ou dependendo do equilibrio parasito-
hospedeiro e outros fatores ndo definidos, alguns casos podem evoluir para outras formas da
doenca.

As lesdes mucosas sdo na maioria das vezes secundarias as lesdes cutaneas, podendo
surgir depois de meses ou anos, sendo ocasionadas pela disseminacdo hematogénica da
doenga e acometem principalmente cavidades nasais, seguidas de faringe, laringe e cavidade
oral. Normalmente h& um discreto eritema e infiltracdo do septo nasal, seguindo-se um
processo ulcerativo que acomete a mucosa das faces laterais das asas do nariz e elementos
contiguos. Ocorre destruicdo do septo nasal, 0 nariz tomba para frente constituindo o chamado
nariz de anta ou tapir. O quadro geralmente envolve os labios superior e inferior, palato,
gengivas e lingua. Na cavidade oral, especialmente no palato, as lesdes sdo Ulcero-vegetantes
com granulagBes grosseiras, as vezes separadas por sulcos. As queixas mais comuns de
sintomas sdo: epistaxe, rinorréia, crostas (pelo acometimento nasal), odinofagia (faringe),
rouquidao, tosse (laringe) e feridas na boca (SAMPAIO; RIVITTI, 2001).

A forma mucosa pode ser ocasionada principalmente pelas espécies L. (V.)
braziliensis e L. (V.) guyanensis e estd associada a hipersensibilidade de células T, com
grande expressdo de IFN-y e TNF-a e sdo escassos os parasitos nas lesdes (NAIFF et al.,
1988; GRIMALDI et al., 1991, NAIFF,1998; SILVEIRA et al., 2004; 2008; GUERRA et
al., 2011; GUIZANI et al., 2011).

Segundo Guerra et al. (2011), a associacdo entre a forma cutdnea tratada
indequadamente e a ocorréncia da forma mucosa, parece ser mantida tanto para L. (V.)
guyanensis quanto para L. (V.) braziliensis. Na Regido Amazonica, é comum a falta de acesso
ao diagndstico e tratamento da leishmaniose. O isolamento das comunidades com acesso

quase que exclusivamente por barcos em muitas areas e a falta de resursos financeiros para
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permanecer em Manaus e garantir tratamento adequado, podem estar associados com o
desenvolvimento da forma mucosa.

A Leishmaniose cutanea difusa (LCD) é a forma anérgica da LTA. As lesbes sdo
ricas em parasitos e a espécie envolvida é a L. (L.) amazonensis. Inicia de maneira insidiosa,
evoluindo de forma lenta com formacdo de placas e mdltiplas nodulacbes ndo ulceradas
recobrindo grandes extensfes do tegumento cutaneo do corpo. Ha grande producao de IL-4,
resultando numa fraca ou ausente resposta imune celular. A resposta a terapéutica é pobre ou
ausente (COSTA et al., 2009; SILVEIRA et al., 2004; 2008; 2009).

A forma disseminada € caracterizada pela presenca de mdltiplas lesdes (10-300)
pleomorficas, principalmente acneiforme e papular, em duas ou mais areas ndo contiguas do
corpo. O comprometimento mucoso tem sido observado em até 30% dos casos. S8o duas as
espécies conhecidas como causadoras desta forma de LTA: L. (V.) braziliensis e L. (L.)
amazonensis. Mais recentemente foi proposta a forma Leishmaniose cutanea disseminada
“bordeline” (LCDB), sendo intermediaria entre LCL e os polos extremos patogénicos LMC e
LCAD. O termo “bordeline” foi usado para caracterizar a supressao parcial da resposta imune
celular observada, havendo uma resposta CD4 mista (Thl e Th2). Embora respondam ao
tratamento, os pacientes normalmente requerem uma ou mais séries de antimonial para
alcancarem a cura clinica (COSTA et al., 2009; SILVEIRA et al., 2004; 2008; 2009).

Na forma cutanea da LTA, o critério de cura é definido pelo aspecto clinico das
lesGes, reepitelizacdo das lesdes ulceradas ou ndo ulceradas, regressdo total da infiltracéo e
eritema até trés meses apos a conclusdo do esquema terapéutico. Na forma mucosa, o controle
é definido pela regressdo de todos os sinais clinicos ao exame otorrinolaringolégico, até seis
meses apds a conclusdo do tratamento (BRASIL, 2007; FAGUNDES-SILVA et al., 2012).
Apos a cura clinica é indicado o acompanhamento do paciente até completar 12 meses ap0s 0

tratamento (BRASIL, 2007).
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2.5- Diagnostico laboratorial

O diagnostico parasitoldgico da LTA baseia-se na detecgdo do parasito em tecido
cuténeo, sendo de fundamental importancia devido as doencas que fazem diagndstico
diferencial com a LTA (SCHUBACH et al.,, 2001; GUEDES et al., 2008). As formas
cutdneas devem ser diferenciadas das Ulceras traumaticas, Ulceras de estase, Ulcera tropical,
Ulceras de membros inferiores por anemia falciforme, piodermites, paracoccidioidomicose,
neoplasias cutaneas, sifilis e tuberculose cutdnea. A probabilidade de encontro do parasito é
inversamente proporcional ao tempo de evolucdo da lesdo cuténea, sendo rara apds um ano
(GONTIJO; CARVALHO, 2003).

A demonstragdo de Leishmania é feita em ldminas coradas por Giemsa, Leishman ou
Pandtico, em amostras obtidas por diferentes métodos: escarificagdo, bidpsia com impressdo
por aposicdo e puncgdo aspirativa (na investigacdo de comprometimento ganglionar primario).
Outros metodos utilizados s&o: isolamento em cultivo in vitro, sendo o método de
confirmacdo do agente etiolégico que permite a posterior identificacdo da espécie de
Leishmania envolvida; e a inoculacdo em animais de laboratdrio, que € reservado as pesquisas
(BRITO et al., 2000; BRASIL, 2000; 2007).

A intradermorreacdo de Montenegro (IDRM), Imunofluorescéncia indireta (IFI) ou
teste imunoenzimatico (ELISA) sdo testes imunologicos que também podem ser utilizados
como auxiliares do diagnostico da LTA (SILVEIRA et al., 1999; BRASIL, 2006).

A IDRM ¢ um teste de hipersensibilidade tardia que revela infeccdo por Leishmania,
sendo por isso utilizado em estudos epidemioldgicos demonstrando a prevaléncia da infeccédo
(FREIRE JOSE et al., 2001). Na prética, juntamente a pesquisa direta do parasito em tecidos,
o0 teste de Montenegro é a melhor forma de confirmar o diagnostico (SCHUBACH et al.,

2005; ROCHA et al., 2006), entretanto pode haver reacdo cruzada com outras patologias ou
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mesmo hipersensibilidade ao conservante (timerosal) (ROMERO et al., 2005; COSTA et al.,
2009). O teste néo faz distin¢do entre infeccdo passada e presente (JUNQUEIRA-PEDRAS et
al., 2003) e € comum ser positivo devido a ocorréncia de infec¢bes subclinicas (VEGA-
LOPEZ, 2003), portanto, sua importancia como teste diagndstico é questionavel para pessoas
que vivem em areas endémicas (GOTO; LINDOSO, 2010); e sabe-se que repetidas
apliacagdes do proprio IDRM também podem induzir uma imunossensibilizacdo capaz de
conferir positividade ao mesmo (BRASIL, 2010).

Pacientes com a forma cutanea difusa apresentam negatividade ao teste (SILVEIRA
etal., 2004; COSTA et al., 2005; BARRAL; BARRAL-NETTO, 2009), assim como pacientes
com lesGes recentes; e nos casos da forma cutanea localizada por L. (L.) amazonensis, cerca
de 50% dos casos apresentam-se negativos (MORAES; SILVEIRA, 1994; SILVEIRA et al.,
2008; BRASIL, 2010). Para o teste de Montenegro, a espécie de Leishmania e o preparo do
antigeno variam em diferentes paises e laboratérios. Apresenta uma alta sensibilidade e uma
especificidade que varia de acordo com o antigeno utilizado. O resultado do teste é
considerado positivo quando o endurecimento local € de 5mm ou mais, apds 48-72 horas
(ROMERO et al., 2005; GOTO; LINDOZO, 2010).

Testes soroldgicos sdo de grande importancia para casos onde ha dificuldade da
demonstracdo do parasito (BRASIL, 2010). O diagndstico de rotina é geralmente combinando
0s aspectos clinicos e epidemiologicos com os metodos imunologicos (SILVEIRA et al.,
1999; PISSINATE et al., 2008). Os métodos convencionais utilizados sdo a
Imunofluorescéncia indireta (IFI), Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) e Western
blot. S0 baseados na presenca de anticorpos especificos contra antigenos parasitarios
(BRITO et al., 2000; 2001; GONCALVES et al., 2002).

Estes métodos apresentam algumas limitacbes como ndo correlacionar os niveis de

anticorpos circulantes com o estagio da doenca, ndo distinguindo infeccdo em curso dos casos
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de infeccdo passada ou a infeccdo ativa dos casos onde houve desenvolvimento de infeccéo
subclinica e podem apresentar rea¢fes cruzadas com outros tripanosomatideos. Varios autores
procuram superar as limitacfes destas técnicas e o principal desafio tem sido a busca de um
preparo do antigeno ideal para pesquisa de anticorpos anti Leishmania. Alguns sugerem que a
utilizacdo de antigenos espécie-especificos leva a uma melhor detec¢do de anticorpos (RYAN
et al., 2002; ROCHA et al., 2002; 2006; GOMES-SILVA et al., 2008; BARROSO-FREITAS
et al., 2009), enquanto outros afirmam que a utilizacdo de antigenos heter6logos de
Leishmania ndo reduz a eficicia das técnicas (JUNQUEIRA-PEDRAS et al., 2003). Estes
métodos ndo sdo indicados como critério isolado de cura ou de previsdo de recorréncia.
Nesses casos, a presenca ou auséncia de lesdes tegumentares em atividade é o critério
decisivo (BRASIL, 2010).

Atualmente as técnicas soroldgicas tém aumentado a sensibilidade e especificidade
dos testes diagndsticos utilizados para LTA, particularmente para a forma cutanea; como a
citometria de fluxo que vem sendo amplamente utilizada com diferentes metodologias e
permite detectar anticorpos anti-Leishmania (JUNQUEIRA-PEDRAS et al., 2003; GOMES-
SILA et al., 2008; PISSINATE et al., 2008; FAGUNDES-SILVA et al., 2012), discriminando
a forma cuténea localizada, da leishmaniose visceral e doenga de Chagas (ROCHA et al.,
2006).

Técnicas de diagnostico molecular baseadas na reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) tém sido utilizadas para fins de pesquisa e juntamente ao diagnostico parasitoldgico em
LTA (RODRIGUES et al., 2002; BENSOUSSAN et al., 2006; ALVAREZ et al., 2010;
MARTINS et al., 2010; JARA et al., 2013). Com alta sensibilidade e especificidade, séo
particularmente Uteis em amostras contendo poucos parasitos, como na forma mucosa. Mas,
seu uso rotineiro é ainda impedido por demandar uma infraestrutura laboratorial adequada,

pessoal qualificado e alto custo (REITHINGER, 2007).
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2.6- Tratamento

O tratamento da LC é recomendado para acelerar o processo de cura e evitar casos
de persisténcia ou disseminacdo do parasito que poderiam causar formas mais graves como a
mucosa, assim como reduzir a formacdo de cicatrizes ou recaidas (REITHINGER et al.,
2007).

As drogas comumente utilizadas no tratamento para LTA sdo antimoniais
pentavalentes (primeira escolha) e anfotericina B e pentamidina (segunda escolha). A

descricdo destes tratamentos e outras drogas alternativas serédo feitas a seguir.

2.6.1- Antimonial pentavalente

O antimonial trivalente (Sb I11), tartaro emético, foi introduzido no Brasil por Gaspar
Vianna em 1912. Sob a forma de antimoniais pentavalentes (SbV), sdo as drogas de escolha
desde 1945 para o tratamento das leishmanioses. H& comercialmente o antimoniato de N-
metilglucamina (NMG) (Glucantime®), na America Latina e Africa, e o estibogluconato de
sodio (SGS) (Pentostam®), nos Estados Unidos e Europa (LIMA et al., 2007; JEDDI et al.,
2011).

O mecanismo de acdo do antimonial ainda ndo é totalmente conhecido,
provavelmente devido a inibicdo de adenosina trifosfato (ATP) e guanosina trifosfato (GTP)
através da inibicdo do ciclo do acido citrico e da glicdlise, e a ativacdo e conversdo do
antimonial pentavalente (SbV) para a forma trivalente (Sblll), o que leva a defini¢do de SbhV
como pro-farmaco. Essa conversdo ocorre tanto no macréfago quanto na amastigota. Pare ser

ativo contra a Leishmania, € necessario que o antimonial entre na célula hospedeira, atravesse
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a membrana do fagolisossomo e aja contra a amastigota (BROCHU et al.,, 2003;
OUELLETTE et al., 2004).

H& possibilidade de que mais de um mecanismo seja responsavel pela ativagdo da
droga (enzimatico ou ndo enzimatico). O Sb é capaz de alterar o potencial redox tiol da célula
induzindo o efluxo de tiol intracelular e inibindo a tripanotiona redutase (OUELLETTE et al.,
2004). Uma enzima especifica do parasito, TDR1 (redutase dependente de tiol 1), pode
catalisar a conversdo de SbV para Sb 11l usando glutationa como redutor (DENTON et al.,
2004). A enzima antimonio redutase, ACR2 (arsenato redutase 2), também reduz o SbhV e
aumenta a sensibilidade ao mesmo. O tiol, incluindo tiol parasito-especifico como
glicilcisteina, pode reduzir SbV para Sb 1ll de forma ndo enzimatica (SANTOS FERREIRA
et al., 2003). Ambos, Sblll e SbV medeiam a fragmentacdo do DNA nas leishmanias e
transporte de fosfatidilserina para o lado externo da membrana celular, sugerindo que o Sb aja
como mecanismo da apoptose (SERENO et al., 2001; LEE et al., 2002; SUDHANDIRAN;
SHAHA, 2003).

Acredita-se que a acdo do antimbnio possa destruir 0 parasito por mecanismos
diretos e indiretos, com a ajuda da resposta imune do hospedeiro, sendo dependente de
citocinas e subtipos de células T (KOFF et al., 1994; MURRAY, 2001; SUDHANDIRAN ;
SHAHA, 2003; LIMA et al., 2007). Entretanto, ja foi descrito que alguns conservantes da
droga, como o m-clorocresol, apresentam acdo leishmanicida (ROBERTS; RAINEY, 1993).

Muniz-Junqueira e Paula-Coelho (2008), demonstraram o aumento da producdo in
vitro do TNF-a na presenga de Glucantime® e, consequentemente, da expressdo de Oxido
nitrico. Além disso, houve aumento da funcdo fagocitaria de mondcitos e neutréfilos em
individuos saudaveis atraves do sistema Complemento, provavelmente relacionados a
possivel habilidade do antimonial em aumentar a expressdo de receptores para 0 sistema

Complemento na membrana dos fagdcitos. Souza et al. (2010), relacionaram a resisténcia de
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cepas de Leishmania ao Oxido nitrico & ndo responsividade da LTA ao antimonial e
consequentemente & ativagdo diminuida de macréfagos e producdo de TNF-a. Cepas de L.
(V.) braziliensis de pacientes refratarios (tratados com mais de trés ciclos de antimonial)
foram mais resistentes ao 6xido nitrico in vitro que cepas de pacientes responsivos. Giudice et
al. (2007), observaram que a resisténcia de cepas de Leishmania ao 6xido nitrico confere
beneficio & sobrevivéncia dos parasitos no interior dos macrdfagos e possivelmente agrava o
curso clinico da LTA e, além disso, pacientes infectados com cepas de L. (V.) braziliensis
resistentes apresentavam lesdes cutaneas maiores que pacientes infectados com cepas nao
resistentes.

Estudos utilizando antigenos sollveis (formados por proteinas do citoplasma do
parasito) e insollveis (constituido de fragmentos de membrana) de L. (V.) braziliensis
detectaram diferentes respostas celulares frente ao tratamento com antimonial. Reis et al.
(2009), utilizando antigenos sollveis de L. (V.) braziliensis, concluiram que ha resposta
proliferativa e producdo de IL-10 e IFN-y especificas antes e apds tratamento quimioterapico,
havendo aumento na producdo de IL-10 e diminuicdo de IFN-y apos terapia. Souza et al.,
(2012), também observaram deple¢do de IFN-y apos tratamento, mas aumento da producédo
de TNF-a e NO, utilizando antigeno soluvel. No entanto, Brelaz-de-Castro (2012),
detectaram aumento da producdo de IFN-y e TNF-a, sendo este ultimo, s6 quando estimulado
com a fragcdo antigénica soltvel, sendo que pacientes com cura espontanea apresentaram o
mesmo perfil. Houve tambeém maior expresséo de linfocitos TCDS8, citocinas do tipo 1, assim
como de CD25¢e IL 10, sugerindo mecanismos regulatorios.

Outros autores também observaram uma maior producdo de IFN-y apds terapia
utilizando antigeno total obtido a partir de formas promastigotas de L. (V.) braziliensis

(TOLEDO et al., 2001; DA CRUZ et al., 2002; TELINO et al., 2005).
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Em estudos realizados por Brito et al. (2000; 2001), utilizando antigenos soluveis de
L. (V.) braziliensis, os autores observaram diminui¢cdo da reatividade de anticorpos 1gG a
antigenos de 27 e 30 kDa em soro de pacientes apds cura clinica com antimoniais. A
frequéncia destes antigenos diminuiu cerca de duas vezes em pacientes clinicamente curados,
sugerindo que eles poderiam ser Gteis como marcadores de cura da LTA. Perfil similar de
resposta humoral também foi observado em pacientes curados espontaneamente.

Estudos utilizando diferentes antigenos de Leishmania demonstram que estes sdo
capazes de induzir diversos niveis de resposta imune, podendo ser responsaveis pelas
diferencgas observadas nos resultados de vérios trabalhos (TOLEDO et al., 2001; DA CRUZ et
al.,, 2002; TELINO et al., 2005; BRELAZ-DE CASTRO et al.,, 2012). Acredita-se, por
exemplo, que o antigeno insoltvel é mais imunogénico que o antigeno sollvel (TELINO et
al., 2005). Enquanto o antigeno total ndo passa por processos diferenciados de centrifugacao
para separacdo de componentes de membrana e citoplasmaticos, sugerindo-se que sua
imunogenicidade advém de porcfes da membrana do parasito no preparo do antigeno
(SOUZA, 2010).

Outros fatores também podem influenciar nos resultados de trabalhos envolvendo
resposta imune, como diferencas no tempo apds tratamento em que os individuos foram
monitorados, material biologico utilizado, espécie e cepa do parasito e diferengas genéticas
entre os individuos (DA CRUZ et al.,1996; 2002; KOCYIGIT et al., 2002; LEOPOLDO et
al., 2006; BITTAR et al., 2007; CASTELLANO et al.,, 2009; REIS et al., 2009;
KUCKELHAUS et al., 2011; SALDANHA et al., 2012).

Viana et al. (2013), analisando aspectos histopatologicos e imunologicos de lesbes de
pacientes com LTA, antes e depois do tratamento com Glucantime, Glucantime + Leishvacin
e Glucantime + Leishvacin associado com Bacilo Calmette-Guerin, observaram que a

expressao de IFN-y IL-12, IL-4 e IL-10 foi menor ap0s todos os tratamentos. Antes do
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tratamento observaram aumento da expressdo de citocinas Thl e apds tratamento houve
reducdo na resposta inflamatdria e mistura de respostas Thl e Th2.

Saldanha et al. (2012), observaram aumento da atividade fagocitaria de mondcitos
em individuos tratados com antimonial, assim como na producdo de TNF-o. Nao houve
influéncia do medicamento na producéo de IL-10 e IFN-y. Almeida et al. (2011), detectaram
aumento no numero de células T CD8 citotoxicas em sangue periférico de pacientes com LTA
apos tratamento com antimonial; assim como de células T CD25, sugerindo a participacdo
destas na modulagdo de uma resposta efetora exacerbada.

A resposta do paciente ao tratamento com antimonial pode variar de acordo com a
espécie e cepa do parasito, o estado imunoldgico do paciente e a forma clinica da doenca
(ROMERO et al., 2001b; AREVALO et al., 2007; SILVEIRA, 2009; NEVES, 2010;
GUERRA et al., 2011; PIMENTEL et al., 2011). No Brasil, hd& uma resposta precéria ao
antimonial em pacientes infectados com L. (V.) guyanensis, espécie prevalente no estado do
Amazonas (ROMERO et al., 2001b; NEVES, 2010).

O Ministério da Saude recomenda administracdo endovenosa ou intramuscular, de 10
a 20mg de antimonial pentavalente/Kg por dia para a forma cutdnea da doenga, durante 20
dias seguidos, contraindicando doses superiores a trés ampolas por dia. Nos casos onde ndo
haja cicatrizacdo em trés meses, deve-se repetir o tratamento, prolongando-o por trinta dias
(BRASIL, 2007). O esquema de tratamento para todas as formas de LTA encontra-se na

tabela 01.
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Tabela 01: Dose recomenda das drogas de primeira linha para o tratamento da LTA de acordo

com WHO e Ministério da Salde do Brasil.

Forma  Antimonial Pentavalente Anfoterinina B Pentamidina
Clinica =51 Brasi____OMS___ Brasil OMS Brasil
10-20mg/Kg/
20mg/Kg/ dia ND 1mg/Kg/dia 4mg/Kg/dia
LCL dia por 20 (15mg/Kg/ Dose total:  4mg/Kg/dia  Dose total
dias dia) por 20 1-1.5¢ méaxima: 29
dias
10-20mg/Kg/
20mg/Kg/ dia 1mg/Kg/dia 4mg/Kg/dia
LCD dia por 20 (15mg/Kg/ ND Dose total: ND Dose total
dias dia) por 20 1-1.5g maxima: 29
dias
20mg/Kg/ . 1mg/Kg/dia
LD diapor20 20My/Kgldia -\ hoce total: ND ND
: por 20 dias
dias 1-1.5g
10-20mg/Kg/ 1mg/Kg/dia 4mg/Kg/dia
LM ND dia por 20 ND Dose total: ND Dose total
dias 2.5-3¢ maxima: 29

LCL: Leishmaniose cutanea localizada; LCD: Leishmaniose cutanea disseminada; LD: Leishmaniose
difusa; LM: Leishmaniose Mucosa; ND: Néao determinado. Fonte: Goto; Lindoso (2010)

Os principais efeitos colaterais da droga sdo artralgia, mialgia, febre, dor de cabeca,
vOmitos e tonturas. Possui toxicidade ao coracdo, rins, figado e pancreas. Seu uso nao é
indicado durante a gravidez, por idosos e individuos que apresentem doenca cardiaca, renal ou
alteracdes hepaticas (GOTO; LINDOZO, 2010).

Nao havendo resposta satisfatoria com o tratamento pelo antimonial pentavalente, as

drogas de segunda escolha sdo a anfotericina B e pentamidina (BRASIL, 2010).

2.6.2- Outros tratamentos

A anfotericina B é um antibiotico poliénico que tem alta afinidade para o ergosterol,

0 esterol predominante em microorganismos, causando aumento da permeabilidade da
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membrana celular promovendo um influxo de ions para o parasito, levando & sua morte. E
administrado por via endovenosa e diferencas na sensibilidade das espécies de Leishmania ao
tratamento podem ser esperadas devido ao tipo e quantidade de esterol nas membranas dos
parasitos (CROFT et al., 2006; BRASIL, 2007; ELLIS et al., 2009; GOTO; LINDOSO,
2010). A forma lipossomal esta associada a uma menor frequéncia dos efeitos secundérios,
mas seu custo elevado e a necessidade de administracdo por via intravenosa limitam seu uso
(BRASIL, 2010).

A pentamidina € uma diamina aromética que interfere com a sintese de DNA do
cinetoplasto do parasito levando-o a morte. Seus principais efeitos adversos sdo: hipotenséo,
mialgia, abscesso no local da injecdo, hipoglicemia e diabetes mellitus (CROFT et al., 2006;
GOTO; LINDOSO, 2010). Neves (2010), em trabalho recente, demonstrou que pentamidina
tem baixa eficacia no tratamento de LTA em pacientes infectados por L. (V.) guyanensis,
assim como o SbV no Amazonas.

Existem outros tratamentos com drogas alternativas como: fluconazol, cetoconazol,
itraconazol, imiquimod, paromomimicina, miltefosina, azitromicina, antibiéticos topicos,
antimonial intralesional, crioterapia, termoterapia, entre outros. Todos com eficécia variavel
(CROFT et al., 2006; LIMA et al., 2007; GOTO; LINDOSO, 2010; NEELAGIRI et al., 2010;

CHRUSCIAK-TALHARI et al., 2011).

2.7- Doenga humana no estado do Amazonas

O estado do Amazonas é uma regido endémica para LTA. Em 2012, apresentou 2235
casos da doenca, sendo que 0s municipios com maior nimero de casos notificados foram:
Manaus com 647, Rio Preto da Eva com 258 e Presidente Figueiredo com 292 (SINAN,

2012).
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A incidéncia de Leishmaniose no Amazonas aumentou significativamente com a
abertura de novas estradas, instalacdo de novos nucleos residenciais onde previamente existia
densa floresta tropical e com treinamento de militares na selva (TALHARI et al., 1988;
GUERRA et al., 2003), em especial, na cidade de Manaus, que teve uma urbanizagdo nédo
planejada, com construcdo de varios bairros nos arredores da floresta priméria. A ocupacéo
destas &reas levou muitas pessoas ao contato com o ciclo L. (V.) guyanensis (DESJEUX,
2001). Neste caso, a transmissdo também pode ocorrer no intra e peridomicilio, pela
proximidade das residéncias com as areas de floresta, além da provavel adaptacdo do vetor a
este novo ambiente (PAES et al., 1998; GUERRA et al., 2006).

Grande parte dos casos de LTA atendidos pela Fundagdo de Medicina Tropical do
Amazonas (FMT-AM), em Manaus, é oriunda da rodovia AM-010, que liga a cidade de
Manaus a Itacoatiara, passando pelo municipio de Rio Preto da Eva. Possui 180 km de
extensdo e diversos assentamentos agrarios distribuidos ao longo de seu percurso (GUERRA
et al., 2003; 2006).

O projeto de Assentamento Iporé fica localizado no Km 127 da AM 010, em sua
margem direita e é responsavel por grande parte dos casos de LTA antendidos em Rio Preto
da Eva. Neste local, a doenca é considerada tipicamente ocupacional (FRANCO et al., 2010;
GUERRA et al., 2007; 2011)

A identificacdo das espécies de Leishmania que circulam em determinada regiao,
principalmente onde as diferentes formas clinicas ocorrem simultaneamente, é de fundamental
importancia para o conhecimento ecoldgico e epidemioldgico da infeccdo e planejamento de
estratégias de controle da leishmaniose; como o tratamento precoce da forma cutanea da
doenca, que reduz a prevaléncia das formas graves, assim como sua morbidade e custos com o
tratamento (GRIMALDI; TESH, 1993; CASTRO et al., 2005, BANULS et al., 2007;

SILVEIRA et al., 2008; FRANCA et al., 2009; COELHO et al., 2010; GUERRA et al.,
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2011). A eletroforese de isoenzimas é o método mais utilizado na identificagdo de espécies de
Leishmania e os dados obtidos por essa técnica, sdo em geral corroborados por outros
métodos moleculares (CUPOLLILO et al., 2000, ANDRADE et al, 2005; COELHO, 2010).

No Amazonas, sdo cinco as espécies relacionadas a infeccdo na LTA: L. (L.
amazonensis, L. (V.) braziliensis, L. (V.) naiffi, L. (V.) lainsoni e L. (V.) guyanensis, sendo a
ultima a espécie prevalente, contribuindo com mais de 80% dos casos notificados na regido
(NAIFF, 1998; ROMERO et al., 2001a; 2002; FIGUEIRA et al., 2008; COELHO et al., 2010;
GUERRA et al.,, 2011; CHRUSCIAK-TALHARI et al., 2011). Cada espécie apresenta
particularidades concernentes as manifestacfes clinicas, a vetores, reservatorios, padrdes
epidemioldgicos, a distribuicdo geografica e até mesmo a resposta terapéutica (VALE;
FURTADO, 2005).

Segue abaixo uma breve descricdo das espécies causadoras das leishmanioses no
estado do Amazonas:

i) Leishmania (Viannia) braziliensis (Vianna, 1911) Matta, 1916: Leishmania (V.)
braziliensis causa lesdes cutaneas, mucosas e lesdes disseminadas; mais recentemente
definida como leishmaniose cutinea disseminada “borderline” (LCDB), uma forma
intermediéaria entre as formas polares LMC e LCAD (SILVEIRA et al., 2004).

Estende-se de Norte a Sul do pais em areas de colonizacdo recente e antiga. Esta
relacionada com animais domesticos como cavalos e cédes. Sua transmissdo esta associada ao
vetor Psychodopygus wellcomei em florestas priméarias no Pard e Sul da Bacia Amazonica
(MARZOCHI; MARZOCHI, 1994).

ii) Leishmania (Viannia) naiffi Lainson & Shaw, 1989: A espécie foi descrita por
Lainson & Shaw (1989) e tem como reservatorio natural o tatu-galinha, Dasypus

novemcinctus. Cinco espécies de flebotomineos séo incriminadas na transmissao da doenca:
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Lutzomyia squamiventris (NAIFF et al., 1991), L. paraensis (GRIMALDI et al., 1991), L.
ayrozai (LAINSON et al., 1994), L. davisi e Psychodopygus hirsutus (GIL et al., 2003).

Poucos casos de Leishmaniose causados por esta espécie foram relatados em
humanos, havendo registros de casos no Brasil, na Guiana Francesa, Equador, Suriname,
Martinica e Peru (PRATLONG et al., 2002; FOUQUE et al., 2007; VAN THIEL et al., 2010).
Na Amazonia brasileira, foram relatados casos nos Estados do Amazonas, Para (LAINSON,
2010) e Rondonia (dados ndo publicados). A L. (V.) naiffi causa baixo grau de
patogenicidade ao homem, estando associada apenas a forma cuténea, podendo até mesmo
ocorrer cura espontanea (NAIFF et al., 1991; SILVEIRA et al., 2008; CAMPOS et al., 2008;
VAN DER SNOEK et al; 2009).

iii) Leishmania (Leishmania) amazonensis Lainson & Shaw, 1972: A espécie L.
(L.) amazonensis esta associada a roedores (Proechimys, Oryzomys, Neacomys, Nectomys e
Dasyprocta), marsupiais (Marmosa, Metachirus, Didelphis e Philander) e raposas
(Cerdocyon). Os vetores incriminados séo L. flaviscutellata e L. olmeca nociva, comumente
encontrados em igapds, em floresta priméria e secundaria na Bacia Amazonica. Estes séo
essencialmente noturnos, com reduzida capacidade de v6o, habitando até cerca de um metro
de altura nas arvores. L. (L.) amazonensis é relativamente rara em humanos devido a atividade
noturna dos vetores e a pouca antropofilia destes (GENARO, 2000).

Esta espécie estd associada as formas mucocutanea e cutanea difusa anérgica, sendo
esta de dificil cura, mesmo associada a qualquer tipo de quimioterapia (MORAES;
SILVEIRA, 1994; SILVEIRA et al., 2004; 2008; 2009; LAINSON, 2010). A forma
leishmaniose cutanea disseminada “borderline” foi proposta como forma intermediaria entre
as formas cutdnea e os polos extremos patogénicos mucocutanea e cutanea difusa, também

causada por esta espécie (SILVEIRA et al., 2004; 2008; GARCIA et al., 2005).
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Além da Bacia Amazobnica, L. (L.) amazonensis também ocorre no Nordeste
(Maranhdo, Bahia e Ceard); Sudeste (Minas Gerais, Sdo Paulo e Espirito Santo); Centro-Oeste
(Goiés, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul) e Sul (Parana) (BRASIL, 2007).

iv) Leishmania (Viannia) lainsoni Silveira et al., 1987: Causa lesOes
ulceradas, infrequente em humanos e associada a roedores (Agouti paca) em florestas
primaria e secundaria na Regido Amazobnica. Foi isolado nos estados do Pard, Amapa e
Rondonia (SILVEIRA et al. 1987, 1991a, b) e recentemente isolada no Amazonas
(CHRUSCIAK-TALHARI et al., 2011). O vetor incriminado é a Lutzomyia. ubiquitalis, que é
pouco antropofilica (LAINSON et al., 1990).

Além do Brasil, este flagelado foi encontrado no Peru e na Bolivia (LUCAS et al.,
1994; MARTINEZ et al., 2001).

v) Leishmania (Viannia) guyanensis Flock, 1954: Ocorre ao Norte do Rio
Amazonas, em floresta primaria. Tem como hospedeiros reservatérios Choloepus didactylus
(preguica-real), Tamandua tetradactyla (tamandud) e Didelphis marsupialis (mucura)
[ARIAS; NAIFF, 1981]. O principal flebotomineo envolvido na transmissdo é a Lutzomyia
umbratilis e com menor frequéncia L. anduzei e L. whitmani. Lutzomyia umbratilis vive em
florestas priméarias em troncos largos de arvores. Podem ser encontrados em grande ndmero
ao iniciar o dia nos troncos das arvores maiores e quando perturbados voam em pequenas
nuvens, atacando a pessoa mais proxima (RANGEL; LAINSON, 2009; LAINSON, 2010).

A transmisséo da infecgdo para humanos ocorre principalmente durante o dia quando
trabalhadores adentram a mata (Figura 02). Na floresta com vegetacdo primaria, o ciclo
enzootico da L. (V.) guyanensis ndo acontece da mesma forma que numa floresta secundaria
ou em éreas de plantio, onde ha poucas ou nenhuma éarvore de grande porte. Arvores com
pequena circunferéncia apresentam microhabitats desfavoraveis para os flebotomineos,

devido a baixa umidade e a superficie lisa das arvores de tronco pequeno. Essas arvores
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também ndo sdo ambientes favoraveis para animais considerados como fonte de repasto
sanguineo para esses insetos (LAINSON; SHAW, 2005).
Além da forma cuténea, esta espécie causa também a forma mucocutanea ao homem

(NAIFF et al., 1988; GRIMALDI et al., 1991, NAIFF,1998; GUERRA et al., 2011;

GUIZANI et al., 2011).

Figura 02. Ciclo de transmissdo da Leishmania (Viannia) guyanensis na Amazonia brasileira.
Fonte: BRASIL, 2010.

2.8- Protedmica

O proteoma € definido como todas as proteinas que estdo presentes em uma
determinada célula ou tecido num determinado momento, “the PROTEiIn complement
expressed by a genOME”, refletindo a expressdo de genes especificos em situa¢fes pontuais.

Sdo também incluidas as proteinas resultantes de processos poés-transcricionais e poés-
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traducionais, bem como complexos formados por essas biomoléculas (WASINGER et al.,
1995; WILKINS et al., 1996; AHRENS et al., 2010; VALLEDOR; JORRIN, 2011).

A protedmica estuda de forma descritiva e quantitativa desde o conjunto de proteinas
de uma organela subcelular até aquelas de um ecossistema, suas variagdes na populacdo,
mudangas em resposta a um ambiente, ou decorrentes do desenvolvimento normal ou
alterado, e modificacbes e interagdes com outras proteinas (VALLEDOR; JORRIN, 2011;
BARBOSA et al., 2012).

As metodologias empregadas em protedmica podem ser classificadas, de maneira
geral, em bottom-up (ou shotgun) e top-down. A primeira inclui separagdo por cromatografia
liquida dos peptideos obtidos apds digestéo triptica de solucbes protéicas complexas, seguida
por andlise por espectrometria de massas (MS). J& top-down, € um processo em que as
proteinas intactas sdo submetidas a analise por MS. As abordagens bottom-up possuem muitas
vantagens, como sensibilidade e reprodutibilidade, mesmo para proteomas complexos.
Entretanto, as respostas obtidas sdo fragmentos de um todo e, embora seja possivel a
identificacdo de uma proteina com base em alguns peptideos, as modificacdes pos-
traducionais ndo sdo reconhecidas. Além disso, um peptideo pode ser perdido durante a
cromatografia ou ndo gerar espectros de massas adequados. Por esse motivo, a protedmica
top-down tem recebido recentemente grande atencdo da comunidade cientifica (AHRENS et
al., 2010; ARMIROTTI etal., 2010; BARBOSA et al., 2012; ZURBIG; JAHN, 2012

A eletroforese bidimensional e espectrometria de massa sdo as duas principais
tecnologias protedmicas utilizadas (ASHTON et al., 2001; CARVALHO et al., 2006;
GALDOS-RIVEROS et al., 2010). A primeira foi descrita por O’FARRELL em 1975 em
trabalho onde foram obtidos mapas protéicos de Escherichia coli, pela combinacdo do ponto
isoelétrico da proteina na primeira dimensdo e o peso molecular na segunda, em gel de

poliacrilamida (SDS-PAGE). Desde entdo, tem-se verificado melhoramentos substanciais na
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qualidade e reprodutibilidade dos resultados obtidos, em consequéncia do desenvolvimento de
equipamentos e reagentes especificos, como os gradientes de pH imobilizados em suportes,
comercialmente disponiveis (SANTOS et al., 2004; CARVALHO et al., 2006).

Na eletroforese bidimensional, as proteinas sdo separadas em duas etapas. A
primeira, focalizacdo isoelétrica (IEF), sob influéncia de um campo elétrico, as moléculas
migram em gel de poliacrilamida, com gradiente de pH imobilizado até atingirem um ponto
(pH) no qual sua carga € igual a zero (ponto isoelétrico ou pl). Na segunda etapa (eletroforese
bidimensional), as proteinas sdo submetidas a eletroforese com direcdo perpendicular a IEF
em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS) (PALMA et al., 2007
MAGDELDIN et al., 2012). O SDS, detergente anidnico que carrega negativamente as
cadeias polipeptidicas, liga-se as proteinas em proporcao de suas massas, permitindo que as
mesmas sejam separadas de acordo com suas massas moleculares (CHOE et al., 2006).

Além da alta resolucdo e reprodutibilidade, a eletroforese 2-D permite também
separar as varias formas protéicas que tenham sofrido modificacdes pos-traducdo. Essas
modificacbes conferem propriedades diferentes a proteina, em particular, diferente pl ou
massa molecular (SANTOS et al., 2004; MAGDELDIN et al., 2012).

Para a visualizacdo dos resultados, os géis sdo corados por impregnacao pela prata ou
por Comassie, sendo 0 primeiro método mais sensivel. A técnica com Comassie é pelo menos
50 vezes menos sensivel que a prata, mas € o método mais utilizado para se fazer a
quantificacdo de proteinas por densidade. Para deteccdo de proteinas pouco abundantes,
métodos mais sensiveis de deteccdo devem ser utilizados, como a autoradiografia e a
fluorescéncia. Cada “spot”, obtido apds uma corrida utilizando eletroforese-2D, €
correspondente a apenas uma proteina. Desta forma, em apenas uma corrida, milhares de

proteinas podem ser separadas, além de serem obtidas diversas informagcfes, como ponto
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isoelétrico, massa molecular e quantidade de cada proteina detectada (LEFKOVITS, 2003;
PALMA et al., 2007).

Ap06s coloracdo ou marcagdo das proteinas, cada “spot” detectado nos géis ¢
registrado digitalmente, sob forma de imagem, que posteriormente é tratado usando software
adequado a quantificacdo e andlise comparativa de sua intensidade e dos demais “spots”,
permitindo padronizar as diferencas existentes de gel para gel através de métodos de
normatizagcdo (LEFKOVITS, 2003; SANTOS et al., 2004; MAGDELDIN et al., 2012).

Para a identificacdo das proteinas separadas pela eletroforese-2D, normalmente a
espectrometria de massas (MS) é utilizada. Um espectrdmetro de massas € um instrumento
analitico que converte componentes de uma amostra em ions gasosos € mede suas massas.
Nele, os ions sdo separados de acordo com sua relagdo massa/carga (m/z). De uma maneira
geral, um espectrébmetro de massas é constituido por uma fonte de ionizagcdo, um ou mais
analisadores de massas, um detector e um sistema de aquisicdo de dados. Na fonte de
ionizacdo, as moléculas sao ionizadas e transferidas para a fase gasosa. No analisador de
massas, 0s ions formados sdo separados de acordo com suas relacfes m/z e posteriormente
detectados. O detector € conectado a um computador com programas de analises de dados
(PALMA et al., 2007; BARBOSA et al., 2012)

Atualmente, existem dois principais métodos de ionizacdo utilizados em protedmica:
MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization) e ESI (Electrospray lonization). No
método MALDI, os peptideos séo cocristalizados com uma matriz organica, geralmente acido
a-ciano-4-hidroxicinaminico. Apos bombardeamento por laser, a matriz sublima e seus ions
transferem a carga para os analitos, resultando na formaco de ions peptidicos. No ESI,
diferentemente do MALDI, uma solugdo aquosa com o analito é forcada a atravessar uma
agulha capilar submetida a alta voltagem. A solucdo é ejetada como um aerossol de gotas

altamente carregadas que, apos evaporacdo do solvente por um fluxo de gas inerte aquecido,
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geram formas ionizadas do analito (ZALUZEC et al.,, 1995; NGUYEN; FENN, 2007;

BARBOSA et al., 2012).

2.8.1- Aplicagdes da Protedmica

Importante aplicacdo da protedbmica é no campo da salde, possibilitando a
caracterizacdo de proteinas diferencialmente expressas em organismos com alguma patogenia,
envolvendo a identificacdo de candidatos a biomarcadores para diagnéstico e deteccdo
precoce de doencas, de novos alvos para terapéutica; e potencial para acelerar o
desenvolvimento de drogas através de estratégias mais eficazes na avaliacdo do efeito
terapéutico e toxicidade (APPELLA et al., 2000; HANASH, 2003; CHOE et al., 2006; KIM;
KIM, 2007).

O plasma humano vem sendo amplamente utilizado em estudos protedmicos, pois é
suscetivel de conter, se ndo todas, quase todas as proteinas humanas, bem como proteinas
derivadas de diversos microrganismos; algumas introduzidas em baixas concentragoes
provenientes de tecidos, enquanto outras, como albumina, em grandes concentraces.
Diferentes formas modificadas de cada proteina sdo suscetiveis de estarem presentes,
juntamente com milhdes de distintos clones de imunoglobulinas. E dificil argumentar
convincentemente que ha qualquer estado de doenca que ndo produza algum padrédo
especifico de variacdo de proteinas no plasma (ANDERSON et al. 2002; 2004; FARRAH et
al., 2011).

Em 2002, Anderson e Anderson publicaram trabalho de revisdo onde foram citadas
289 proteinas do plasma estudadas por diferentes metodologias, sendo referéncia para o
proteoma na época. Ainda em 2002, a Organizacéo Internacional de Plasma Humano (HUPO)

iniciou a primeira fase do Projeto Proteoma do Plasma Humano (PPP) onde avaliaram a
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viabilidade de uma abordagem colaborativa para analise protedbmica de plasma e soro
humano, utilizando diversas tecnologias aplicadas por diferentes laboratorios, para um
conjunto de espécimes de referéncia obtidos em 55 laboratorios de diversas partes do mundo.
Essas amostras de plasma e soro divergiam quanto ao estado fisiolégico, idade, sexo e etnia
dos doadores e quanto ao anticoagulante utilizado, visando comparar vantagens e limitacoes
das técnicas utilizadas. Dezoito laboratdrios contribuiram com descobertas e identificaces de
proteinas por MS e os resultados foram integrados em banco de dados (OMENN et al., 2005).
Em publicacdo do ano de 2006, onde uma reanalise rigorosa dos dados do PPP, utilizando
testes estatisticos, resultou em 889 proteinas identificadas com nivel de confianca de 95%
(OMENN, 2006).

Desde entdo, vérios trabalhos com diferentes experiéncias protedmicas foram
realizados (STATES et al., 2006; ROOS et al., 2008; HAUDEK et al., 2009) e em 2011,
através da aplicacdo de métodos computacionais avangados desenvolvidos para a analise e
integracdo de dados muito grandes de diversos conjuntos gerados pela MS, o nimero de
proteinas ndo redundantes identificadas aumentou para 1929, disponiveis em banco de dados
Peptide Atlas (FARRAH et al, 2011; CAO et al., 2013).

Nos Ultimos anos, muitas questdes biolégicas importantes tém sido respondidas pela
protedmica tendo sido descobertas centenas de proteinas candidatas a biomarcadores
(BARBOSA et al., 2012). Muitos dados j& foram obtidos em trabalhos com soro ou plasma de
pacientes com cancer de ovario (PETRICOIN et al., 2002), de mama (TZU-CHIA et al.,
2010), prostata (YASUI et al., 2003), pulmdo (MACIEL et al., 2005), pacientes com
sindrome de ovario policistico (WHITE et al., 2007; INSENSER et al., 2010), doengas
coronarianas (VAISAR et al., 2007), infecciosas (ALBUQUERQUE, 2007; KIM et al., 2007;

ZHANG et al., 2010), autoimunes (DE SENY et al., 2008), entre muitos outros.
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Abordagens protedmicas também vém sendo amplamente utilizadas no estudo de
tripanossomatideos. O perfil da expressdo global de proteinas desses parasitos tem por
objetivo a identificacdo e quantificacdo de proteinas especificas de estagios do ciclo de vida
ou de organelas (EL FAKHRY et al., 2002; BENTE et al., 2003; NUGENT et al., 2004;
FOUCHER et al., 2006; McNICOLL et al., 2006; WALKER et al., 2006; LEIFSO et al.,
2007; PAAPE et al.,2008; ROSENZWEIG et al., 2008a; ROSENZWEIG et al.,2008b),
proteinas diferenciadas em fracdes celulares de parasitos associados as distintas manifestacdes
clinicas e proteinas envolvidas em imunoestimulacdo (VICKERS et al., 2004a; 2004b;
WALKER et al., 2006; SILVERMAN et al., 2008; CUERVO et al., 2009; CUERVO et al,
2010). Além da compreensdo dos processos de resisténcia as drogas (DRUMMELSMITH et
al.,, 2003; DRUMMELSMITH et al., 2004; VERGNES et al., 2007) e identificacdo de
candidatos a vacinas (FORGBER et al., 2006; DEA-AYUELA et al., 2006; GUPTA et al.,
2007; HERRERA-NAJERA et al., 2009) e novos alvos de drogas (PAAPE; AEBISCHER,
2011).

Paape e Aebischer (2011), publicaram uma revisdo histérica de como o proteoma de
Leishmania spp., avancou ao longo do tempo, principalmente apds a disponibilidade de
informacdes gendmicas em 2005, ilustrado por uma linha do tempo que consta desde
trabalhos publicados entre a década de 80 e 2010 (Figura 03).

Candidatos a biomarcadores também vém sendo pesquisados em soro de pacientes
com Leishmaniose visceral. Rukmangadachar et al. (2011), na busca de proteinas
diferencialmente expressas em soro de seis pacientes com LV infectados por Leishmania
donovani e seis controles saudaveis, utilizarando as técnicas 2D-DIGE (Difference in gel
electrophoresis) e MS, identificaram maior expressio de Alfa-1 Glicoproteina Acida e

inibidor de C1 e menor expressdo de Trastirretina, proteina de ligacdo ao Retinol e
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Apoliproteina A1 em soro de pacientes com LV. Os autores sugerem que estas proteinas
possam ser usadas como biomarcadores de progndstico.

Assim, tendo em vista as dificuldades ainda hoje encontradas quanto a compreensao
da fisiopatologia da leishmaniose tegumentar americana e do acompanhamento do tratamento
e da cura parasitolégica da doenca, a tecnologia 2D aliada a MS surgem como ferramentas
Uteis na busca de proteinas diferencialmente expressas em plasma de pacientes com LTA
infectados por L. (V.) guyanensis, antes e ap0s tratamento com antimonial pentavalente, e de

doadores saudaveis, e a identificacdo de marcadores potenciais da doenca e da cura.
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3. OBJETIVOS

3.1- Objetivo Geral

Avaliar os aspectos epidemioldgicos de pacientes com LTA e identificar proteinas
diferencialmente expressas entre plasma de individuos ndo infectados e pacientes infectados

por Leishmania (Viannia) guyanensis antes e apds tratamento com antimonial pentavalente

3.2- Objetivos Especificos

e Avaliar os aspectos epidemiol6gicos de pacientes com
Leishmaniose tegumentar americana no Estado do Amazonas, BR,
Capitulo I: Distribuicdo de casos de Leishmaniose cutdnea no municipio de Rio

Preto da Eva, Amazonas, Brasil.
(Revista Patologia Tropical- submetido em 31/01/2013)

Capitulo II: Foco de Leishmaniose cutanea em estacGes experimentais e novos

relatos de casos por Leishmania (Viannia) naiffi na regiao amazonica.

o Identificar proteinas
diferencialmente expressas entre plasma de individuos
ndo infectados e de pacientes infectados por Leishmania
(Viannia) guyanensis, antes e ap0s tratamento com
antimonial pentavalente.

Capitulo I1I: Analise de proteinas do plasma de pacientes com leishmaniose

cutéanea por eletroforese bidimensional



4. CAPITULO I

Distribuicéo de casos de Leishmaniose cutdnea no municipio de Rio Preto da Eva,

Amazonas, Brasil.
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Distribution of cases of cutaneous Leishmaniasis in the city of Rio Preto da Eva, Amazon,
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RESUMO

Foram analisados os aspectos clinicos e epidemioldgicos de 90 pacientes com Leishmaniose
tegumentar americana (LTA) no municipio de Rio Preto da Eva, estado do Amazonas, Brasil,
entre os anos de 2005 e 2012. Todos os pacientes apresentavam lesfes cutaneas, cujas cepas
isoladas foram caracterizadas por eletroforese de isoenzimas e identificadas como Leishmania
(Viannia) guyanensis (80), Leishmania (V.) naiffi (3) e Leishmania (Leishmania) amazonensis
(7). A maior parte dos pacientes era do sexo masculino (70%) e a faixa etaria com maior
namero de casos foi de 11 a 20 anos (31,7%). Em relacéo a ocupagéo, a maioria era agricultor
ou caseiro (37,7%). Cerca de 95% dos casos de LTA séo provenientes de focos endémicos de
zonas rurais, sendo que o assentamento Ipord, localizado no KM 127 da AM 010, apresentou
0 maior numero de casos (33,3%). Concluimos que a LTA é uma parasitose endémica de
importancia no municipio de Rio Preto da Eva, ocorrendo principalmente ao longo da rodovia
AM 010, e seu perfil de transmissdo foi preferencialmente silvestre, mas com destaque
também para a possibilidade de transmissao da doenca no intra-peridomicilio.

DESCRITORES: Leishmaniose tegumentar americana. Leishmania. Amazonas
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ABSTRACT

We analyzed clinical and epidemiological characteristics of 90 patients with American
tegumentary leishmaniasis (ATL) in Rio Preto da Eva, Amazonas state, Brazil, between the
years 2005 and 2012. All patients had skin lesions, whose isolates were characterized by
isoenzyme electrophoresis and identified as Leishmania (Viannia) guyanensis (80),
Leishmania (V.) naiffi (3) and Leishmania (Leishmania) amazonensis (7). Most patients were
male (70%) and the age group with the highest number of cases was 11 to 20 years old
(31.7%). In terms of occupation, most were farmers or home (37.7%). About 95% of cases of
MCL are from rural areas of endemic foci and the settlement knowed as Ipora, located at KM
127 of the AM 010 roads, had the highest number of cases (33.3%). We conclude that the
ATL is a parasitic disease endemic in Rio Preto da Eva (Amazonas State), occurring mainly
along highway AM 010, and their transmission profile was rather wild, but especially also
occur the possibility of disease transmission in intra-peridomicile.

KEY WORDS: Cutaneous Leishmaniasis. Leishmania. Amazonas
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INTRODUCAO

A Leishmaniose é uma infeccdo causada por protozoario intracelular que pode
ocasionar a forma cutdnea, mucocutanea, visceral ou até mesmo manifestagdes sistémicas
dependendo da viruléncia e espécie do parasito e da resposta imune do hospedeiro (3, 18).

Endémica em cinco dos sete continentes, a Leishmaniose tegumentar ocorre em
regides tropicais e subtropicais. Tem sido descrita em quase todos 0s paises americanos, do
sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina, com excegdo do Uruguai e do Chile (1, 27).

O Brasil encontra-se entre 0s cinco paises com maior nimero de casos desta endemia
que representa um grave problema de salde publica, com ampla distribuicdo por todas as
regides geograficas, com destaque para a regido Norte (40%), Nordeste (32%) e Centro-Oeste
(16%) dos casos notificados (5) e apresenta um importante incremento de casos com duplo
perfil epidemiolégico observado, expresso pela manutencdo de casos oriundos dos focos
antigos ou de areas proximas a eles, e ainda, pelo aparecimento de surtos epidemioldgicos
associados especialmente ao acelerado processo de expansdo das fronteiras agricolas,
implantacdo de areas de garimpos, construcdo de rodovias e invasdes na periferia das cidades
(15, 20).

No inicio da década de 80 foram registrados casos em 19 unidades federadas e, em
2003, todos os estados brasileiros registraram autoctonia. Estima-se que entre 1990 e 2010
ocorreram mais de 618.207 casos, com as maiores taxas registradas na Regido Norte do pais
(4, 23).

A populacdo do Estado do Amazonas destaca-se como uma das mais acometidas pela

LTA no pais onde, em 2011, foram notificados 2.379 casos. Os municipios com maior
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namero de casos da doenga em 2011 foram: Manaus com 1.080 casos, seguido de Rio Preto
da Eva com 190 casos e Presidente Figueiredo com 157 casos (41).

No Brasil, incluindo o Norte do pais, foram descritas até 0 momento sete espécies de
leishmanias, agentes etioldgicos da doenca humana: Leishmania (Viannia) braziliensis,
Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.) shawi, Leishmania (V.) lainsoni, Leishmania
(V.) naiffi, Leishmania (V.) lindenbergi e Leishmania (Leishmania) amazonensis (25, 37).

A identificacdo das espécies de Leishmania que circulam em determinada regido,
principalmente onde as diferentes formas clinicas ocorrem simultaneamente, é muito
importante para o conhecimento ecolédgico e epidemioldgico da infeccdo e planejamento de
estratégias de controle da leishmaniose (2, 7, 9, 18). Desta forma, este estudo teve como
objetivo analisar aspectos clinicos e epidemioldgicos de 90 pacientes com LTA, atendidos em
uma Unidade Bésica de Saude e no Hospital do municipio de Rio Preto da Eva, estado do

Amazonas, entre 0s anos de 2005 e 2012.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

A cidade de Rio Preto da Eva, Amazonas, foi criada na década de 60, servindo de
conex&o rodoviaria entre Manaus e Itacoatiara. Situa-se proximo ao Km 80 da Rodovia AM-
010 (3°07°06*S, 59°W), distando 57,5 Km da capital do Estado, fazendo parte da Regido
Metropolitana de Manaus. A populagéo é formada por 26.948 pessoas e apresenta 5.813 Km?
de area territorial, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (24). A cobertura

vegetal é de floresta tropical Umida de terra-firme, apresentando grande diversidade de
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espécies. O clima é tropical com temperatura média anual oscilando em torno dos 26C°, com

precipitacdo pluviométrica superior a 2000mm/ano e umidade relativa superior a 80% .

Casos clinicos

Pacientes com suspeita de LTA foram examinados para o diagnéstico da infeccdo,
tendo sido atendidos no Hospital Thomé de Medeiros Raposo e na Unidade Basica de Saude
Manoel Ruméo, em Rio Preto da Eva, Amazonas. O estudo foi desenvolvido de acordo com
os requisitos do Conselho Nacional de Saude, Resolugdo 196/96, sendo aprovado pelo comité

de ética em pesquisas envolvendo seres humanos do INPA sob o nimero 193/2008.

Exames Parasitolégicos e Isolamento Parasitario

Todos os pacientes foram submetidos a exame direto por escarificacdo da borda das
lesbes cutdneas para pesquisa de amastigotas em laminas, utilizando-se corante Panético e
microscopia Optica. O material escarificado da borda das les6es também foi semeado em meio
de cultivo agar sangue NNN (Novy e MacNeal, 1904; Nicolle, 1908) e posteriormente
expandido em meio liquido Schneider completo (pH 7,2 contendo 10% de Soro Fetal Bovino
inativado), para preparacdo de massa parasitaria utilizada na caracterizacdo bioquimica e

criopreservacao.

Caracterizacéo Bioquimica

As cepas isoladas foram caracterizadas pela técnica de eletroforese de isoenzimas em

gel de agarose, conforme protocolo descrito por Cupolillo (10), utilizando oito sistemas
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enziméticos: Malato Desidrogenase (MDH, E.C.1.1.1.37), Isocitrato Desidrogenase (IDH,
E.C.1.1.1.42) com substrato NAD e NADP, Enzima Malica (ME, E.C.1.1.1.40), Glicose-6-
fosfato Desidrogenase (G6PDH, E.C.1.1.1.49), 6-Fosfogluconato Desidrogenase (6PGDH,
E.C.1.1.1.44), Aconitato Hidratase (ACON, E.C.4.2.1.3) e Hexoquinase (HK, E.C.2.7.1.1). A
identificacdo das espécies foi obtida através da comparacdo dos perfis isoenziméticos das
amostras com cepas de L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/1975M2903), L. (V.) guyanensis
(MHOM/BR/1975M4147), L. (V.) naiffi (MDASBR/1979M5533) ¢ L. (L.) amazonensis

(IFLA/BR/1967/PH8).

RESULTADOS

Durante o periodo de estudo, foram atendidos 90 pacientes no Hospital Thomé de
Medeiros Raposo e na Unidade Basica de Saude Manoel Rumao, em Rio Preto da Eva, onde
63 (70%) eram do sexo masculino e 27 (30%) do sexo feminino (Tabela). A idade dos
pacientes variou de 2 a 69 anos. Para 0 sexo masculino, a faixa etaria com maior nimero de
casos foi de 11 a 20 anos (31,7%), sequida da faixa entre 21 e 30 anos (23,8%). Para 0 sexo
feminino, o maior nimero de casos foi entre 21 a 30 anos (44,4%). A média de idade entre 0s
homens ou mulheres foi de 26 anos. No geral, a faixa com maior nimero de casos foi de 21 a
30 anos (30%), seguido de 11 a 20 anos (26,6%). A incidéncia cumulativa para essa
comunidade foi de 73 casos de LTA para cada 10000 habitantes em 2011 (41) [Figura 1].

Em relacdo a ocupacdo, a maioria dos pacientes era agricultor ou caseiro (37,7%).
Em seguida, estudantes que correspondem a 27,7% dos pacientes.

Na populacédo estudada, 69 pacientes (76,6%) apresentaram infeccdo primaria, nove
(10%) apresentaram infeccdo secundaria e de 12 pacientes (13,3%) nao havia dados

disponiveis.
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Figura 1. Leishmaniose tegumentar americana em Rio Preto da Eva, Amazonas, Brasil.

Incidéncia da Leishmaniose Tegumentar Americana, no periodo de 2005 a 2011 (41).

Dos exames realizados, 90% (81) apresentaram positividade para o exame direto e
100% para o isolamento em meio de cultura agar sangue NNN (Neal, Novy & Nicolle).

Do total de 90 cepas caracterizadas, 80 (89%) foram de L. (V.) guyanensis, sete
(7,77%) de L. (L.) amazonensis e trés (3,33%) de L. (V.) naiffi, conforme mostra a tabela.

Os pacientes infectados com L. (L.) amazonensis apresentaram uma lesdo em sua
maioria (seis pacientes) e apenas um apresentou trés lesdes. Os com L. (V.) naiffi
apresentaram duas (um paciente) e trés lesdes (dois). Os infectados com L. (V.) guyanensis
apresentaram uma lesdo em sua maioria (45), seguido de duas lesbes (15 pacientes), de acordo
com a tabela.

Os trés pacientes infectados com L. (V.) naiffi apresentaram lesdes em membros

inferiores. Os com L. (L.) amazonensis apresentaram lesdo em membro inferior (dois
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pacientes), membro superior (quatro pacientes) e um paciente apresentou lesdes em ambos 0s
membros. A maior parte dos pacientes infectados com L. (V.) guyanensis apresentou les6es
em membro superior (33,75%), seguido de membro inferior (31,25%).

Todas as lesOes eram cutineas e seus tamanhos variaram entre 06x08mm a
31x24mm nos pacientes infectados por L. (V.) naiffi, 06x09mm a 15x29mm por L. (L.)
amazonensis e 03x03mm a 60x60mm por L. (V.) guyanensis (Figura 2).

A maioria dos casos de LTA que foram atendidos é de focos endémicos de zonas
rurais (95,5%). O assentamento lIpord localizado no KM 127 da AM 010 (Figura 3)

apresentou 0 maior numero de casos (33,3%).
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Dados clinicos - epidemioldgicos de Leishmaniose Cutanea em Rio Preto da Eva, Amazonas.
Caracteristica dos casos de acordo com a espécie de Leishmania identificada

Espécimes

Dados : — - Total
L. guyanensis L. naiffi L. amazonensis
Numero de casos 80 03 07 90
Origem endémica N (%0)
Rural 77 (96,25) 02 (66,66) 07 (100,00) 86 (95,55)
Indeterminado 03 (03,75) 01 (33,33) - 04 (04,44)
Atividade profissional N (%)
Agricultor/Caseiro 29 (36,25) 01 (33,33) 04 (57,14) 34 (37,77)
Estudante 24 (30,00) 01 (33,33) - 25 (27,77)
Outros 27 (33,75) 01 (33,33) 03 (42,85) 31 (34,44)
Idade (anos) N (%0)
0al0 12 (15,00) - - 12 (13,33)
11a20 23 (28,75) - 01 (14,28) 24 (26,66)
21a30 22 (27,50) 02 (66,66) 03 (42,85) 27 (30,00)
31a40 09 (11,25) - - 09 (10,00)
41 a50 08 (10,00) 01 (33,33) 02 (28,57) 11 (12,22)
51a60 04 (05,00) - 01 (14,28) 05 (05,55)
61a70 02 (02,50) - - 02 (02,22)
Sexo
Masculino 57 (71,25) 02 (66,66) 04 (57,14) 67 (70,00)
Feminino 23 (28,75) 01 (33,33) 03 (42,85) 27 (30,00)
Local das lesdes N (%)
Cabeca 04 (05,00) - - 04 (04,44)
Pescoco 02 (02,50) - - 02 (02,22)
Tronco 05 (06,25) - - 05 (05,55)
Membro superior 27 (33,75) - 04 (57,14) 31 (34,44)
Membro inferior 25 (31,25) 03 (100,00) 02 (28,57) 30 (33,33)
Madltiplas 15 (18,75) - 01 (14,28) 16 (17,77)
Indeterminado 02 (02,50) - - 02 (02,22)
Tamanho das lesdes (m) ~ 03«03260x60  ox0 8 06x09 a 15x29
Numero de lesGes N (%0)
01 45 (56,25) - 06 (85,71) 51 (56,66)
02 15 (18,75) 01 (33,33) - 16 (17,77)
03 05 (06,25) 02 (66,66) 01 (14,28) 08 (08,88)
> que 04 15 (18,75) - - 15 (16,66)

N = Numero de casos; (%) = percentagem correspondente ao nimero de casos.
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Figura 2. Lesdes cutaneas de pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana no
municipio de Rio Preto da Eva. Em sentido horario, lesdes de pacientes infectados por
Leishmania (Viannia) guyanensis (a, b), Leishmania (V.) naiffi (c, d) e Leishmania

(Leishmania) amazonensis (e).
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Figura 3. Imagem de satélite (a) mostrando a distribuicdo geografica dos casos de LTA na
rodovia AMO010, atendidos no municipio de Rio Preto da Eva, no periodo de 2005 a 2012.
Localizagdo dos casos e distribuicdo por espécie de Leishmania isolada e identificada por
eletroforese de isoenzimas. Em destaque, 0 assentamento Ipora, localizado no km 127 da

rodovia AM 010. Mapa do assentamento Ipora (b) no municipio de Rio Preto da Eva, AM.
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DISCUSSAO

A rodovia AM-010, no Estado do Amazonas, liga a cidade de Manaus a Itacoatiara,
passando pelo municipio de Rio Preto da Eva e possui 180 km de extensdo. Possui diversos
assentamentos agrarios distribuidos ao longo de seu percurso. Grande parte dos casos de LTA
atendidos pela Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas (FMT-AM), em Manaus, é
oriunda desta rodovia (19, 21). Os pacientes atendidos na Unidade Basica de Salde e no
Hospital do Municipio de Rio Preto da Eva, neste trabalho, tiveram origem ou relataram ter se
infectado ao longo da rodovia AM-010 ou em ramais distribuidos por sua extensdo (95% dos
casos).

A proporcéo entre o sexo masculino e feminino infectados esta de acordo com outros
estudos (8, 9, 13, 20, 21, 30, 32, 33). Em relacdo a idade, a faixa etaria com maior nimero de
casos corrobora com outros trabalhos onde a prevaléncia é de adultos jovens (9, 20, 33).
Agricultores e caseiros foram as profissdes mais acometidas. Estes ficam diretamente em
contato ou muito proximos a mata durante muitas horas, sendo estes ambientes propicios a
picadas de insetos (11, 30).

No Amazonas, quatro espécies sdo incriminadas na transmissdo de LTA: L. (L.)
amazonensis, L. (V.) braziliensis, L. (V.) naiffi e L. (V.) guyanensis, sendo a Gltima a espécie
mais prevalente (9, 12, 33, 35). Neste estudo, apenas L. (V.) braziliensis ndo foi detectada.
Segundo Romero et al. (35), sdo raros os casos de LTA causados por esta espécie nas
adjacéncias de Manaus, Amazonas. Diferente de outras pesquisas onde foram relatados casos
de LTA causados por L. (V.) braziliensis, incluindo casos de forma mucosa da doenca em
Manaus (9, 22).

Os pacientes infectados por L. (V.) guyanensis apresentaram uma ou varias lesdes, as

quais podem ser causadas por multiplas picadas de flebotomineos infectados ou por
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disseminacdo linfatica metastatica (29). Segundo Guerra et al. (22), esta espécie é um agente
causador da forma mucosa em diversos pacientes que tiveram a forma cuténea tratada de
forma inadequada na regido Amazoénica. A forma mucosa é mais comum em homens e estes
tendem a desenvolver formas mais graves da doenca com elevada incidéncia de perfuracdo e
envolvimento de estruturas externas da cavidade nasal.

A maior parte dos pacientes infectados com L. (L.) amazonensis (6/7), apresentou
apenas uma lesdo, corroborando com resultados observados na literatura. Esta espécie esta
associada as formas mucocuténea e cutanea difusa anérgica, sendo esta de dificil cura, mesmo
associada a qualquer tipo de quimioterapia (29, 31, 38-40). Mais recentemente, foi proposta a
forma de leishmaniose cutinea disseminada “borderline” como forma intermediaria entre as
formas cutanea e os polos extremos patogénicos mucocutanea e cutdnea difusa, também
causada por esta espécie (16, 38, 39).

S&o poucos os casos de LTA causados por L. (V.) naiffi descritos na literatura (9, 12,
17, 26, 34, 42), tendo sido descritos apenas trés pacientes infectados (3,33%) por esta espécie
neste estudo. A L. (V.) naiffi causa baixo grau de patogenicidade ao homem, estando
associada apenas a forma cutdnea, podendo até mesmo ocorrer cura espontanea (6, 34, 39,
43).

O projeto de Assentamento Iporé fica localizado no Km 127 da AM 010, em sua
margem direita e € responsavel por grande parte dos casos de LTA de Rio Preto da Eva,
segundo municipio em numero de casos no Estado do Amazonas, corroborando com este
estudo. Neste local, a doenca é considerada tipicamente ocupacional (14, 21, 32). Franco et
al. (14) realizou levantamento entomologico nesta area com intuito de conhecer a fauna
flebotominica e o principal local de transmissdo humana da LTA (ambiente silvestre,
intradomiciliar e peridomiciliar). Foi verificado que no ambiente de floresta, a espécie

Lutzomyia umbratilis foi a mais abundante (29,3%), seguida de Lu. flaviscutellata (16,8%).
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No peridomicilio, local de maior atividade humana, onde os assentados desenvolvem
atividades como o cultivo de hortifrutigranjeiros, Lu. umbratilis e Lu. flaviscutellata foram
registradas, sendo a primeira a mais abundante, nas proximidades de arvores e planta¢fes. Os
assoalhos, embaixo das residéncias, registraram alta presenca de Lu. flaviscutellata, fato de
extrema importancia devido a possibilidade de transmissdo para roedores e até mesmo ao
homem, pela proximidade com o domicilio. Este espaco normalmente € utilizado como
abrigo para animais como galinhas, cées e outros animais. O intradomicilio apresentou baixa
riqueza de especies e menor abundancia, sendo Lu. umbratilis espécie frequente.

Quatro, dos sete casos de LTA causados por L. (L.) amazonensis deste trabalho,
foram infectados no Assentamento Ipora, onde o flebotomineo Lu. flaviscutellata, seu
principal vetor, foi registrado em abundancia em ambiente silvestre e em peridomicilio. O
menor nimero de casos de LTA causado por L. (L.) amazonensis provavelmente esta
relacionado ao fato do vetor Lu. flaviscutellata ser pouco antropofilico e de hébito
essencialmente noturno (28, 36).

De acordo com Guerra et al. (21), 20,65% dos casos de LTA atendidos na FMT-AM
em 2005 eram de criancas de 0 até 14 anos de idade. Os autores citaram a possibilidade de
transmissdao da doenca no intra-peridomicilio, justificado por casos de LTA em menores de
cinco anos de idade e pela presencga de animais domeésticos servindo de atrativo aos vetores e
pela proximidade das habitagbes com a mata; e a transmissdo na mata, ocorrendo em criangas
maiores que auxiliam seus pais em atividades agricolas, busca de alimentos ou caca. Este
dado esta de acordo com este trabalho, onde 20% dos casos séo de criangas na mesma faixa
etaria. Destas, trés criangas tinham idade igual ou inferior a cinco anos. O fato de todas as
criancas e idosos com LTA neste trabalho terem sido infectados por L. (V.) guyanensis e a

presenca de seu vetor Lu. umbratilis em abundancia no peridomicilio e em domicilio no
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Assentamento Ipord, reforcam a transmissdo da doenca no intra-peridomicilio na regido
estudada.

Concluimos que a LTA ¢é uma parasitose endémica de importancia no municipio de
Rio Preto da Eva, ocorrendo principalmente ao longo da rodovia AMO10, e seu perfil de
transmissao foi preferencialmente silvestre, mas com destaque também para a possibilidade
de transmissdo da doenca no intra-peridomicilio. Trabalhos de educacdo em salde visando
medidas de controle para prevencdo da doenca devem ser realizados junto a populacéo local.

E de grande importancia a identificacio da espécie de Leishmania na patogenia da
LTA na Amazobnia, onde a doenca resulta da complexa interacdo da resposta imune do
homem com as diferentes espécies do parasito, com potenciais patogénicos distintos; bem
como o tratamento precoce da forma cutanea da doenca, que reduz a prevaléncia das formas

graves da leishmaniose, assim como sua morbidade e custos com tratamento (13, 39).
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5. CAPITULO II

Foco de Leishmaniose cutanea em estacfes experimentais e novos relatos de casos

por Leishmania (Viannia) naiffi na regiao amazonica
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Foco de Leishmaniose cutanea em estacdes experimentais e novos relatos de casos

por Leishmania (Viannia) naiffi na regiao amazoénica

Focus of dermal leishmaniasisin experimental station and new records of cases caused by

Leishmania (Viannia) naiffi in Amazonian region

Figueira, L.P.; Soares, F.V.; Silva, A.V.; Silva, S.S.; Espir, T, T.; Pinheiro, F.G; Naiff,
M.F.; Gomes, L. H. M; Almeida-Campos, F. R.; Franco, A.M.R.

RESUMO

No periodo de 1992 a 2011, foram diagnosticados 11 pacientes infectados por cepas
caracterizadas por eletroforese de isoenzimas como Leishmania (Viannia) naiffi, sendo
um deles reinfectado um ano apo6s a primeira infeccdo e tratamento com pentamidina.
Estes eram oriundos dos Estados do Amazonas, Para e Ronddnia. Considerando os
poucos casos até entdo descritos da doenca causada por essa espécie do parasito, bem
como o fato de que das 12 cepas isoladas, cinco foram de pacientes que se infectaram em
Estacdes Experimentais do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, sugere-se que
estas sejam areas de foco para esta espécie de Leishmania. Esse dado é reforcado pela
presenca de vetores associados a transmissdo de L. (V.) naiffi nas Estacdes Experimentais
e outros casos de infeccdo ocorridos nas mesmas areas, descritos em literatura. Também é
feita a primeira descricdo de caso identificado de leishmaniose cutanea causada por L.
(V.) naiffi no estado de Ronddnia.

Palavras-Chave: Leishmaniose Tegumentar Americana, Leishmania (Viannia) naiffi,

caracterizagdo — estagdes experimentais
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ABSTRACT

During the period of years 1992-2011, 11 patients were diagnosed infected with strains
characterized by isoenzyme electrophoresis analysis as L. (V.) naiffi, one case being
reinfected one year after the primary infectionand after used pentamidine as a treatment.
These patients were from the states of Amazonas, Para, and Rondénia. Considering the
few human cases described with this disease caused by L. (V.) naiffi, as well as the fact
that the 12 isolates, five were from patients who were infectedin Experimental Stationsof
the National Institute of Amazonian Research, we suggests that these areas could be
considered as a focus of dermal leishmanias is caused by this species of Leishmania.
Thisis reinforced by the presence of vectors associated with the transmission of L. (V.)
naiffi at Experimental Stationsand other cases of infection occurring in the same
localities described in the literature. It is also the first report of cutaneous leishmaniasis
caused by this leishmania species in the Rondénia state.

Key-words: American TegumentaryLeishmaniasis, Leishmania (Viannia) naiffi,

characterization — Experimental Stations

INTRODUCAO

A Leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma zoonose causada por
protozoarios parasitos do género Leishmania, transmitida ao homem pela picada de
fémeas de flebotomineos do género Lutzomyia no Novo Mundo. No Brasil e na regido
Norte, tem-se a descricdo de sete espécies de leishmanias, agentes etiologicos da doenca:
Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) shawi, L. (V.) lainsoni, L.
(V.) naiffi, L.(V.) lindenbergi e L. (Leishmania) amazonensis (SILVEIRA et al., 2002;
LAINSON; SHAW, 2005). A severidade da doenca varia da forma cutanea benigna e de
cura espontanea até formas severas, as vezes mutilantes, como a leishmaniose

mucocutanea (DORVAL et al., 2006).
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Entre estas espécies, a L. (V.) naiffi tem despertado particular atencdo devido a
escassez de relatos de casos de LTA em humanos causados por esse patdgeno. A espécie
foi descrita por Lainson & Shaw (1989) e tem como reservatorio natural o tatu-galinha,
Dasypus novemcinctus. Cinco espécies de flebotomineos sdo incriminadas na transmissdo
da doenca: Lutzomyia squamiventris (NAIFF et al., 1991), L. paraensis (GRIMALDI et
al., 1991), L. ayrozai (LAINSON et al., 1994), L. davisi e Psychodopygus hirsutus (GIL
et al., 2003).

A espécie de flebotomineo L. ayrozai parece ser o principal vetor de infec¢des
em tatus. Esta espécie ndo € considerada altamente antropofilica e por este motivo,
provavelmente esta relacionada as reduzidas taxas de infeccdo por L. (V.) naiffi em
humanos no Brasil (LAINSON, 2010). Poucos casos de Leishmaniose ocasionados por L.
(V.) naiffi foram relatados em humanos, havendo registros de casos no Brasil, na Guiana
Francesa, Equador, Suriname, Martinica e Peru (PRATLONG et al., 2002; FOUQUE et
al., 2007; VAN THIEL et al., 2010). Na Amazonia brasileira, foram relatados casos nos
Estados do Amazonas e Para (LAINSON, 2010).

No presente estudo, sdo descritos novos registros de L. (V.) naiffi durante os
anos de 1992 a 2011, isolados de pacientes com suspeita de LTA, oriundos de distintas
localidades da Regido Norte do Brasil, sugerindo-se a ocorréncia de areas de foco em

leishmaniose cutanea em estacdes experimentais na regido amazonica.

MATERIAL E METODOS

Cepas isoladas e identificacdo: Os pacientes foram atendidos pela equipe

técnica do Laboratorio de Leishmaniose e Doenca de Chagas do INPA e submetidos a

exame clinico e laboratorial. Dos pacientes com diagnostico positivo para LTA, o
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material escarificado da borda da leséo cutanea foi semeado em meio de cultivo NNN
(NOVY; MACNEAL, 1904; NICOLLE, 1908) e expandidos em meio liquido completo
“Schneider Drosophila Medium” pH 7,2 acrescido de 10% de soro fetal bovino inativado
(SFBI), para preparacdo de massa parasitaria para criopreservacdo e anélise bioquimica.
As 12 cepas isoladas foram caracterizadas pela técnica de eletroforese de isoenzimas em
gel de agarose, conforme protocolo previamente descrito (CUPOLILLO et al., 1994),
utilizando oito sistemas enziméticos: Malato Desidrogenase (MDH, E.C.1.1.1.37),
Isocitrato Desidrogenase (IDH, E.C.1.1.1.42) com substrato NAD e NADP, Enzima
Malica (ME, E.C.1.1.1.40), Glicose-6-fosfato Desidrogenase (G6PDH, E.C.1.1.1.49), 6-
Fosfogluconato Desidrogenase (6PGDH, E.C.1.1.1.44), Aconitato Hidratase (ACON,
E.C.4.2.1.3) e Hexoquinase (HK, E.C.2.7.1.1). O presente trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos (CEP) do INPA (protocolo

n°.193/2008).

Periodo e local de coleta: Os flebotomineos foram coletados num periodo de
quatro meses (junho-setembro/2010), em dois dias consecutivos ao final de cada més, nas
Estacbes Experimentais Porto Alegre e Esteio, localizadas na area do Projeto Dindmica
Biologica de Fragmentos Florestais (PDBFF/ZF3) do INPA, localizada no Km 50 da BR
174, Manaus, Amazonas-Brasil (Figl). Foram utilizadas 10 armadilhas de luz do tipo
CDC (CDC "miniature”- Hausherr Machine Works, New Jersey, EUA), sendo duas
armadilhas distribuidas por arvore em estrato vertical de 1m e 10m de altura do solo,
distando 200m a partir da borda mata. As armadilhas foram instaladas sempre no mesmo
local e horario, acionadas a partir das 17 horas e retiradas as 7 horas do dia seguinte. A

triagem e disseccdo dos insetos foram realizadas no local de coleta segundo as técnicas
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descrita por Arias e Freitas (1978). Os espécimes foram identificados segundo a

classificagdo de Young e Duncan (1994).
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Figura 1. Mapa da Amazonia Central Brasileira, mostrando a localizagdo das Estagdes
Experimentais do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, Amazonas, Brasil. As
setas indicam os locais onde houve a provavel infeccdo humana de LTA por Leishmania
(Viannia) naiffi de acordo com a informacéo dos pacientes.

Fonte: http://pdbff.inpa.gov.br/download/mapimg/regmanauspdbff.jpg.

RESULTADOS

Doze cepas isoladas de pacientes suspeitos para LTA, oriundos dos Estados do
Amazonas (10), Para (01) e Rondénia (01), foram identificadas por eletroforese de

isoenzimas como L. (V.) naiffi. Um dos pacientes do Amazonas se reinfectou apds um


http://pdbff.inpa.gov.br/download/mapimg/regmanauspdbff.jpg
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ano da primeira infecgéo (registros MHOM/BR/2009/IM5549 e MHOM/BR/2010/6032).
Devido a este fato, seréo consideradas 12 infecgOes distintas em um total de 11 pacientes
(Tab).

Os pacientes apresentaram lesdes de pequena proporgédo, variando entre 1,0 x
1,0mm e 13,5 x 11,5mm (Fig2, Tabl). Nas 12 infec¢des, o nimero de lesdes se distribuiu
da seguinte forma: sete (58,3%) apresentaram apenas uma lesdo, quatro (33,3%)
apresentaram duas lesdes e uma (8,3%) apresentou trés lesdes; sendo que em sua maioria
(75%), as lesGes apresentavam-se ulceradas. Em relacdo a distribuicdo das lesdes, 50%
das infecgdes foram em membro inferior (06), 8,3% em regido abdominal (01), 33,3% em
membro superior (04) e 8,3% em membro superior e costas (01). O tempo de evolucdo da
doenca variou entre um e dez meses. Das 12 infecges, dez (83,3%) foram em homens e

apenas duas em mulheres (16,7%) [Tab].

Figura 2. LesGes ulceradas papulosas de pacientes com Leishmaniose cuténea infectados
por Leishmania (V.) naiffi. A-B: isolados MHOM/BR/2010/IM5665; C-D:
MHOM/BR/2009/IM5662.
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Das doze cepas, cinco (41,7%) foram isoladas de pacientes que relataram
durante a anamnese terem contraido a infeccdo em EstacGes Experimentais do INPA
durante suas atividades de pesquisa. Duas, das cinco cepas, foram isoladas de um mesmo
paciente que se reinfectou na mesma &rea um ano apos ter contraido a primeira infec¢do

(MHOM/BR/2009/IM5549 e MHOM/BR/2010/6032) [Tab].



Tabela. Caracteristicas clinica/epidemioldgicas de pacientes infectados com Leishmania (Viannia) naiffi.
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Cadigolnternacional?  OrigemGeograéfica egce Sexo NUme~ro i -I(;(\E/r(;llﬁgéc:)e LOC&J e Tanjanho e Caracter[stica e
(anos) lesbes (meses) leséo leséo (mm) leséo
MHOM/BR/1992/IM3829 RO 35 M 01 10 Perna 10x 14 Ulcerada
MHOM/BR/1993/1IM3936 AM 40 M 02 09 Perna 10,5x10,5¢e Ulceradas
13,5x 11,5

MHOM/BR/1993/IM4000 AM | ZF2 30 M 01 06 Abdome 73x7,3 Nodular
MHOM/BR/1996/IM4315 AM 40 M 01 02 Perna 12,5x 12,5 Ulcerada
MHOM/BR/1997/IM4366 AM 59 M 01 03 Brago 10x 10 Ulcerada
MHOM/BR/2006/IM5333 AM 21 F 02 01 Perna 31x24e Papulosa

2,6x2.2
MHOM/BR/2009/IM5549  AM /ZF3, km 41 31 M 01 04 Brago 3x4 Ulcerada
MHOM/BR/2009/IM5553 ZF3 [Esteio 34 M 01 04 Brago ND Ulcerada
MHOM/BR/2009/1IM5557 PA 27 F 02 09 Braco e 3x3 ND

Antebraco
MHOM/BR/2009/IM5562  AM/ZF2/EEST 26 M 02 04 Brago e 1,0 x1,0 Ulceradas
costas (Brago) e

2,0x2,0

(Costas)
MHOM/BR/2010/IM5665 AM 23 M 03 01 Perna 8x6 (maior) Ulceradas
MHOM/BR/2011/IM6032  AM/ZF3, Km 37 32 M 01 01 Perna 8x12 Ulcerada

a: designacdo: hospedeiros [M = Mammalia: HOM: Homo sapiens/pais de origem/ano de isolamento/cédigo de origem. BR: Brasil; RO: Rondbnia; AM:
Amazonas; PA; Para. EEST- Estagcdo Experimental de Sivicultura Tropical; ND.: N&o definida
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Foram capturadas e dissecadas nas EstacOes Experimentais Porto Alegre e Esteio,
um total de 166 fémeas de flebotomineos distribuidas em 13 espécies, sendo a espécie L.
olmeca nociva a mais numerosa com 48 (28,9%) individuos capturados, seguida de L.
flaviscutellata (25/15,1%), L. rorotaensis (15/9%), L. trichopyga (13/7,8%), L. georgii
(12/7,2%), L. davisi (12/7,2%), L. ruii (9/5,4%), L. squamiventris squamiventris (8/4,8%), L.
ayrozai (8/4,8%), L. umbratilis (7/4,2%), L. anduzei (4/2,4%), L. sordellii (3/1,8%) e L.
monstruosa (2/1,2%). Das fémeas analisadas, nenhuma apresentou infec¢do natural por

tripanosomatideos (Fig 3).
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Figura 3. Espécies de flebotomineos (Lutzomyia spp.) capturados e dissecados nas Estacoes

Experimentais Porto Alegre e Esteio (Reserva Florestal ZF3), Manaus — Amazonas.
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DISCUSSAO

Atualmente, poucos casos de LTA ocasionados por L. (V.) naiffi foram descritos.
Menos de 15 casos da doenca haviam sido registrados no Brasil até o ano de 2010 (LAINSON
et al., 1990; GRIMALDI et al.,1991; NAIFF et al., 1991; TOJAL et al., 2006; FIGUEIRA et
al., 2008). Em 2010, Coelho et al. identificaram nove isolados de pacientes com LTA como L.
(V.) naiffi no estado do Amazonas, num total de 209 cepas. Também foram identificadas
neste total, 15 infeccBes mistas envolvendo esta espécie com L. (V.) guyanensis, L. (V.)
braziliensis e L. (L.) amazonensis.

No presente trabalho, foram identificados 12 novos casos de LTA ocasionados por L.
(V.) naiffi na regido norte do Brasil, sendo que destes, cinco foram oriundos de Estagdes
Experimentais do INPA localizadas nas Reservas Floretais ZF2 e ZF3 (trés infeccdes
ocorreram na ZF3 e duas na ZF2). Estas sdo areas utilizadas em pesquisas experimentais por
pesquisadores e por estudantes de diversos cursos de pos-graduacdo e parecem representar um
papel importante como novo foco de LTA na regido. Em 2008, Figueira et al. identificou
cinco cepas isoladas de L. (V.) naiffi. Dentre elas, trés foram obtidas de pacientes que se
infectaram em area das EstacGes Experimentais ou em suas proximidades. Duas foram
isoladas de estudantes de pds-graduacdo do INPA que se infectaram na Reserva Esteio e na
Fazenda Porto Alegre, ambas na ZF3; e um terceiro paciente se infectou na BR 174, Km 21.

Apesar da espécie L. ayrozai ndo ser considerada altamente antropofilica no estado
do Para (LAINSON et al., 1994; LAINSON; SHAW, 1998), a maioria das infecgdes por L.
(V.) naiffi foi encontrada nesta espécie de vetor. Em regides do Sudeste do pais, essa espécie
de flebotomineo é considerada altamente antropofilica (AGUIAR; SOUCASAUX, 1984),
como na Serra dos Orgéos, no estado do Rio de Janeiro (AGUIAR et al., 1985) e no Vale do

Ribeira no estado de Sao Paulo (GOMES; GALATI, 1989).
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Destaca-se ainda o registro de L. (V.) naiffi, isolada pela primeira vez de um paciente
(MHOM/BR/1992/IM3829) que relatou ter contraido a infeccdo em Rolim de Moura,
Rondénia (Tab). Conclui-se entdo que, além do Amazonas e Para, L. (V.) naiffi também foi
isolada de paciente infectado no Estado de Rond6nia, fato até entdo ainda ndo notificado.
Esta espécie j& havia sido isolada do tatu Dasypus novemcinctus (NAIFF et al., 1991) e de
Psychodopygus hirsutus e L. davisi neste mesmo Estado (GIL et al., 2003).

Os animais de laboratorio nos quais foram inoculadas as cepas isoladas dos pacientes
ndo apresentaram lesbes cutaneas evidentes durante um periodo de observagdo de mais de seis
meses. No entanto, o parasito pode ser reisolado em cultura até um ano apos inoculagdo. Este
fato dificulta o diagnostico da leishmaniose quando apenas o isolamento é obtido através do
indculo em hamster. Fato este também observado por Lainson & Shaw (2005) que se referem
a auséncia de lesbes cutaneas produzidas na pele de hamster (Mesocricetus auratus) ou
apenas a presenca de nddulos muito discretos contendo poucas amastigotas.

A observacdo do baixo grau de infectividade de L. (V.) naiffi em macréfagos de
camundongos BALB/c, a baixa frequéncia de infeccdo e grau de patogenicidade ao homem,
sugerem que esta espécie também possa produzir uma infeccdo benigna e oculta na pele
humana e que, a transmissdo em decorréncia desses fatos, seja mais frequente do que se
observa (CAMPOS et al., 2008). Situacéo aplicavel a pessoas que vivem em regides isoladas
da Amazonia. Talvez o fato das lesdes ndo apresentarem uma progressao de tamanho seja um
parametro para a demora na busca de diagnostico e consequentemente tratamento da doenca.

A espécie L.(V.) naiffi ja foi e provavelmente ainda sera registrada em outras partes
da América Latina, onde o mamifero reservatorio e os vetores coexistem (LAINSON, 2010).
No Panama, o parasito foi detectado em L. trapidoi e L. gomezi (AZPURUA et al., 2010), e
no Brasil, no estado do Acre, foi isolado de um paciente um hibrido de L. (V.) naiffi e L. (V.)

lainsoni (TOJAL DA SILVA, et al., 2006).
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Considerando as notificagcbes de casos de LTA por L. (V.) naiffi nas Estacdes
Esperimentais do INPA, bem como as espécies transmissoras identificadas como L.
squamiventris, L. davisi e L ayrozai nas Estacbes Porto Alegre e Esteio, localizadas na
Reserva Florestal ZF3 e o levantamento de flebotomineos realizado por Dias-Lima, Castellén
e Sherlock (2002) na Estacdo Experimental de Silvicultura Tropical localizada na ZF2, onde
foram identificadas as espécies L. squamiventris, L. davisi, L ayrozai e L. paraensis, esta
também incriminada como vetor de L. (V.) naiffi, sugerimos que estas areas sejam areas de

foco dessa espécie de parasito.
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6. CAPITULO Il

Analise de proteinas do plasma de pacientes com leishmaniose cutanea por eletroforese

bidimensional
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RESUMO

A combinacdo da técnica de eletroforese 2-DE com a espectrometria de massas ESI-QTof
para analise das proteinas do plasma de pacientes infectados por Leishmania (Viannia)
guyanensis antes e ap0s tratamento com antimonial pentavalente (Glucantime®) permitiu a
identificacdo de proteinas diferencialmente expressas em comparagdo com as do plasma de
individuos ndo infectados. Com base nos valores relacionados a intensidade dos spots,
verificou-se que nos pacientes infectados foi observada maior expressao proteica da Isoforma
1 do fator B e Isoforma 1 do fator H da via alternativa do Complemento, da Proteina
relacionada a Haptoglobina (HPR) e da Cadeia alfa do Fibrinogénio, e uma menor expressao
da Serotrasferrina. Foi variada a expressdo dos spots dessas proteinas nas amostras de plasma
analisadas no pos-tratamento. Essas proteinas sdo conhecidas como sendo de fase aguda de
infeccdo e estdo envolvidas no processo inflamatdrio, necessarias para a homeostasia do
organismo. O envolvimento e fungdo dessas proteinas no processo de infec¢do por L. (V.)

guyanensis necessita ser melhor investigado.

DESCRITORES: Leishmaniose cutanea. Leishmania (V.) guyanensis. Proteoma
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ABSTRACT

The combination of electrophoresis technique 2-DE with ESI-QTof mass spectrometry for
analysis of plasma proteins of patients infected by Leishmania (V.) guyanensis before and
after treatment with pentavalent antimony (Glucantime®) allowed the identification of
proteins differentially expressed in comparison with the plasma of uninfected individuals.
Based on the values related to the intensity of the spots, it was found that in infected patients
there was greater expression of isoform 1 protein factor B and isoform 1 factor H alternative
pathway of complement, haptoglobin-related protein (HPR) and fibrinogen alpha chain; a
lower expression of Serotrasferrina was observed. Was varied spots expression of these
proteins in the plasma samples analyzed after treatment. These proteins are known as the
acute phase of infection and are involved in the inflammatory process necessary for the
homeostasis of the organism. The involvement and role of these proteins in the process of

infection by L. (V.) guyanensis needs to be further investigated.

KEYWORDS: cutaneous leishmaniasis. Leishmania (V.) guyanensis. proteome
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INTRODUCAO

A Leishmaniose tegumentar americana (LTA) representa um conjunto de doencas
com caracteristicas clinicas, imunologicas e patoldgicas distintas, cuja expressdo depende de
fatores relacionados ao hospedeiro e ao parasito, incluindo a natureza da espécie de
Leishmania infectante e fatores genéticos do hospedeiro. Muitos destes parasitos sdo capazes
de produzir um espectro de doenca no lugar de uma Unica forma clinica no hospedeiro
humano (RODRIGUEZ-BONFANTE et al., 2003; FARIA et al., 2005; GUIMARAES et al.,
2005; SILVEIRA et al., 2004; 2009).

O estado do Amazonas é uma regido endémica para LTA. Em 2011, apresentou uma
incidéncia de aproximadamente 64,5 casos por 100.000 habitantes (SINAN, 2012). Sdo cinco
as espécies relacionadas a infeccdo neste estado: L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis, L.
(V.) naiffi, L. (V.) lansoni e L. (V.) guyanensis, sendo a ultima a espécie mais prevalente,
contribuindo com mais de 80% dos casos (NAIFF, 1998; ROMERO et al., 2001; 2002;
FIGUEIRA et al., 2008; COELHO et al., 2010; CHRUSCIAK-TALHARI et al., 2011;
GUERRA et al., 2011). Além da forma cutanea, L. (V.) guyanensis pode causar, em menor
frequéncia, a forma mucosa ao homem (NAIFF et al., 1988; GRIMALDI et al., 1991,
NAIFF,1998).

Atualmente, o controle da doenca baseia-se na quimioterapia, uma vez que vacinas
contra o parasito ainda estdo em desenvolvimento (PALATNIK-DE-SOUSA, 2008;
CHARMOY et al.,, 2010). O tratamento de primeira escolha contra a leishmaniose é o
antimonial pentavalente (BERMAN, 1988; RATH et al., 2003), cuja eficiéncia tem sido
comprometida pelo desenvolvimento natural de resisténcia dos parasitos (CROFT et al.,

2006). Fato este também comprovado em pacientes infectados por L. (V.) guyanensis,
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havendo necessidade de uma revisdo cuidadosa do tratamento indicado (ROMERO et al.,
2001; NEVES, 2010).

O melhor conhecimento da fisiopatologia das doencas tem permitido a identificacdo
de marcadores genéticos, bioquimicos e imunologicos que contribuem ndo sO para o
diagnostico, mas também para a compreensdo da atividade e da remissdao dos processos
patoldgicos (SCHRIEFER; CARVALHO, 2008). Nos ultimos anos, muitas questdes
bioldgicas importantes tém sido respondidas pela protedmica. Utilizando-se essa metodologia,
varios candidatos a biomarcadores foram descobertos (BARBOSA et al., 2012).

O estudo das proteinas do plasma humano é um dos caminhos para a busca destes
marcadores, pois seu proteoma € suscetivel de conter, se ndo todas, quase todas as proteinas
humanas; bem como numa infeccdo, proteinas derivadas de diversos microrganismos
(ANDERSON et al., 2002; 2004).

A identificacdo de marcadores proteicos da infeccdo na LTA tem importancia tanto
para o diagndstico, confirmacdo da cura da doenga, como também para a busca de alternativas
de tratamento e vacinas. Para isto, o uso da tecnologia protebmica pode ajudar na
identificacdo mais rapida de novas proteinas, na avaliacdo de seu padrdo de expressdo e de
suas funcdes (CUNNINGHAM; 2000). A combinacdo da técnica de eletroforese
bidimensional com as técnicas de espectrometria de massas tornou-se uma das melhores
estratégias disponiveis para a identificagdo em larga escala do conjunto de proteinas
resultantes da expressao génica (MANN et al., 2001; NYMAN, 2001).

Assim, neste estudo, foram analisadas as proteinas do plasma de pacientes infectados
com L. (V.) guyanensis antes e ap0s o tratamento com antimonial pentavalente, utilizando

analise protedbmica.
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MATERIAL E METODOS

Pacientes e grupo controle: Foram utilizadas amostras de plasma de 10 pacientes
(Tab. 01) adultos (com idade entre 18 e 58 anos), de ambos os sexos (1:1), com Leishmaniose
Cutanea (LC), primeira infeccdo, por parasitos identificados como L. (V.) guyanensis,
provenientes dos municipios de Manaus e Rio Preto da Eva, AM. Os plasmas foram obtidos
antes (no momento do diagnostico) e pds-tratamento com antimonial pentavalente
(Glucantime®), apds confirmacéo de cura clinica (com lesdo cicatricial).

Os isolados de Leishmania dos pacientes foram identificados como L. (V.)
guyanensis por eletroforese de isoenzimas de acordo com protocolo descrito por Cupolillo et
al., (1994), utilizando oito sistemas enzimaticos: Malato Desidrogenase (MDH, E.C.1.1.1.37),
Isocitrato Desidrogenase (IDH, E.C.1.1.1.42) com substrato NAD e NADP, Enzima Malica
(ME, E.C.1.1.1.40), Glicose-6-fosfato Desidrogenase (G6PDH, E.C.1.1.1.49), 6-
Fosfogluconato Desidrogenase (6PGDH, E.C.1.1.1.44), Aconitato Hidratase (ACON,
E.C.4.2.1.3) e Hexoquinase (HK, E.C.2.7.1.1).

Também foram utilizados plasmas de cinco doadores voluntarios (grupo
controle/Tab. 02), de ambos o0s sexos e mesma faixa etéria dos pacientes, oriundos de regido
endémica para LTA, mas sem historico de contato com o parasito.

Todos os pacientes, assim como o0s controles, apresentaram sorologia negativa para
testes imunoldgicos de HIV, Hepatite C e Doenca de Chagas. Os doadores voluntarios foram
negativos para deteccdo de anticorpos 1gG e IgM especificos para Leishmaniose. Todos 0s
pacientes aceitaram participar do estudo e da utilizacdo de uso de sua amostra de plasma, com
o trabalho aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Pesquisas da

Amazonia (no. 193/08).
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De acordo com recomendacdo do Ministério da Salde, a administracdo do
Glucantime® foi por via intramuscular ou endovenosa, sendo a dose calculada de acordo com
0 peso corporal (10 a 20mg de antimonial pentavalente/Kg por dia). Cada série de tratamento
teve duracdo de vinte dias seguidos. Na tabela 01, constam dados referentes a doenca e
tratamento dos pacientes.

Amostras de plasma: Para obtencdo de plasma, foram coletados 04 mL de sangue
periférico em tubos vacutainer (BD Vacutainer™, Juiz de Fora, MG, Brasil) com soluc&o de
EDTA (&cido etilenodiaminotetracético). As amostras de sangue foram condicionadas no gelo
apos coleta e centrifugadas a 800 x g, por 15 minutos a 4°C, o plasma foi aliquotado e

estocado a -80°C ate ser analisado.

Tabela 1. Dados referentes a doenca, ao tratamento e coleta de plasma dos pacientes com
Leishmaniose cutinea causada por Leishmania (Viannia) guyanensis provenientes dos

municipios de Manaus e Rio Preto da Eva, AM, Brasil, entre 2008 e 2011.

Evolucdo Tamanho da N° de Intervalo de
_ dade N° de )
Cddigo da amostra® da doenca lesdo séries de tempo apds
(anos) ) lesbes ) ) .
(dias) (mm) Antimonial cura clinica®
MHOM/BR/08/1IM5515 55 20 07 30x20 01 07 meses
MHOMY/BR/08/IM5520 53 60 05 30x 16 03 07 meses
MHOM/BR/09/IM5595 21 30 01 12x15 02 04 meses
MHOM/BR/10/IM5637 30 60 01 17x18 01 40 dias
MHOM/BR/10/1M5653 18 90 01 30x20 03 04 meses
MHOM/BR/10/1M5690 58 60 01 15x 12 01 50 dias
MHOM/BR/10/1M5692 30 15 02 60 x 60 02 03 meses
MHOM/BR/10/1M5696 25 21 01 27 x 27 02 03 meses
MHOM/BR/11/IM5775 24 21 04 08 x 05 02 03 meses
MHOM/BR/11/IM5874 23 120 01 18 x 14 01 07 meses

aDesignacdo: hospedeirosfM=Mammalia: HOM: Homo sapiens/pais de origem/ano de isolamento/cdigo
de origem]; coleta de sangue apds cura clinica.
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Tabela 2. Caracteristicas de individuos do grupo controle provenientes de Manaus, AM,

Brasil.

Cédigo da amostra? Sexo Idade (anos)
MHOM/BR/10/1M5588 M 24
MHOM/BR/10/1M5589 M 24
MHOM/BR/10/1M5685 M 19
MHOM/BR/10/IM5590 F 47
MHOM/BR/10/IM5591 F 50

a: designacéo: hospedeiros [M=Mammalia: HOM: Homo sapiens/pais de origem/ano de isolamento/codigo de
origem]; M-Masculino; F-Feminino

Deplessdo de IgG e albumina do plasma: Foram removidas duas proteinas
abundantes no plasma, IgG e albumina, utilizando a coluna Hitrap Albumin & IgG Depletion
(GE Healthcare) no equipamento AKTA purifier UPC 900 (GE Healthcare). Apds a remocéo,
as amostras foram dialisadas com &gua Milli-Q e a precipitacdo proteica realizada com
acetona. Quatro volumes de acetona gelada foram adicionados ao plasma ap6s a remocéo de
IgG e Albumina e a amostra foi incubada por no minimo duas horas a -20°C. Em seguida, 0
material foi centrifugado a 22000 x g por uma hora a 4°C e ressuspenso em agua Milli-Q e
armazenado em menos 80°C.

Eletroforese bidimensional (2D-PAGE): A focalizacdo isoelétrica (FI) para a
técnica 2D foi realizada usando o aparato IPGphor (Ettan IPGPhor 3/GE Healthcare).
Aliquotas de proteina (50 pL de plasma em 50pL de agua Milli-Q) foram diluidas em um
volume final de 250pL em solugdo de reidratagio (DeStreak™ rehydratation solution/GE
Healthcare) com 0,5% de tampé&o IPG pH 3-10NL. As amostras foram aplicadas nas fitas com
gradiente de pH imobilizado-IPG (13-cm pH 3-10 NL/GE Healthcare) para reidratacao no gel
de forma gradual, conforme HAUDEK et al. (2008): (1h, 0-500V linear; 5h, 500V; 5h, 500-
3500V linear; 12h, 3500V). Apds a focalizagdo, as fitas foram equilibradas durante 15

minutos, em tampé&o de equilibrio (50mM Tris-HCI pH 8,8, uréia 6M, 30% glicerol, 2% SDS,
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0.002% de azul de bromofenol) contendo 125 mM de DTT e, em seguida, durante 15 minutos
no mesmo tampao contendo 125 mM de iodoacetamida. Apos equilibrio das fitas, a segunda
dimensao foi realizada por eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida 12,5% (SDS-
PAGE) nas seguintes condi¢des: 600V, 30mA por gel, 30W por 30 minutos e em seguida:
600V, 40mA por gel, 30W por 4 horas. Os geis foram entdo fixados em solucdo contendo
40% etanol e 10% de acido acético por 30 minutos. Posteriormente, foram corados com
“Comassie Brilliant Blue colloidal por sete dias. Para revelagdo dos spots, os géis foram
descorados com agua destilada durante trés dias.

Anélise de imagens bidimensionais: Apds a coloracdo, 0s mapas proteicos foram
documentados e as imagens analisadas utilizando-se o aparelho ImageScanner Il (GE
Healthcare). Foram criados géis consenso a partir de trés replicatas do gel por condigédo
estabelecida. A anélise dos spots foi realizada pelo programa ImageMaster™ 2D Platinum
v6.0.

Para a andlise diferencial dos spots proteicos, dois grupos foram analisados. Cada
grupo foi formado por plasma de um controle, um paciente AT e um paciente PT. O primeiro
grupo do sexo masculino e o segundo grupo do sexo feminino (Tab. 03).

Os pontos que apresentaram a diferenca de pelo menos duas vezes na intensidade
foram considerados como proteinas/peptideos diferencialmente expressos. A analise
diferencial foi realizada comparando-se a quantidade, presenca ou auséncia de spots em cada
condicéo (plasma de doadores saudaveis x pacientes antes x pds- tratamento).

O numero de spots diferenciais selecionados para remocdo em cada um dos géis

consensos, nos dois grupos, consta na tabela 03.
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Tabela 3. Dados referentes aos géis selecionados para sequenciamento por espectrometria de
massas ESI-QTof (Electrospray lonization).

Numero de spots

Gel Codigo da amostra? ) Sexo Condigéo Grupo
selecionados
A MHOM/BR/10/IM5590 62 F Controle 01
B MHOM/BR/10/IM5685 19 M Controle 02
C MHOM/BR/10/IM5637 115 F AT 01
D MHOM/BR/10/IM5696 67 F PT 01
E MHOM/BR/08/IM5520 146 M PT 02
F MHOM/BR/11/IM5775 133 M AT 02

aDesignacao: hospedeirosfM=Mammalia: HOM: Homo sapiens/pais de origem/ano de isolamento/codigo de
origem]; AT- Antes do Tratamento e PT- P4s Tratamento

Digestao e identificacdo de proteinas por espectrometria de massas (Electrospray
lonization): Os spots diferenciais foram selecionados, excisados manualmente e submetidos a
digestdo em gel com tripsina conforme protocolo modificado, descrito por Shevchenko et al.
(1996).

Uma aliquota (4,5 uL) da mistura obtida apds a digestao foi separada em resina C18
(75um x 100 mm) RP-nanoUPLC (nanoAcquity, Waters) acoplada a um espectro de massa
Q-Tof Ultima (Waters) com fonte de nano eletrospray a uma taxa de fluxo de 0.6 mL/min. O
gradiente foi de 2-90% de acetonitrila em 0.1% de &cido férmico por 20 minutos. O
instrumento foi operado no modo 'top three', no qual um espectro MS foi obtido, seguido por
MS/MS dos trés picos mais intensamente detectados. Os espectros resultantes foram
processados utilizando o software Mascote Distiller 2.2.1.0, 2008, Matrix Science (MassLynx
V4.1) e comparados com o banco de dados de proteinas do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) usando o software Mascote, com a carbamido metilagio com uma
modificacdo fixa, oxidagdo da metionina como modifica¢do variavel, permissdo de até uma

clivagem de tripsina perdida e uma tolerancia de 0.1 Da para precursor e fragmentos de ions.
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Analises estatisticas: As andlises estatisticas foram realizadas a partir das
intensidades dos spots das proteinas diferenciais utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0
(San Diego, CA, EUA). Todos os dados foram considerados como apresentando uma
distribuicdo ndo paramétrica, e, portanto, as analises comparativas entre 0s grupos foram
realizadas por meio da andlise de variancia ANOVA seguido pelo teste de Kruskal-Wallis e
Mann Whitney. A significancia estatistica foi definida em ambos os casos em p<0,05.

A intensidade de um spot fornece informacdes quantitativas a respeito da expressao

diferencial de proteinas em um estudo comparativo (ASHTON et al., 2001)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 542 spots selecionados nos géis consensos, 479 foram analisados por
espectrometria de massas. O sequenciamento por ESI-Q Tof resultou na identificacdo de 52
proteinas e 17 isoformas que foram agrupadas de acordo com as suas categorias funcionais.
Deste total, 29 (42%) sdo proteinas de defesa, 15 (21,7%) de transporte, 18 (27,5%) de
regulacao, 03 (4%) estruturais e 03 (4%) que nao foram agrupadas (Tab. 4).

No presente estudo, cinco proteinas tiveram suas expressdes diferenciadas (anexo)
com significancia estatistica de p < 0,05 entre os grupos estudados: Isoforma 1 do fator B do
Complemento, Isoforma 1 do fator H do Complemento, Proteina relacionada a Haptoglobina
(HPR), Serotransferrina e Cadeia alfa do Fibrinogénio (Fig. 01 e 02). Estas proteinas
apareceram em diferentes spots, com variagcdes em suas massas moleculares e em seus pontos
isoelétricos, isto provavelmente é resultado de modificagdes pos-traducionais (Fig. 02).

A seguir descricdo e funcdo das proteinas/peptideos sequenciadas que foram

diferencialmente expressas no plasma e apresentaram maior significancia estatistica em dois
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momentos na infeccdo ativa em pacientes com L. (V.) guyanensis e de pacientes clinicamente
curados apoés tratamento com antimonial pentavalente:

a) Isoforma 1 do Fator B do Complemento e Isoforma 1 do Fator H do
Complemento- Os niveis de dois componentes da via alternativa do Complemento, Isoforma
1 do fator B e Isoforma 1 do fator H, foram diferencialmente expressos. A isoforma | do fator
B apresentou-se diferenciada entre o grupo controle e pacientes (AT e PT) [p= 0,0057]; e a
Isoforma 1 do fator H teve maior intensidade em pacientes AT em relacdo aos controles (p=
0,0444) [Fig. 01].

O sistema imune inato representa a primeira linha de defesa contra as infeccdes
microbianas, tendo o sistema complemento como um importante mecanismo que resulta na
ativacdo da opsonizacdo do patogeno, producdo de anafilatoxinas pré-inflamatorias que
recrutam células para o sitio da infeccdo (macréfagos, neutrofilos, eosinofilos, basofilos,
mastocitos e algumas células dendriticas), fagocitose e lise (DUNKELBERGER; SONG,
2009; CESTARIA et al, 2013). A ativacdo da via complemento constitui um elo fundamental
entre a resposta imune inata e adquirida (LIMONCU et al., 2011).

O sistema complemento é constituido por mais de 30 proteinas séricas e de
membrana associadas, ativadas em cascata, que culminam com a formacgdo de complexo de
atague a membrana (CAM) na superficie do patégeno, causando lise da célula (AMBROSIO;
MESSIAS-REASON, 2005; LAMBRIS et al, 2008; CESTARI; RAMIREZ, 2010). Sao trés
principais vias de ativacao do sistema complemento: a via classica que € ativada quando 1gG e
IgM se ligam a superficie do patdgeno; a via alternativa que é ativada na auséncia de
anticorpos quando C3 reage com um grupo hidroxila ou amina na superficie do agente
patogénico; e a via da lectina que é semelhante a via classica, mas ocorre na auséncia de
anticorpos onde a lectina ligante de manose se liga a manose na superficie do patdgeno

(CESTARI; RAMIREZ, 2010; GOTO; SANCHEZ, 2013).
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Tabela 4. Categorias de processos bioldgicos de proteinas de plasmas de pacientes infectados
por Leishmania (Viannia) guyanensis e de doadores voluntarios, obtidas em géis 2-DE
sequenciadas por espectrometria de massas (ESI-Q Tof) e identificadas no banco de dados
NCBI.

CATEGORIAS

Proteinas de transporte

Afamin
Alpha-1-acid glycoprotein 1
Apolipoprotein A-l
Ceruloplasmin
Haptoglobin
Hemoglobin subunit beta
Isoform 2 of Serum albumin
Retinol-binding protein 4
Transthyretin
Vitamin D-binding protein isoform 1
Hemoglobin subunit alpha
Hemopexin
HPR 31 kDa protein
Isoform 1 of Haptoglobin-related protein
Serotransferrin

Proteinas de defesa

Alpha-2-macroglobulin
Complement C3-like, partial
Complement C4-A
Complement component C6 precursor
Complement component C9
Complement factor B
Complement factor |
Fibrinogen beta chain
Fibrinogen beta chain isoform 2 preproprotein
Highly similar to Complement factor B
Highly similar to Homo sapiens
Highly similar to Protein Tro alphal
IGK@ protein
IGL@ protein
Isoform 1 of Complement factor H
Isoform 1 of Fibrinogen alpha chain
Isoform 2 of Complement factor B (Fragment)
Isoform 2 of Ig mu chain C region
Isoform Gamma-B of Fibrinogen gamma chain
Neuroblastoma of Homo sapiens


mailto:IGK@%20protein
mailto:IGL@%20protein
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Protein (SNC73) mRNA

Continuacao..

Proteinas de defesa

SNC66 protein
Zinc-alpha-2-glycoprotein
Beta-2-glycoprotein 1
Complement C3 (Fragment)

Ig mu heavy chain disease protein
Isoform 1 of Complement factor B (Fragment)
Myeloma
Plasminogen

Enzimas

Carbonic anhydrase 2

Proteinas reguladoras

64 kDa protein
Alpha-1-antitrypsin null variant (Fragment)
Antithrombin-111
Highly similar to ALPHA-1-ANTICHYMOTRYPSIN
Isoform 1 of Alpha-1-antitrypsin
Isoform 1 of Clusterin
Isoform 2 of Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4
Isoform 2 of Pre-mRNA-processing factor 39
Isoform HMW of Kininogen-1
Leucine-rich alpha-2-glycoprotein
Ribosomal protein S6 kinase alpha-3
Serum amyloid P-component
Transcription factor (Fragment)
Vitronectin
Inter-alpha (Globulin) inhibitor H2, isoform CRA_a
Isoform 2 of Bromo adjacent homology domain-containing 1 protein
Pigment epithelium-derived fator
Plasma protease C1 inhibitor

Funcéo estrutural

Isoform 1 of Gelsolin
Isoform 1 of Tropomyosin alpha-4 chain
Cytoplasmic 2

Processo biolégico desconhecido

Highly similar to Alpha-2-HS-glycoprotein
Isoform 1 of Alpha-1B-glycoprotein
13 kDa protein
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As trés vias com as respectivas C3 convertases convergem para promover a clivagem
do C3 em C3a (fator quimiotatico) e C3b. C3b liga-se a C3 convertase, em seguida, forma a
C5 convertase que cliva C5, gerando Cbha (factor quimiotatico) e fragmentos de C5b. O
fragmento C5b inicia a montagem dos componentes C6, C7, C8 e C9 resultando na formacéo
do complexo de ataque a membrana (CAM) C5b-C6-C7-C8-C9 (GOTO; SANCHEZ, 2013).

A via alternativa é filogeneticamente a mais antiga e mais importante via de ativacao
do complemento e que proporciona um mecanismo de defesa altamente eficiente contra a
invasdo de microrganismos (ZIPFEL, 2001). E iniciada pela hidrélise espontanea de C3, com
formacéo de C3b soluvel (C3b-H20), que se liga ao fator B. Uma vez associados, 0 complexo
C3b-H20-B é clivado pela serino-protease fator D, que cliva o fator B, formando C3b-H,0O-
Bb solGvel. Este produto possui baixa atividade, mas é capaz de ativar vagarosamente outras
moléculas de C3.

Se a molécula de C3b se liga a alguma célula do organismo, ela acaba sendo
inativada e ao se ligar a uma superficie estranha, ela continuara ativa e sera capaz de receber
moléculas do fator B que €é imediatamente ativado a Bb formando C3bBb
(DUNKELBERGER, SONG, 2010). Com a ligacéo de mais uma molécula de C3b ao lado do
complexo, forma-se a C5 convertase (C3bBb3b), que € eficaz na ativacdo de C5 (BANDA et
al., 2010). Este processo culmina na formacdo do CAM. Esta via pode ser amplificada ou
inibida através da ligacdo de properdina ou fator H, respectivamente, ao C3b aderente
(DUNKELBERGER, SONG, 2009). A properdina, também conhecida como fator P,
estabiliza o complexo C3bBb3b funcionando assim como uma proteina ativadora. O fator H
atua na C3 convertase da via alternativa removendo Bb do complexo C3bBb ou servindo
como cofator para a proteolise mediada por fator I (RICKLIN et al., 2010).

No hospedeiro vertebrado, apés a introducdo das formas promastigotas pelo vetor,

ocorre a ativacdo do sistema complemento através das vias, classica, alternativa ou das
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lectinas (MOSSER et al., 1984; 1986; NAVIN et al., 1989; LAURENTI et al., 2004;
DOMINGUEZ; MORENO, 2003; 2004; AMBROSIO; DE MESSIAS-REASON, 2005).

Limoncu et al. (2011), determinaram pela nefelometria os niveis de C1, C3 e C4 em
pacientes com leishmaniose cutanea (LC) e visceral (LV) e verificam que os niveis de C3
foram maiores que C4 em ambas as formas da doenca, confirmando a ativacdo da via
alternativa do complemento. E devido aos niveis elevados de C3, especialmente em pacientes
com LC, os autores sugerem que em casos com baixo nimero de amastigotas ou em regides
onde infeccBes secundarias, fungicas e bacterianas sao comuns, a determinacdo do nivel de
C3 pode ser um parametro no diagnostico da leishmaniose.

O fator B da via alternativa mostra estrutural e funcional homologia com o regulador
C2 da via cléssica (ZIPFEL, 2001); e o fator H € um importante acelerador do decaimento
funcional da via alternativa. Ele pode ligar-se a C3b acoplado a uma célula ou na fase fluida
facilitando a degradacdo enzimatica de C3b pelo fator I. Dessa forma, o circuito de
amplificacdo é controlado pelo blogueio da formacdo da C3 convertase, dissociacdo da C3
convertase, ou pela digestdo enzimatica de C3b (ZIPFEL, 2001; RICKLIN et al., 2010).

As proteinas do sistema Complemento sdo consideradas proteinas de fase aguda
positiva (GABAY, KUSHNER, 1999). Durante processos inflamatérios, hd mudancas nas
concentracOes de diversas proteinas do plasma. Proteina de fase aguda é definida como aquela
cuja concentracdo plasmatica aumenta (proteinas de fase aguda positiva) ou diminui
(proteinas de fase aguda negativa) por pelo menos 25% durante desordens inflamatorias
(GABAY; KUSHNER, 1999).

Noronha et al. (1998) demonstraram que L. (V.) guyanensis, entre outras espécies, €
capaz de ativar o complemento pela via alternativa. Fato que pode ser aqui reforcado, visto
que a expressao diferencial de dois componentes da via alternativa do complemento, Isoforma

1 do fator B nos pacientes em ambos os momentos AT e PT e Isoforma 1 do fator H no grupo
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AT, indicando possivelmente a ativacdo da via alternativa durante a doenca, em pacientes
infectados por L. (V.) guyanensis.

b) Proteina relacionada a Haptoglobina- A proteina relacionada a haptoglobina
(HPR) teve maior expressdo em pacientes AT em relacdo ao grupo controle (p=0,0364) [Fig.
01]. A HPR é uma proteina que possui semelhanca de 91% com a haptoglobina (Hp) sérica e
é encontrada em concentracfes baixas, de 5 a 10% do nivel da Hp (BENSI et al., 1985;
NIELSON et al., 2006). A Hp é uma proteina de fase aguda positiva do soro que se liga a
hemoglobina (Hb) livre liberada de células vermelhas do sangue apo6s trauma ou infeccao
(THEILGAARD-MONCH et al., 2006) e por sua vez, se ligam por um complexo de alta
especificidade ao receptor CD163 de mondcitos e macrofagos, resultando em endocitose
mediada por células hepaticas de Kupffer (KRISTIANSEN et al., 2001; GRAVERSEN et al.,
2002). Esse processo promove a depuracdo da Hb/heme livre, evitando danos oxidativos e
desencadeia resposta anti-inflamatéria (CARTER; WORWOOD, 2007; THOMSEN et al.,
2013). J4 a HPR, tem alta afinidade pela Hb, mas o complexo formado ndo é reconhecido
pelo receptor CD163, ndo sendo assim removido da circulagdo (BENSI et al., 1985;
NIELSON et al., 2006; WIDENER et al., 2007). Especula-se que o complexo HPR-HDb liga-se
a antioxidante Apoliproteina Al (ApoA-1) no plasma, protegendo o sistema circulatério das
propriedades oxidativas da hemoglobina (GARNER et al., 1998; NIELSON et al., 2006).

A HPR é uma proteina exclusiva de primatas, assim como a Apoliproteina L-1
(ApoL-1) [SMITH; HAJDUK., 1995; MUJARAN et al., 1998; VANHAMME et al., 2003;
POELVOORDE et al., 2004; PEREZ-MORGA et al., 2005; SHIFLETT et al., 2005]. Ambas,
juntamente com Apoliproteina Al (ApoA-1), encontrada em todas as subclasses de HDL,
fazem parte do “Trypanosome Lytic Factor” (TLF) [DRAIN et al., 2001; SHIFLETT et al.,
2005]. O TLF participa da imunidade inata de primatas protegendo contra a infec¢do por

Trypanosoma brucei brucei (THONSOM et al., 2009). HPR e ApoL-1 sdo toxicas para T. b.
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brucei, mas quando estdo presentes na mesma molécula de HDL, a atividade contra o parasito
¢ aumentada em 800 vezes (SHIFLETT et al., 2005). A ligacdo da HPR-Hb aumenta
significativamente a ligacdo do TLF ao receptor no T. b. brucei, localizado na bolsa flagelar
(DRAIN et al., 2001; GREEN et al., 2003). O TLF ¢ entdo endocitado através de vesiculas e
levada até o lisossoma. Dentro do ambiente acido do lisossoma, o TLF é ativado levando o
parasito a morte (LORENZ et al., 1994; HAGER et al., 1994; SHIMAMURA et al., 2001). A
ApoL-1 possui acdo na formacdo de poros na membrana lisossomal desencadeando influxo de
ions e lise do parasito por osmose (PERES-MORGA et al., 2005); e a HPR induz uma reacéo
Fenton dependente de ferro dentro do lisossoma &cido que provoca a formacdo de radicais
livres e peroxidacdo das membranas lisossomais (HAGER et al., 1994; SMITH et al., 1995;
BISHOP et al., 2001).

TLF €é considerado como um novo componente da imunidade inata, ele é endocitado
por macréfagos e liberado com os lisossomos. Testes in vitro demonstram que o TLF pode se
ligar a superficie de promastigotas metaciclicas e num pH baixo os faz inchar, provavelmente
devido a formag&o de poros, reduzindo assim a sua infectividade. Nas formas amastigotas, as
TLF ndo se ligam e sdo resistentes, isto € um exemplo de evasao do patogeno (SAMANOVIC
et al., 2009).

Também foi demonstrado que ApoL-1 e HPR foram ambos necessarios para a
reducdo de lesdes em camundongos transgénicos para TLF in vivo. Os dados sugerem que
HPR é um ligante para um receptor ainda nao identificado em macrdfagos, que aumenta a
absorcéo de TLF e ApoL-1, formando entdo poros diretamente na membrana plasmatica de
promastigotas metaciclicos prejudiciais ao parasito, mas esse mecanismo de acdo ndo esta
claramente definido (SAMANOVIC et al., 2009).

Imrie et al (2012), atraves de ensaio imunoenzimatico (ELISA) mediram os niveis de

HPR em plasma de criancas do Gabédo durante periodo sazonal de transmissdo de malaria
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onde se detecta resposta de fase aguda na infec¢do por esta doenca e compararam o nivel de
HPR detectado com o de criangas caucasianas, sem evidéncia de resposta de fase aguda. O
nivel de HPR encontrado foi correlacionado com o nivel de Hp, sugerindo que suas
expressdes sejam reguladas pelos mesmos mecanismos, como pela citocina IL-6. Seu nivel
diminuiu com a idade e foi maior no sexo feminino. Concluiram também que a variacao
individual nos niveis de HPR esta relacionada também ao gendtipo Hp, a demografia, a
maléria e a resposta de fase aguda; e sugerem que o HPR também confere resisténcia a
maléria e a outros organismos patogénicos. A HPR também tem sido associada a diversos
tipos de cancer, sendo avaliado como antigeno tumoral e indicador de progressdo da doenca e
resposta a terapia (KUHAJDA et al., 1989; EPELBAUM et al., 1998; ZHAO et al., 2007;
ABBOTT et al., 2008; HAMRITA et al., 2008).

Apesar da HPR ser considerada proteina de fase aguda positiva de infeccdo, neste
estudo somente foi observada diferenca estatistica significante na expressdo desta proteina
entre o grupo controle e AT (p=0,0364). Em relacdo a diferenca entre AT e PT, ndo houve
significancia estatistica, embora observando-se o grafico, houve reducdo da média no grupo

PT.



Fator B do sistema Complemento Fator H do sistema Complemento
0.20 - 0.25 -
p= 0,0057 A
0.15- o204 T
2 a s p=0,0444
£ 0.10; 5 015 =
& = ¥ 1
gn.us- uga 4 2 o010l .
g "
nnuz 0.054 e
*
-0.05 . . . 0.00 . . T
C ontrole AT PT Controle AT PT
Serotransferrina Proteina relacionada a Haptoglobina
056 -
1.0+ p=0,0498
p=00364 "
] 2] | |
= = 044
= = Ay,
g g
E E o A
1A |
—a— A
ool —= : o
Controle Controle AT PT

Cadeia alfa do Fibrinogénio

0.05-

0.04 p=0,0476

0.03+

0.02- | .

0.01-

Intensidade

0.00 T T
Controle AT

Figura 1. Niveis de intensidade de proteinas diferencialmente expressas em plasma de
pacientes com Leishmaniose cutdnea causada por Leishmania (Viannia) guyanensis e
grupo controle (p < 0,05). Legenda: AT: antes tratamento; PT: pds-tratamento com
antimonial pentavalente; p: p valor. Os tracos indicam as diferengas com relevancia

estatistica das proteinas entre as condi¢des estudadas.
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c) Serotransferrina- A Serotransferrina € uma proteina de fase aguda negativa
(GABAY; KUSHNER, 1999) e, neste estudo, teve menor expressdao no AT em relacdo ao PT
(p=0,0196) e expresséo diferenciada entre o grupo controle e pacientes (AT + PT) [p=0,0498]
[Fig. 01]. Esta proteina € classificada como uma transferrina, glicoproteina extracelular
transportadora de ferro, encontrada no plasma e no fluido linfatico (RATLEDGE; DOVER,
2000). E responsavel por doar o ferro para as células através de sua interagio com o receptor
de transferrina presente na membrana das mesmas. Este complexo é internalizado ocorrendo
entdo a liberacao do ferro no pool intracelular, que sera utilizado no metabolismo da célula ou
incorporado a ferritina (BERES et al., 2005).

A serotransferrina tem dois centros diferentes de ligacao ao ferro e quase nunca esta
saturada, garantindo a neutralizacdo de qualquer liberacdo adicional de ferro que possa
ocorrer durante infeccdo, controlando seu nivel (RATLEDGE; DOVER, 2000). A toxicidade
do ferro esta relacionada ao ferro livre, ndo ligado a transferrina. Quando a concentracdo de
ferro livre aumenta, este pode promover a formacdo de radicais livres através da reacdo de
Fenton, resultando em estresse oxidativo causando danos teciduais (GOMME; MCCANN,
2005; ANDREWS, 2008; CANCADO; CHIATONNE, 2010).

Em muitas doencas infecciosas ha uma regulacdo no metabolismo do ferro
caracterizado pela hipoferremia, em que ha reducdo dos niveis de saturacdo da transferrina.
Como 0s microrganismos patogénicos requerem comumente o ferro para o crescimento,
proliferacdo e viruléncia, a resposta hipoferrémica acaba reduzindo a disponibilidade do
elemento aos patogenos invasores (WEINBERG, 1978; MALAFAIA, 2008; PINTO, 2008).

Estudos utilizando modelo animal sugerem que organismos que passam parte do seu
ciclo vital intracelularmente, como o protozoario causador da malaria (Plasmodium), as
micobactérias, Salmonela invasiva e Yersinia, apresentam crescimento e viruléncia

prejudicados pela deficiéncia de ferro e sdo beneficiados pela terapia com este mineral
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(OPPENHEIMER, 2001; UMBELINO, 2009). A incidéncia de malaria, por exemplo, é
significativamente menor em criancas com deficiéncia de ferro (OPPENHEIMER, 2001;
NYAKERIGA et al., 2004; SAZAWAL et al., 2006).

As leishmanias também necessitam do ferro no ambiente hostil dos macréfagos para
seu crescimento intracelular (HUYNH; ANDREWS, 2008; MARQUIS; GROS, 2007). As
formas intracelulares possuem enzimas dependentes de ferro que as protegem dos
mecanismos microbicidas dos macréfagos, como a metaloenzima superdxido dismutase
(SODs), que tém papel na desintoxicacdo de intermediarios reativos de oxigénio, incluindo
anions superéxidos produzidos pelos macréfagos (PARAMCHUK et al., 1997; GHOSH et al.,
2003; PLEWES et al., 2003; FANG, 2004; GETACHEW; GEDAMU, 2007). A inativacdo do
Fe-SOD afeta a viruléncia da Leishmania e sobrevivéncia intracelular (GHOSH et al., 2003).

A hipoferremia durante as doencas infecciosas é desencadeada pelo estimulo da IL-6
na sintese hepatica de hepcidina, horménio regulador do metabolismo do ferro (NEMETH et
al., 2004; 2006). Esta inibe a acdo da ferroportina, proteina transportadora de ferro celular.
Nos macro6fagos, o ferro entdo fica retido ao invés de passar para a transferrina plasmatica. A
consequéncia é a hipoferremia que ainda € intensificada pela diminuicdo da sintese hepética
de transferrina e aumento de apoferritina nos macréfagos, favorecendo o armazenamento
inacessivel do ferro (CANCADO; CHIATTONE, 2002; FAILACE et al., 2009). Espir
(2013), estudando a resposta imune em pacientes com LC causada por L. (V.) guyanensis no
Amazonas, detectou niveis aumentados da IL-6 nos individuos infectados.

Apesar de ndo ter havido diferenca estatistica significante na expressdo da
serotransferrina entre os grupos Controle e AT, a média de expressdo no grupo AT em relacao
ao controle foi menor. E como houve significancia entre AT e PT, com maior expressao
protéica no PT, conclui-se que durante a doenca, houve uma queda na expressdao da

Serotransferrina (Fig. 01).
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A partir destes resultados, é possivel sugerir que a setrotransferrina durante a
leishmaniose tem seu nivel de expressdo diminuido durante a doenca provavelmente
relacionado a diminuicdo do ferro livre, fato comum observado em doencas parasitarias; e
aumento da sua concentracdo ap0s a cura clinica, quando o nivel de ferro livre volta a
aumentar.

d) Cadeia alfa do Fibrinogénio- O Fibrinogénio é uma proteina de fase aguda
positiva (KAMATH; LIP, 2003) composta de dois conjuntos idénticos de trés cadeias
polipeptidicas denominadas Aca, BB e vy, unidas por pontes dissulfeto (STANGOU et al.,
2010). No presente trabalho, a expresséo da isoforma 1 da cadeia o do fibrinogénio foi maior
no grupo AT em relacdo ao grupo Controle (p=0,0476).

Esta proteina do plasma com papel crucial na cascata de coagulacdo através de sua
conversdo para fibrina (ARIE et al., 2010) e nas reacGes inflamatdrias tem provavel papel no
reparo tecidual e na cicatrizacdo. A clivagem por trombina resulta em dois fibrinopeptideos, e
a molécula resultante polimeriza-se e mantém-se estavel devido ao fator XIIl e a pontes
interplaquetérias (ligagdo do fibrinogénio a glicoproteinas I1b/Illa) formando a fibrina. Uma
vez formada, a fibrina estimula a adesdo, a dispersao e a proliferacdo de células endoteliais
(VOLANAKIS, 2005; NETO; CARVALHO, 2009).

Em processos inflamatérios o fibrinogénio interage com leucécitos através das
integrinas, receptores de superficie, como Mac-1 e alpha X beta 2. Leucdcitos podem induzir
receptor para Mac-1 para se ligar ao fibrinogénio. O fibrinogénio possui também ligante para
Molécula 1 de Adeséo Intercelular (ICAM-1), e aumenta a interacédo entre células endoteliais
e monocitos. A ICAM-1 se comporta como uma superficie de célula ligante de MAC-1, tendo
papel fundamental na adeséo de leucdcitos ao endotélio vascular (ALTILIERE et al.,1988;
COLMAN, 1990; ALTIERE et al., 1990). A elevacdo da concentragdo do fibrinogénio

aumenta a concentracdo de ICAM-1 na superficie de células endoteliais, resultando na maior
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adesdo de leucdcitos a elas. O fibrinogénio ao se ligar ao receptor na superficie dos leucocitos
facilita uma reposta quimiotéatica, tendo importante papel no processo inflamatorio (VAN DE
STOLPE, et al., 1996; DUPERRAY, 1997; HARLEY et al., 2000).

Embora ndo tenha havido deteccdo da expressdo dessa proteina no grupo PT, a
evidéncia da maior expressao nos pacientes antes do tratamento esta de acordo com o fato de
o fibrinogénio ser considerado uma proteina de fase aguda positiva. As outras cadeias
polipeptidicas (B e y) foram expressas, mas ndo com diferenca estatistica significante entre
0S grupos.

De modo geral, os resultados deste estudo demonstram que apesar de terem sido
observadas diferencas na expressao das proteinas relacionadas a fase aguda de infeccdo, nao
foi possivel sugerir pelos resultados da analise protedmica de plasma de pacientes coletados
até quatro meses pos-tratamento, um marcador de infeccdo, resolucdo ou cura clinica, visto
gue, a menor expressao destas proteinas ndo foi significativa para este periodo e em alguns
casos houve até um aumento. Varios processos biolégicos estdo envolvidos na manutencao da
expressdao das proteinas de infeccdo mesmo apds a cura clinica na leishmaniose cutinea e

precisam ser melhor investigados.
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Figura 2. Spots diferencialmente expressos no gel 2-DE de poliacrilamida 12% (13 cm, pH 3-
10) do paciente MHOM/BR/11/IM5775 antes do tratamento. Numero de spots: 85, 90, 88, 94
e 286 - Isoforma | do fator H do Complemento; 159, 162, 167, 181, 183, 158, 163, 168, 170,
174, 177, 281, 478, 479 e 528 - Serotransferrin; 307, 314 e 527 -HPR; 160 e 471 - Isoforma |
do fator B do Complemento; 216, 226, 229, 316 -Isoform 1 da cadeia alfa do Fibrinogénio.
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ANEXO
- Macht/n°
Ly Nome da prtoteina Codigo kDa Valor  Score K eptideos Sequencia de peptideos
spot P NCBI Pl Mascot Coveage peptid q PEp
(queries)
Gene_Symbol=CFH KGEWVALNPLR NGFYPATR HGGLYHENMR RPYFPVAVGK  TKNDFTWFK
F85 Isoform 1 of IP100029739 143680 6.21 105 9% 15/114 IDVHLVPDR  SSNLIILEEHLK EFDHNSNIR LSYTCEGGFR LSYTCEGGFR
Complement factor H CFEGFGIDGPAIAK CFEGFGIDGPAIAK CFEGFGIDGPAIAK YPSGER EIMENYNIALR
Gene_Symbol=CFH GEWVALNPLRK IIYKENER HGGLYHENMR HGGLYHENMR  RPYFPVAVGK
F8s Isoform 1 of IP100029739 143680 6.21 9 7% 14/101 AKYQCK AKYQCK IDVHLVPDR SSNLIILEEHLK SSNLIILEEHLK LSYTCEGGFR
Complement factor H LSYTCEGGFR YPSGER EIMENYNIALR
Gene_Symbol=CFH GEWVALNPLR RPYFPVAVGK  SCDIPVFMNAR NDFTWFK  NDFTWFK
F94 Isoform 1 of IP100029739 143680 6.21 173 8% 12/124 SSNLIILEEHLK SSNLIILEEHLK SSQESYAHGTK SSQESYAHGTK
Complement factor H TDCLSLPSFENAIPMGEK EIMENYNIALR TGESVEFVCK
Gene_Symbol=CFH GEWVALNPLR IVSSAMEPDR FVCNSGYK RPYFPVAVGK SCDIPVFMNAR
F90 Isoform 1 of IP100029739 143680 6.21 188 7% 11/109 SSNLIILEEHLK SSNLIILEEHLK SSQESYAHGTK CFEGFGIDGPAIAK
Gene_Symbol=TF EDPQTFYYAVAVVK DGAGDVAFVK DGAGDVAFVK HSTIFENLANK DSAHGFLK
F479 — forri IP100022463 79294 6.81 261 17% 13/261 MYLGYEYVTAIR SASDLTWDNLK TAGWNIPMGLLYNK FDEFFSEGCAPGSK
Serotransferrin KDSSLCK KDSSLCK EGYYGYTGAFR HQTVPQNTGGK
EDPQTFYYAVAVVK DGAGDVAFVK HSTIFENLANK DSAHGFLK
_ MYLGYEYVTAIR MYLGYEYVTAIR MYLGYEYVTAIR SASDLTWDNLK
= 0,
F183 Gene_Symbol .TF IP100022463 79294 6.81 388 23% 19/140 TAGWNIPMGLLYNK FDEFFSEGCAPGSK KDSSLCK EGYYGYTGAFR
Serotransferrin HQTVPQNTGGK DYELLCLDGTR DYELLCLDGTR DKEACVHK DKEACVHK
DLLFRDDTVCLAK YLGEEYVK
KASYLDCIR ASYLDCIR EDPQTFYYAVAVVK DSGFQMNQLR DGAGDVAFVK
HSTIFENLANK HSTIFENLANK SKEFQLFSSPHGK EFQLFSSPHGK
Gene_Symbol=TF 681 34% DLLFKDSAHGFLK DSAHGFLK VPPRMDAK VPPRMDAK VPPRMDAK VPPRMDAK
F162 Serotransferrin IP100022463 79294 : 389 ° 33/131 MYLGYEYVTAIR SASDLTWDNLK TAGWNIPMGLLYNK TAGWNIPMGLLYNK
FDEFFSEGCAPGSK KDSSLCK EGYYGYTGAFR GDVAFVK HQTVPQNTGGK
NLNEKDYELLCLDGTR APNHAVVTR APNHAVVTRK DKEACVHK DKEACVHK
LHDRNTYEK AVGNLRK CSTSSLLEACTFR CSTSSLLEACTFR
s Svmbol=TE EDPQTFYYAVAVVK HSTIFENLANK EFQLFSSPHGK DSAHGFLK
ene_Symbol= 6.81 18% MYLGYEYVTAIR SASDLTWDNLK SASDLTWDNLK SCHTAVGR SCHTAVGR
Fa78 Serotransferrin 1P100022463 79294 240 151122 TAGWNIPMGLLYNK ~ TAGWNIPMGLLYNK  FDEFFSEGCAPGSK  KDSSLCK
EGYYGYTGAFR HQTVPQNTGGK
EDPQTFYYAVAVVK  HSTIFENLANK  HSTIFENLANK  ADRDQYELLCLDNTR
Gene_Symbol=TF ADRDQYELLCLDNTR  KPVDEYK KPVDEYK EFQLFSSPHGK DSAHGFLK
F181 Serotransferrin IPI00022463 20294 6.61 205 24% 24/128 MYLGYEYVTAIR CDEWSVNSVGK CDEWSVNSVGK SASDLTWDNLK

SASDLTWDNLK TAGWNIPMGLLYNK FDEFFSEGCAPGSK KDSSLCK KDSSLCK
EGYYGYTGAFR EGYYGYTGAFR GDVAFVK HQTVPQNTGGK DKEACVHK
DKEACVHK



http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F040049.dat&hit=IPI00029739&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F040044.dat&hit=IPI00029739&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F040043.dat&hit=IPI00029739&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
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http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F040038.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F040027.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F040026.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=34&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F040025.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F040023.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=34&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
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No
spot

Nome da prtoteina

Caddigo
NCBI

Valor
Pl

Score
Mascot

%
Coveage

Macht/no
peptideos
(queries)

Sequencia de peptideos

F170

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

572

31%

33/123

EDPQTFYYAVAVVK DGAGDVAFVK DGAGDVAFVK HSTIFENLANK
HSTIFENLANKADR HSTIFENLANKADR ADRDQYELLCLDNTR KPVDEYK
EFQLFSSPHGK EFQLFSSPHGK DSAHGFLK MYLGYEYVTAIR LKCDEWSVNSVGK
SASDLTWDNLK SASDLTWDNLK SCHTAVGR SCHTAVGR TAGWNIPMGLLYNK
TAGWNIPMGLLYNK FDEFFSEGCAPGSK KDSSLCK KDSSLCK EGYYGYTGAFR
EGYYGYTGAFR GDVAFVK HQTVPOQNTGGK DYELLCLDGTR DYELLCLDGTR
APNHAVVTR DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK YLGEEYVK

F527

Gene_Symbol=HPR 31
kDa protein

1P100431645

31673

8.48

167

50%

22/123

ILGGHLDAK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGKK
DIAPTLTLYVGKK DIAPTLTLYVGKK VVLHPNYSQVDIGLIK
VVLHPNYSQVDIGLIK VVLHPNYSQVDIGLIK VSVNER VMPICLPSK DYAEVGR
VGYVSGWGR FTDHLK YVMLPVADQDQCIR HYEGSTVPEKK HYEGSTVPEKK
SPVGVQPILNEHTFCAGMSK SPVGVQPILNEHTFCAGMSK SCAVAEYGVYVK
SCAVAEYGVYVK VTSIQDWVQK

F177

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

662

30%

28/132

KASYLDCIR  ASYLDCIR  ASYLDCIR EDPQTFYYAVAVVK  DSGFQMNQLR
DGAGDVAFVK HSTIFENLANK EFQLFSSPHGK DLLFKDSAHGFLK DSAHGFLK
VPPRMDAK VPPRMDAK VPPRMDAK MYLGYEYVTAIR
IMNGEADAMSLDGGFVYIAGK SASDLTWDNLK SCHTAVGR TAGWNIPMGLLYNK
TAGWNIPMGLLYNK FDEFFSEGCAPGSK KDSSLCK KDSSLCK EGYYGYTGAFR
GDVAFVK APNHAVVTR DKEACVHK DKEACVHK AVGNLRK

F168

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

715

33%

38/166

KASYLDCIR ASYLDCIR EDPQTFYYAVAVVK KDSGFQMNQLR DSGFQMNQLR
DSGFQMNQLR DGAGDVAFVK  HSTIFENLANK EFQLFSSPHGK DSAHGFLK
DSAHGFLK VPPRMDAK MYLGYEYVTAIR MYLGYEYVTAIR
EGTCPEAPTDECKPVK KSASDLTWDNLK SASDLTWDNLK SCHTAVGR
TAGWNIPMGLLYNK TAGWNIPMGLLYNK FDEFFSEGCAPGSK KDSSLCK
KDSSLCK KDSSLCK KDSSLCK EGYYGYTGAFR EGYYGYTGAFR GDVAFVK
NLNEKDYELLCLDGTR DYELLCLDGTR APNHAVVTR DKEACVHK DKEACVHK
DKEACVHK DKEACVHK DLLFRDDTVCLAK AVGNLRK AVGNLRK

F163

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

692

32%

38/152

ASYLDCIR EDPQTFYYAVAVVK KDSGFQMNQLR DSGFQMNQLR DGAGDVAFVK
DGAGDVAFVK  HSTIFENLANK  SKEFQLFSSPHGK DSAHGFLK VPPRMDAK
VPPRMDAK MYLGYEYVTAIR SASDLTWDNLK KSCHTAVGR KSCHTAVGR
TAGWNIPMGLLYNK FDEFFSEGCAPGSK FDEFFSEGCAPGSK KDSSLCK KDSSLCK
KDSSLCK EGYYGYTGAFR HQTVPONTGGK NPDPWAK NLNEKDYELLCLDGTR
DYELLCLDGTR APNHAVVTR DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK
DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK DLLFRDDTVCLAK DLLFRDDTVCLAK
DDTVCLAK DDTVCLAK

F167

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

725

29%

36/144

KASYLDCIR ASYLDCIR EDPQTFYYAVAVVK EDPQTFYYAVAVVK
EDPQTFYYAVAVVK KDSGFQMNQLR DSGFQMNQLR DSGFQMNQLR
DGAGDVAFVK DGAGDVAFVK HSTIFENLANK HSTIFENLANK HSTIFENLANK
ADRDQYELLCLDNTR ADRDQYELLCLDNTR DSAHGFLK VPPRMDAK
VPPRMDAK EGTCPEAPTDECKPVK SASDLTWDNLK SCHTAVGR
TAGWNIPMGLLYNK TAGWNIPMGLLYNK FDEFFSEGCAPGSK KDSSLCK
KDSSLCK  EGYYGYTGAFR DYELLCLDGTR  APNHAVVTR  APNHAVVTR
APNHAVVTR DKEACVHK DKEACVHK DLLFRDDTVCLAK DLLFRDDTVCLAK



http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F040019.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F040015.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F040013.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F040012.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F040011.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=34&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F040009.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
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No Valor Score % MBI
Nome da prtoteina Cadigo NCBI kDa peptideos Sequencia de peptideos
spot Pl Mascot  Coveage (queries)
ILGGHLDAK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGKK DIAPTLTLYVGKK
Gene_Symbol=HPR 31 34% DIAPTLTLYVGKK QLVEIEK VSVNER VMPICLPSKDYAEVGR VGYVSGWGR
F307 D protein IP100431645 31673 8.48 201 16/162 FTDHLK HYEGSTVPEK HYEGSTVPEKK HYEGSTVPEKK
SPVGVQPILNEHTFCAGMSK SPVGVQPILNEHTFCAGMSK
SPVGVQPILNEHTFCAGMSK
Gene_Symbol=HPR 31 ILGGHLDAK GSFPWQAK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGKK DIAPTLTLYVGKK
F314 kDa protein IP100431645 31673 8.48 286 31% 13/147 KQLVEIEK QLVEIEK VSVNER VGYVSGWGR FTDHLK HYEGSTVPEK
SPVGVQPILNEHTFCAGMSK SPVGVQPILNEHTFCAGMSK
Gene_Symbol=FGA
F316 Isoform 1 of Fibrinogen 1P100021885 95656 5.70 43 2% 3/91 EYHTEK EYHTEK HRHPDEAAFFDTASTGK
alpha chain
Gene_Symbol=FGA 5% GLIDEVNQDFTNR VQHIQLLOK QLEQVIAK MKPVPDLVPGNFK
F226  Isoform 1 of Fibrinogen 1P100021885 95656 5.70 203 10/87 MKPVPDLVPGNFK MKPVPDLVPGNFK MELERPGGNEITR GDKELR
alpha chain HPDEAAFFDTASTGK HPDEAAFFDTASTGK
Gene_Symbol=FGA 570 DSHSLTTNIMEILR DSHSLTTNIMEILR  QLEQVIAK  MKPVPDLVPGNFK
F229 Isoform 1 of Fibrinogen IP100021885 95656 : 55 7% 11/97 MKPVPDLVPGNFK MKPVPDLVPGNFK MELERPGGNEITR GDKELR GDKELR
alpha chain VTSGSTTTTR VTSGSTTTTR
Gene_Symbol=FGA
Isoform 1 of Fibrinogen GLIDEVNQDFTNR GLIDEVNQDFTNR NSLFEYQK NSLFEYQK DSHSLTTNIMEILR
F216A alpha chain ° IF100021885 95656 5.70 58 5% 117129 DSHSLTTNIMEILR RLEVDIDIK GDKELR GDKELR GDKELR GDKELR
IsSer:%iyg;ll):?lI)_r; %gAen 19% NSLFEYQK DSHSLTTNIMEILR GDFSSANNR VSEDLR VSEDLR AQLVDMK
F216B 2lpha chain 1P100021885 95656 5.70 93 15/130 QLEQVIAK  MKPVPDLVPGNFK  MKPVPDLVPGNFK  MKPVPDLVPGNFK
VTSGSTTTTR TVIGPDGHK TVIGPDGHK HPDEAAFFDTASTGK QFTSSTSYNR
EDPQTFYYAVAVVK DSGFQMNQLR DGAGDVAFVK DGAGDVAFVK
Gene_Symbol=TF 6.81 HSTIFENLANK DSAHGFLK MYLGYEYVTAIR SASDLTWDNLK
Fr4 Serotransferrin IF100022463 79294 223 18% 147118 TAGWNIPMGLLYNK ~ TAGWNIPMGLLYNK ~EGYYGYTGAFR  HQTVPQNTGGK
DYELLCLDGTR YLGEEYVK
Gene_Symbol=TF 6.81 ASYLDCIR EDPQTFYYAVAVVK DSGFQMNQLR DGAGDVAFVK HSTIFENLANK
F281 Serotransferrin IF100022463 79294 158 10% 9/110 HSTIFENLANK MYLGYEYVTAIR MYLGYEYVTAIR SASDLTWDNLK
LLQEGQALEYVCPSGFYPYPVQTR LLQEGQALEYVCPSGFYPYPVQTR KVGSQYR
2 . (1]
F131 'Soigé?grl;fa:crg;ﬁ;ge”t IF100921523 86847 0 22/108 EAGIPEFYDYDVALIK EAGIPEFYDYDVALIK EAGIPEFYDYDVALIK
EAGIPEFYDYDVALIK ALFVSEEEK ALFVSEEEKK EKLQDEDLGFL
EKLQDEDLGFL
ASYLDCIR EDPQTFYYAVAVVK DSGFQMNQLR DGAGDVAFVK DGAGDVAFVK
Gene_Symbol=TE 681 HSTIFENLANK EFQLFSSPHGK MYLGYEYVTAIR SASDLTWDNLK SCHTAVGR
F159 Sooanstortin 1P100022463 79294 : 387 25% 23/115 SCHTAVGR TAGWNIPMGLLYNK FDEFFSEGCAPGSK KDSSLCK EGYYGYTGAFR
GDVAFVK NLNEKDYELLCLDGTR APNHAVVTR APNHAVVTR APNHAVVTR
DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK
Foo8 Gene_Symbol=TF P100022463 79204 6.81 17 8% 61110 ASYLDCIR DSAHGFLK MYLGYEYVTAIR SASDLTWDNLK EGYYGYTGAFR

Serotransferrin

HQTVPQNTGGK



http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F040005.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F040004.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F040002.dat&hit=IPI00021885&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F040001.dat&hit=IPI00021885&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F039997.dat&hit=IPI00021885&db_idx=1&px=1&ave_thresh=34&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F039993.dat&hit=IPI00021885&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F039987.dat&hit=IPI00021885&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F039985.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F039982.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F039979.dat&hit=IPI00921523&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F039975.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=34&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F039974.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
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No a -~ Valor Score % Macht/no . .
Nome da prtoteina Cadigo NCBI kDa peptideos Sequencia de peptideos
spot Pl Mascot  Coveage .
(queries)
Gene_Symbol=TF
= - 7% EDPQTFYYAVAVVK MYLGYEYVTAIR MYLGYEYVTAIR KDSSLCK
F158 Serotransferrin 1P100022463 79294 6.81 142 6/171 EGYYGYTGAFR HQTVPQNTGGK
Gene_Symbol=CFH IVSSAMEPDR  FVCNSGYK  NGFYPATR  HGGLYHENMR  RPYFPVAVGK
Isoform 1 of Complement 9% RPYFPVAVGK TKNDFTWFK IDVHLVPDR EQVQSCGPPPELLNGNVK
F286A factor H 1P100029739 143680 621 % 141135 CFEGFGIDGPAIAK CFEGFGIDGPAIAK CFEGFGIDGPAIAK YPSGER
EIMENYNIALR
EDPQTFYYAVAVVK EDPQTFYYAVAVVK HSTIFENLANK KPVDEYK
EFQLFSSPHGK DSAHGFLK VPPRMDAK MYLGYEYVTAIR MYLGYEYVTAIR
Gene_Symbol=TF IMNGEADAMSLDGGFVYIAGK SASDLTWDNLK SASDLTWDNLK SASDLTWDNLK
A191 Serotransferrin IP100022463 79294 6.81 506 30% 30/135 TAGWNIPMGLLYNK TAGWNIPMGLLYNK TAGWNIPMGLLYNK
FDEFFSEGCAPGSK KDSSLCK EGYYGYTGAFR EGYYGYTGAFR EGYYGYTGAFR
GDVAFVK HQTVPQNTGGK NLNEKDYELLCLDGTR KPVEEYANCHLAR
DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK YLGEEYVK
EDPQTFYYAVAVVK HSTIFENLANK HSTIFENLANKADR KPVDEYK
Gene Svmbol=TF 280 DCHLAQVPSHTVVAR EFQLFSSPHGK DSAHGFLK IMNGEADAMSLDGGFVYIAGK
A62 SerEtansferr_in IP100022463 79294 6.81 316 ° 23/122 SASDLTWDNLK SASDLTWDNLK SCHTAVGR SCHTAVGR TAGWNIPMGLLYNK
FDEFFSEGCAPGSK EGYYGYTGAFR EGYYGYTGAFR GDVAFVK HQTVPQNTGGK
DYELLCLDGTR DYELLCLDGTR KPVEEYANCHLAR DKEACVHK DKEACVHK
Gene Svmbol=TF 6.81 14% EDPQTFYYAVAVVK DSGFQMNQLR HSTIFENLANK HSTIFENLANK
A61 SerEtansferr_in IP100022463 79294 i 229 ° 12/165 MYLGYEYVTAIR SASDLTWDNLK SASDLTWDNLK SCHTAVGR SCHTAVGR
TAGWNIPMGLLYNK KDSSLCK EGYYGYTGAFR
Gene Svmbol=HPR 31 8.48 DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK VVLHPNYSQVDIGLIK VVLHPNYSQVDIGLIK
E252 _kga rot_e in IP100431645 31673 ' 229 32% 11/145 VMPICLPSK VGYVSGWGR YVMLPVADQDQCIR HYEGSTVPEK SCAVAEYGVYVK
p SCAVAEYGVYVK VTSIQDWVQK
ILGGHLDAK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGKK VVLHPNYSQVDIGLIK
Gene_Symbol=HPR 31 0 QKVSVNER  VMPICLPSK  VGYVSGWGR  FTDHLK  YVMLPVADQDQCIR
E249 kDa protein 1P100431645 31673 848 176 41% 141171 HYEGSTVPEKK HYEGSTVPEKK SCAVAEYGVYVK SCAVAEYGVYVK
VTSIQDWVQK
ILGGHLDAK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGKK DIAPTLTLYVGKK
Gene_Symbol=HPR 31 0 DIAPTLTLYVGKK  VVLHPNYSQVDIGLIK  VVLHPNYSQVDIGLIK  VMPICLPSK
E246 kDa protein 1P100431645 31673 848 343 43% 16/119 VGYVSGWGR YVMLPVADQDQCIR HYEGSTVPEKK HYEGSTVPEKK
SPVGVQPILNEHTFCAGMSK SCAVAEYGVYVK SCAVAEYGVYVK VTSIQDWVQK
Gene_Symbol=HPR 31 8.48 GSFPWQAK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK
E241 kDa protein IP100431645 31673 ' 218 29% 15/140 DIAPTLTLYVGKK  QLVEIEK  VVLHPNYSQVDIGLIK  VVLHPNYSQVDIGLIK
VSVNER VMPICLPSK VGYVSGWGR VGYVSGWGR FTDHLK HYEGSTVPEK
ILGGHLDAK GSFPWQAK GSFPWQAK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGKK
Gene Svmbol=HPR 31 8.48 DIAPTLTLYVGKK DIAPTLTLYVGKK KQLVEIEK KQLVEIEK QLVEIEK QLVEIEK
E237 _kga rot; in IP100431645 31673 : 248 41% 22/118 VSVNER VMPICLPSK VMPICLPSK VMPICLPSKDYAEVGR VMPICLPSKDYAEVGR
P VMPICLPSKDYAEVGR VGYVSGWGR FTDHLK HYEGSTVPEK
SPVGVQPILNEHTFCAGMSK SCAVAEYGVYVK
ILGGHLDAK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGKK
£235 Gene_Symbol=HPR 31 IPI00431645 31673 8.48 201 34% 10127 DIAPTLTLYVGKK  DIAPTLTLYVGKK  KQLVEIEK  KQLVEIEK  QLVEIEK

kDa protein

QKVSVNER QKVSVNER VSVNER VMPICLPSK VGYVSGWGR FTDHLK
YVMLPVADQDQCIR HYEGSTVPEKK VTSIQDWVQK VTSIQDWVQK



http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F039969.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F039967.dat&hit=IPI00029739&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F039963.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F039959.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120702/F039957.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=34&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120630/F039947.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120630/F039945.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120630/F039942.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120630/F039941.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120630/F039939.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120630/F039937.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
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E231

Gene_Symbol=HPR 31
kDa protein

1P100431645

31673

8.48

282

35%

17/134

GSFPWQAK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGKK
DIAPTLTLYVGKK DIAPTLTLYVGKK QLVEIEK VSVNER VMPICLPSK
VGYVSGWGR VGYVSGWGR FTDHLK HYEGSTVPEK HYEGSTVPEKK
SPVGVQPILNEHTFCAGMSK SPVGVQPILNEHTFCAGMSK VTSIQDWVQK

E226

Gene_Symbol=HPR 31
kDa protein

1P100431645

31673

8.48

377

40%

13/132

ILGGHLDAK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGKK
DIAPTLTLYVGKK VMPICLPSK VMPICLPSKDYAEVGR VGYVSGWGR
YVMLPVADQDQCIR HYEGSTVPEK SPVGVQPILNEHTFCAGMSK
SCAVAEYGVYVK VTSIQDWVQK

E223

Gene_Symbol=HPR 31
kDa protein

1P100431645

31673

8.48

170

28%

10/167

DIAPTLTLYVGK VSVNER VSVNER FTDHLK YVMLPVADQDQCIR
HYEGSTVPEKK HYEGSTVPEKK SPVGVQPILNEHTFCAGMSK
SPVGVQPILNEHTFCAGMSK VTSIQDWVQK

E212

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

141

12%

9/146

EDPQTFYYAVAVVK HSTIFENLANK DSAHGFLK MYLGYEYVTAIR
SASDLTWDNLK EGYYGYTGAFR EGYYGYTGAFR HQTVPQNTGGK KEACVHK

El64

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

142

11%

13/142

DGAGDVAFVK DGAGDVAFVK HSTIFENLANK HSTIFENLANKADR DSAHGFLK
FDEFFSEGCAPGSK KDSSLCK KDSSLCK EGYYGYTGAFR DKEACVHK
DKEACVHK DKEACVHK YLGEEYVK

E138

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

IP100022463

79294

6.81

351

19%

17/135

KDSGFQMNQLR CLKDGAGDVAFVK DGAGDVAFVK DGAGDVAFVK
HSTIFENLANK DSAHGFLK MYLGYEYVTAIR MYLGYEYVTAIR
TAGWNIPMGLLYNK TAGWNIPMGLLYNK FDEFFSEGCAPGSK KDSSLCK
KDSSLCK EGYYGYTGAFR HQTVPONTGGK KPVEEYANCHLAR YLGEEYVK

E133

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

734

31%

43/201

SVIPSDGPSVACVK KASYLDCIR ASYLDCIR EDPQTFYYAVAVVK DGAGDVAFVK
DGAGDVAFVK EFQLFSSPHGK VPPRMDAK MYLGYEYVTAIR
EGTCPEAPTDECKPVK  KSASDLTWDNLK  KSASDLTWDNLK  SASDLTWDNLK
KSCHTAVGR KSCHTAVGR SCHTAVGR SCHTAVGR SCHTAVGR SCHTAVGR
TAGWNIPMGLLYNK KDSSLCK KDSSLCK KDSSLCK KDSSLCK KDSSLCK
KDSSLCK EGYYGYTGAFR GDVAFVK GDVAFVK NLNEKDYELLCLDGTR
DYELLCLDGTR APNHAVVTR DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK
EACVHK EACVHK DLLFRDDTVCLAK DLLFRDDTVCLAK YLGEEYVK
CSTSSLLEACTFR CSTSSLLEACTFR

E132

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

484

33%

37/152

KASYLDCIR  ASYLDCIR DSGFQMNQLR DSGFQMNQLR DGAGDVAFVK
DGAGDVAFVK  HSTIFENLANK  ADRDQYELLCLDNTR ADRDQYELLCLDNTR
SKEFQLFSSPHGK DLLFKDSAHGFLK VPPRMDAK MYLGYEYVTAIR
IMNGEADAMSLDGGFVYIAGK SASDLTWDNLK TAGWNIPMGLLYNK
FDEFFSEGCAPGSK FDEFFSEGCAPGSK KDSSLCK KDSSLCK EGYYGYTGAFR
GDVAFVK GDVAFVK DYELLCLDGTR APNHAVVTR APNHAVVTR APNHAVVTR
DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK
DKEACVHK DLLFRDDTVCLAK DLLFRDDTVCLAK LHDRNTYEK



http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120630/F039935.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120630/F039932.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120630/F039930.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120630/F039922.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120630/F039890.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120630/F039881.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120630/F039878.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120630/F039877.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
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E127

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

539

23%

43/181

ASYLDCIR DGAGDVAFVK DGAGDVAFVK HSTIFENLANK DQYELLCLDNTR
KPVDEYK KPVDEYKDCHLAQVPSHTVVAR KPVDEYKDCHLAQVPSHTVVAR
VPPRMDAK  VPPRMDAK  VPPRMDAK  LKCDEWSVNSVGK  KSCHTAVGR
KSCHTAVGR KSCHTAVGR KSCHTAVGR SCHTAVGR SCHTAVGR SCHTAVGR
SCHTAVGR TAGWNIPMGLLYNK TAGWNIPMGLLYNK KDSSLCK KDSSLCK
KDSSLCK KDSSLCK KDSSLCK KDSSLCK KDSSLCK NLNEKDYELLCLDGTR
DYELLCLDGTR DYELLCLDGTR APNHAVVTR DKEACVHK DKEACVHK
DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK EACVHK EACVHK
KCSTSSLLEACTFR KCSTSSLLEACTFR

E126

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

720

34%

47/186

KASYLDCIR KASYLDCIR ASYLDCIR EDPQTFYYAVAVVK EDPQTFYYAVAVVK
EDPQTFYYAVAVVK DSGFQMNQLR KSCHTGLGR DGAGDVAFVK
HSTIFENLANKADR EFQLFSSPHGK VPPRMDAK VPPRMDAK
EGTCPEAPTDECKPVK WCALSHHER WCALSHHER SASDLTWDNLK KSCHTAVGR
KSCHTAVGR KSCHTAVGR SCHTAVGR SCHTAVGR SCHTAVGR SCHTAVGR
SCHTAVGR  TAGWNIPMGLLYNK  TAGWNIPMGLLYNK  FDEFFSEGCAPGSKK
KDSSLCK KDSSLCK KDSSLCK KDSSLCK GDVAFVK NLNEKDYELLCLDGTR
NLNEKDYELLCLDGTR DYELLCLDGTR APNHAVVTR DKEACVHK DKEACVHK
DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK DLLFRDDTVCLAK DLLFRDDTVCLAK
YLGEEYVK CSTSSLLEACTFR CSTSSLLEACTFR

E125

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

494

22%

44/210

KSCHTGLGR SCHTGLGR SCHTGLGR CLKDGAGDVAFVK CLKDGAGDVAFVK
DLLFKDSAHGFLK DSAHGFLK VPPRMDAK VPPRMDAK
IMNGEADAMSLDGGFVYIAGK  IMNGEADAMSLDGGFVYIAGK  SASDLTWDNLK
SASDLTWDNLK  KSCHTAVGR  KSCHTAVGR  KSCHTAVGR  KSCHTAVGR
KSCHTAVGR SCHTAVGR SCHTAVGR TAGWNIPMGLLYNK TAGWNIPMGLLYNK
TAGWNIPMGLLYNK KDSSLCK KDSSLCK KDSSLCK KDSSLCK KDSSLCK
KDSSLCK  EGYYGYTGAFR DYELLCLDGTR  APNHAVVTR  APNHAVVTR
DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK
DKEACVHK DKEACVHK EACVHK LHDRNTYEK AVGNLRK

E102

Gene_Symbol=CFB
Isoform 1 of Complement
factor B (Fragment)

1P100921523

86847

6.67

103

8%

7/106

KVGSQYR LEDSVTYHCSR YGLVTYATYPK VSEADSSNADWVTK KDNEQHVFK
DNEQHVFK ALFVSEEEKK

E101

Gene_Symbol=CFB
Isoform 1 of Complement
factor B (Fragment)

1P100921523

86847

6.67

196

17%

21/130

LEDSVTYHCSR  LEDSVTYHCSR  KCLVNLIEK CLVNLIEK  YGLVTYATYPK
YGLVTYATYPK YGLVTYATYPK VSEADSSNADWVTK QLNEINYEDHK
QLNEINYEDHK QLNEINYEDHK DNEQHVFK DNEQHVFK ISVIRPSK
EAGIPEFYDYDVALIK YGQTIRPICLPCTEGTTR EELLPAQDIK ALFVSEEEK
ALFVSEEEK ALFVSEEEKK EKLQDEDLGFL

E99

Gene_Symbol=CFB
Isoform 1 of Complement
factor B (Fragment)

IP100921523

86847

6.67

322

20%

21/114

VGSQYR VASYGVKPR YGLVTYATYPK YGLVTYATYPK VSEADSSNADWVTK
ISVIRPSK VSVGGEKR EAGIPEFYDYDVALIK YGQTIRPICLPCTEGTTR
EELLPAQDIK ALFVSEEEK ALFVSEEEK ALFVSEEEKK ALFVSEEEKK
ALFVSEEEKK  DAQYAPGYDK DISEVVTPR DISEVVTPR  GDSGGPLIVHK
QVPAHAR EKLQDEDLGFL

E98

Gene_Symbol=CFB
Isoform 1 of Complement
factor B (Fragment)

1P100921523

86847

6.67

105

19%

14/120

LLQEGQALEYVCPSGFYPYPVQTR KVGSQYR KVGSQYR LEDSVTYHCSR
YGLVTYATYPK VSEADSSNADWVTK DLLYIGK DNEQHVFK
KEAGIPEFYDYDVALIK EAGIPEFYDYDVALIK YGQTIRPICLPCTEGTTR
EELLPAQDIK ALFVSEEEK EKLQDEDLGFL



http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120630/F039873.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120630/F039872.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120630/F039871.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120630/F039861.dat&hit=IPI00921523&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120630/F039860.dat&hit=IPI00921523&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120630/F039858.dat&hit=IPI00921523&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120630/F039857.dat&hit=IPI00921523&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
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No Valor Score % e
Nome da prtoteina Cadigo NCBI kDa peptideos Sequencia de peptideos
spot Pl Mascot  Coveage (queries)
FVCNSGYK  IIYKENER _ CTLKPCDYPDIK  HGGLYHENMR _ RPYFPVAVGK
Gene_Symbol=CFH RPYFPVAVGK  SCDIPVFMNAR  TKNDFTWFK  ECELPK  IDVHLVPDR
Isoform 1 of Complement 6.21 15% SSNLILEEHLK SSNLIILEEHLK VSVLCQENYLIQEGEEITCK
E69 factor H 1PI00029739 143680 249 241121 VSVLCQENYLIQEGEEITCKDGR LSYTCEGGFR CFEGFGIDGPAIAK
TDCLSLPSFENAIPMGEK ~ TDCLSLPSFENAIPMGEKK ~ TDCLSLPSFENAIPMGEKK
QMSKYPSGER YPSGER EIMENYNIALR TGESVEFVCKR TGESVEFVCKR
Gene_Symbol=TF HSTIFENLANK EFQLFSSPHGK DSAHGFLK MYLGYEYVTAIR SASDLTWDNLK
D94 Seratransfertin IPI00022463 79294 681 109 13% 9173 DEFFSEGCAPGSK EGYYGYTGAFR DKEACVHK YLGEEYVK
Gene_Symbol=TF HSTIFENLANK HSTIFENLANK MYLGYEYVTAIR MYLGYEYVTAIR
D90 Seratansferrin |F10002246% 79294 6.81 208 7% 8/56 MYLGYEYVTAIR SASDLTWDNLK EGYYGYTGAFR YLGEEYVK
DSGFOMNQLR DGAGDVAFVK DGAGDVAFVK HSTIFENLANK EFQLFSSPHGK
Gene_Symbol=TF 22% MYLGYEYVTAIR MYLGYEYVTAIR IMNGEADAMSLDGGFVYIAGK
D57 et IP100022463 79294 6.81 219 18/116 IMNGEADAMSLDGGFVYIAGK SASDLTWDNLK FDEFFSEGCAPGSK ~KDSSLCK
KDSSLCK  EGYYGYTGAFR  DYELLCLDGTR  APNHAVVTR  DKEACVHK
YLGEEYVK
Gene_Symbol=CFH TGDEITYQCR _ NGFYPATR _ NGFYPATR _ HGGLYHENMR _ RPYFPVAVGK
Isoform 1 of Complement RPYFPVAVGK RPYFPVAVGK  SCDIPVFMNAR TKNDFTWFK  IDVHLVPDR
D33 factoer IPI00029739 143680  6.21 202 11% 18/128 SSNLIILEEHLK ~ SSNLIILEEHLK EFDHNSNIR LSYTCEGGFR LSYTCEGGFR
CFEGFGIDGPAIAK TDCLSLPSFENAIPMGEK EIMENYNIALR
SLGNVIMVCR SLGNVIMVCR GEWVALNPLRK IVSSAMEPDR
Gene_Symbol=CFH IVSSAMEPDREYHFGQAVR FVCNSGYK IIYKENER RPYFPVAVGK ~KFVQGK
Isoform 1 of Complement SCDIPVFMNAR ~ TKNDFTWFK ~ NDFTWFK  IDVHLVPDR  SSNLILEEHLK
D32 factor H IPI00029739 143680 621 233 15% 28121 \wosipLCVEK WQSIPLCVEK SSQESYAHGTK CFEGFGIDGPAIAK
CFEGFGIDGPAIAK ~ TDCLSLPSFENAIPMGEK  QMSKYPSGER  TGESVEFVCK
TGESVEFVCK
ILGGHLDAK _ ILGGHLDAK _ GSFPWQAK  DIAPTLTLYVGK  DIAPTLTLYVGK
Gene Symbol=HPR 31 DIAPTLTLYVGK  DIAPTLTLYVGKK  DIAPTLTLYVGKK  DIAPTLTLYVGKK
D127 ~aDa protein 100431645 31673 648 A75 7% 051143 VVLHPNYSQVDIGLIK VMPICLPSK DYAEVGR VGYVSGWGR HYEGSTVPEKK
B e : HYEGSTVPEKK ~ HYEGSTVPEKK  SCAVAEYGVYVK  SCAVAEYGVYVK
SCAVAEYGVYVK ~ SCAVAEYGVYVK ~SCAVAEYGVYVK  SCAVAEYGVYVK
SCAVAEYGVYVK SCAVAEYGVYVK VTSIQDWVQK
p1o7  CGene_Symbol=HPR 31 35% &iﬁ?&?&@em DIQ(PQTLIQ/TEIT\E(?(/GKKQLVE?EA};PTL\I;\TXSRKK VSVN%IR’APT\I;EI_DT(;/SDEE
Y . 0
A kDa protein IP100431645 31673 8.48 360 18/167 VGYVSGWGR YVMLPVADQDQCIR HYEGSTVPEKK HYEGSTVPEKK
HYEGSTVPEKK SCAVAEYGVYVK SCAVAEYGVYVK VTSIQDWVQK
ILGGHLDAK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK
D122 Gene Symbol=HPR 21 DIAPTLTLYVGKK DIAPTLTLYVGKK DIAPTLTLYVGKK KQLVEIEK KQLVEIEK
B HeDa protein IP100431645 31673 8.48 a7 40% 22/139 VSVNER VSVNER VMPICLPSK DYAEVGR VGYVSGWGR FTDHLK FTDHLK
YVMLPVADQDQCIR HYEGSTVPEK HYEGSTVPEKK HYEGSTVPEKK
SCAVAEYGVYVK VTSIQDWVQK
- ILGGHLDAK _ILGGHLDAK GSFPWQAK DIAPTLTLYVGK QLVEIEK VSVNER
D}L\B Ge”e—fg;“é’ro(:t; ikr']PR 31 IP100431645 31673 8.48 180 40% 14/155 VMPICLPSKDYAEVGR VGYVSGWGR FTDHLK HYEGSTVPEK HYEGSTVPEK

SPVGVQPILNEHTFCAGMSK SPVGVQPILNEHTFCAGMSK VTSIQDWVQK



http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120630/F039842.dat&hit=IPI00029739&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120629/F039826.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120629/F039824.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=34&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120629/F039816.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120629/F039808.dat&hit=IPI00029739&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120629/F039807.dat&hit=IPI00029739&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120629/F039803.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=34&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120629/F039802.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120629/F039801.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120629/F039800.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
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D120

Gene_Symbol=HPR 31
kDa protein

1P100431645

31673

8.48

328

21%

13/160

ILGGHLDAK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGKK
DIAPTLTLYVGKK  DIAPTLTLYVGKK  DIAPTLTLYVGKK  DIAPTLTLYVGKK
VGYVSGWGR FTDHLK HYEGSTVPEKK SCAVAEYGVYVK SCAVAEYGVYVK

D120

Gene_Symbol=HPR 31
kDa protein

1P100431645

31673

8.48

504

41%

24/145

ILGGHLDAK  GSFPWQAK  GSFPWQAK  DIAPTLTLYVGK  DIAPTLTLYVGK
DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK
DIAPTLTLYVGKK KQLVEIEK KQLVEIEK QLVEIEK VSVNER
VMPICLPSKDYAEVGR VGYVSGWGR FTDHLK HYEGSTVPEKK HYEGSTVPEKK
SPVGVQPILNEHTFCAGMSK SPVGVQPILNEHTFCAGMSK SCAVAEYGVYVK
SCAVAEYGVYVK SCAVAEYGVYVK

D119

Gene_Symbol=HPR 31
kDa protein

1P100431645

31673

8.48

197

22%

11/132

DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGKK DIAPTLTLYVGKK
DIAPTLTLYVGKK  VGYVSGWGR  FTDHLK  FTDHLK  YVMLPVADQDQCIR
HYEGSTVPEK VTSIQDWVQK

D118

Gene_Symbol=HPR 31
kDa protein

1P100431645

31673

8.48

370

28%

15/185

DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGKK DIAPTLTLYVGKK
DIAPTLTLYVGKK DIAPTLTLYVGKK QLVEIEK VSVNER VMPICLPSKDYAEVGR
VMPICLPSKDYAEVGR VGYVSGWGR FTDHLK HYEGSTVPEK SCAVAEYGVYVK
SCAVAEYGVYVK

D64

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

760

35%

40/195

KASYLDCIR KASYLDCIR ASYLDCIR EDPQTFYYAVAVVK DSGFQMNQLR
DSGFQMNQLR DGAGDVAFVK DGAGDVAFVK HSTIFENLANK SKEFQLFSSPHGK
EFQLFSSPHGK EFQLFSSPHGK DSAHGFLK VPPRMDAK VPPRMDAK VPPRMDAK
MYLGYEYVTAIR MYLGYEYVTAIR IMNGEADAMSLDGGFVYIAGK
SASDLTWDNLK TAGWNIPMGLLYNK TAGWNIPMGLLYNK FDEFFSEGCAPGSK
KDSSLCK KDSSLCK KDSSLCK EGYYGYTGAFR NPDPWAK
NLNEKDYELLCLDGTR DYELLCLDGTR APNHAVVTR DKEACVHK DKEACVHK
EACVHK DLLFRDDTVCLAK LLFRDDTVCLAK DLLFRDDTVCLAK AVGNLRK
KCSTSSLLEACTFR KCSTSSLLEACTFR

D61

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

523

27%

28/189

KASYLDCIR KASYLDCIR ASYLDCIR ASYLDCIR EDPQTFYYAVAVVK
EDPQTFYYAVAVVK DSGFQMNQLR DGAGDVAFVK HSTIFENLANK
SKEFQLFSSPHGK DSAHGFLK MYLGYEYVTAIR SASDLTWDNLK SCHTAVGR
TAGWNIPMGLLYNK FDEFFSEGCAPGSK KDSSLCK KDSSLCK EGYYGYTGAFR
GDVAFVK NLNEKDYELLCLDGTR DYELLCLDGTR APNHAVVTR DKEACVHK
DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK

D60

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

987

32%

41/176

WCAVSEHEATK WCAVSEHEATK WCAVSEHEATK SVIPSDGPSVACVK
SVIPSDGPSVACVK ASYLDCIR EDPQTFYYAVAVVK CLKDGAGDVAFVK
CLKDGAGDVAFVK KPVDEYK DSAHGFLK MYLGYEYVTAIR LKCDEWSVNSVGK
LKCDEWSVNSVGK IMNGEADAMSLDGGFVYIAGK IMNGEADAMSLDGGFVYIAGK
KSASDLTWDNLK KSCHTAVGR SCHTAVGR SCHTAVGR SCHTAVGR SCHTAVGR
SCHTAVGR TAGWNIPMGLLYNK  TAGWNIPMGLLYNK  FDEFFSEGCAPGSKK
KDSSLCK KDSSLCK EGYYGYTGAFR NLNEKDYELLCLDGTR
NLNEKDYELLCLDGTR NLNEKDYELLCLDGTR DYELLCLDGTR DYELLCLDGTR
DYELLCLDGTR DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK EACVHK
DLLFRDDTVCLAK DLLFRDDTVCLAK



http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120629/F039799.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120629/F039798.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120629/F039797.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120629/F039795.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120629/F039780.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120629/F039779.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120629/F039778.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=32&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
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D59

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

898

38%

41/189

KASYLDCIR  ASYLDCIR  EDPQTFYYAVAVVK  KSCHTGLGR  SCHTGLGR
DGAGDVAFVK HSTIFENLANK HSTIFENLANK HSTIFENLANKADR
ADRDQYELLCLDNTR ADRDQYELLCLDNTR EFQLFSSPHGK DSAHGFLK
VPPRMDAK VPPRMDAK VPPRMDAK VPPRMDAK MYLGYEYVTAIR
EGTCPEAPTDECKPVK WCALSHHER WCALSHHER LKCDEWSVNSVGK
LKCDEWSVNSVGK IMNGEADAMSLDGGFVYIAGK KSASDLTWDNLK
KSCHTAVGR TAGWNIPMGLLYNK TAGWNIPMGLLYNK KDSSLCK KDSSLCK
KDSSLCK  KDSSLCK  NLNEKDYELLCLDGTR DYELLCLDGTR APNHAVVTR
DKEACVHK DKEACVHK DLLFRDDTVCLAK DLLFRDDTVCLAK CSTSSLLEACTFR
CSTSSLLEACTFR

D55

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

878

38%

46/193

WCAVSEHEATK WCAVSEHEATK WCAVSEHEATK SVIPSDGPSVACVK
KASYLDCIR ASYLDCIR EDPQTFYYAVAVVK SCHTGLGR DGAGDVAFVK
ADRDQYELLCLDNTR EFQLFSSPHGK DSAHGFLK DSAHGFLK VPPRMDAK
VPPRMDAK MYLGYEYVTAIR IECVSAETTEDCIAK IECVSAETTEDCIAK
KSASDLTWDNLK KSASDLTWDNLK SASDLTWDNLK SCHTAVGR
TAGWNIPMGLLYNK ~ TAGWNIPMGLLYNK FDEFFSEGCAPGSKK  KDSSLCK
KDSSLCK  KDSSLCK  KDSSLCK  KDSSLCK EGYYGYTGAFR GDVAFVK
NLNEKDYELLCLDGTR NLNEKDYELLCLDGTR NLNEKDYELLCLDGTR
DYELLCLDGTR DYELLCLDGTR DKEACVHK DKEACVHK EACVHK
DLLFRDDTVCLAK DDTVCLAK YLGEEYVK YLGEEYVK CSTSSLLEACTFR
CSTSSLLEACTFR

D51

Gene_Symbol=HPR 31
kDa protein

1P100431645

31673

8.48

132

16%

9/32

DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK QLVEIEK
QLVEIEK VGYVSGWGR FTDHLK SCAVAEYGVYVK

A133

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

719

37%

39/141

ASYLDCIR EDPQTFYYAVAVVK EDPQTFYYAVAVVK DPQTFYYAVAVVK
DSGFQMNQLR SCHTGLGR DGAGDVAFVK  HSTIFENLANK  HSTIFENLANK
HSTIFENLANK KPVDEYK KPVDEYK SKEFQLFSSPHGK DSAHGFLK DSAHGFLK
LKCDEWSVNSVGK LKCDEWSVNSVGK IMNGEADAMSLDGGFVYIAGK
SASDLTWDNLK KSCHTAVGR KSCHTAVGR TAGWNIPMGLLYNK
TAGWNIPMGLLYNK FDEFFSEGCAPGSK FDEFFSEGCAPGSK FDEFFSEGCAPGSKK
KDSSLCK KDSSLCK EGYYGYTGAFR GDVAFVK HQTVPONTGGK
DYELLCLDGTR KPVEEYANCHLAR APNHAVVTR DKEACVHK DKEACVHK
DLLFRDDTVCLAK DLLFRDDTVCLAK DLLFRDDTVCLAK

A129

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

291

21%

25/110

DSGFQMNQLR DGAGDVAFVK DGAGDVAFVK HSTIFENLANK EFQLFSSPHGK
MYLGYEYVTAIR MYLGYEYVTAIR SCHTAVGR SCHTAVGR TAGWNIPMGLLYNK
TAGWNIPMGLLYNK TAGWNIPMGLLYNK FDEFFSEGCAPGSK FDEFFSEGCAPGSK
KDSSLCK EGYYGYTGAFR GDVAFVK APNHAVVTR DKEACVHK DKEACVHK
DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK YLGEEYVK AVGNLRK



http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120629/F039777.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120629/F039776.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120629/F039775.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=34&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1025&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120627/F039627.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120627/F039500.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
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A125

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

IP100022463

79294

6.81

789

33%

45/206

WCAVSEHEATK WCAVSEHEATK ASYLDCIR KDSGFQMNQLR KSCHTGLGR
SCHTGLGR DGAGDVAFVK HSTIFENLANK HSTIFENLANK ADRDQYELLCLDNTR
ADRDQYELLCLDNTR VPPRMDAK MYLGYEYVTAIR IECVSAETTEDCIAK
KSASDLTWDNLK SASDLTWDNLK SASDLTWDNLK KSCHTAVGR KSCHTAVGR
KSCHTAVGR SCHTAVGR TAGWNIPMGLLYNK TAGWNIPMGLLYNK
TAGWNIPMGLLYNK ~ TAGWNIPMGLLYNK  KDSSLCK KDSSLCK KDSSLCK
KDSSLCK LCMGSGLNLCEPNNK GDVAFVK GDVAFVK NLNEKDYELLCLDGTR
NLNEKDYELLCLDGTR  NLNEKDYELLCLDGTR DYELLCLDGTR DKEACVHK
DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK DLLFRDDTVCLAK DLLFRDDTVCLAK
DDTVCLAK YLGEEYVK CSTSSLLEACTFR

Al22

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

630

35%

36/129

ASYLDCIR ASYLDCIR EDPQTFYYAVAVVK KDSGFQMNQLR KDSGFQMNQLR
DGAGDVAFVK  HSTIFENLANK  KPVDEYK  KPVDEYK  SKEFQLFSSPHGK
EFQLFSSPHGK DSAHGFLK  VPPRMDAK  VPPRMDAK MYLGYEYVTAIR
MYLGYEYVTAIR LKCDEWSVNSVGK  SASDLTWDNLK  TAGWNIPMGLLYNK
TAGWNIPMGLLYNK FDEFFSEGCAPGSK KDSSLCK KDSSLCK EGYYGYTGAFR
EGYYGYTGAFR GDVAFVK HQTVPQNTGGK NLNEKDYELLCLDGTR
NLNEKDYELLCLDGTR DYELLCLDGTR KPVEEYANCHLAR DKEACVHK
DKEACVHK DLLFRDDTVCLAK DLLFRDDTVCLAK YLGEEYVK

Al16

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

320

22%

18/112

108 -121 815.4103 1628.8059 1628.8086 -0.0027 0 K.EDPQTFYYAVAVVK.K
HSTIFENLANK SKEFQLFSSPHGK SKEFQLFSSPHGK DSAHGFLK DSAHGFLK
MYLGYEYVTAIR  SASDLTWDNLK  TAGWNIPMGLLYNK  FDEFFSEGCAPGSK
EGYYGYTGAFR EGYYGYTGAFR GDVAFVK GDVAFVK  HQTVPQNTGGK
DKEACVHK DLLFRDDTVCLAK YLGEEYVK

A106

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

239

20%

15/138

EDPQTFYYAVAVVK HSTIFENLANK EFQLFSSPHGK MYLGYEYVTAIR
SASDLTWDNLK ~ SASDLTWDNLK  TAGWNIPMGLLYNK  FDEFFSEGCAPGSK
KDSSLCK EGYYGYTGAFR EGYYGYTGAFR HQTVPQNTGGK DYELLCLDGTR
DKEACVHK YLGEEYVK

A97

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

367

24%

22/138

ASYLDCIR EDPQTFYYAVAVVK DSGFQMNQLR DGAGDVAFVK HSTIFENLANK
EFQLFSSPHGK DSAHGFLK MYLGYEYVTAIR SASDLTWDNLK SASDLTWDNLK
TAGWNIPMGLLYNK  FDEFFSEGCAPGSK  KDSSLCK  KDSSLCK  KDSSLCK
KDSSLCK EGYYGYTGAFR APNHAVVTR DKEACVHK DKEACVHK DDTVCLAK
YLGEEYVK

A65

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

533

35%

33/118

ASYLDCIR EDPQTFYYAVAVVK DGAGDVAFVK DGAGDVAFVK HSTIFENLANK
HSTIFENLANK HSTIFENLANK HSTIFENLANK SKEFQLFSSPHGK DSAHGFLK
MYLGYEYVTAIR LKCDEWSVNSVGK IMNGEADAMSLDGGFVYIAGK
SASDLTWDNLK SCHTAVGR TAGWNIPMGLLYNK TAGWNIPMGLLYNK
FDEFFSEGCAPGSKK KDSSLCK KDSSLCK EGYYGYTGAFR GDVAFVK
HQTVPQNTGGK DYELLCLDGTR KPVEEYANCHLAR APNHAVVTRK
APNHAVVTRK DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK
DLLFRDDTVCLAK DLLFRDDTVCLAK



http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120627/F039497.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120627/F039494.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120627/F039488.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120627/F039621.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120627/F039614.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120627/F039592.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0

130

- Macht/no
NI Nome da prtoteina Codigo kDa VAl SCOre v eptideos Sequencia de peptideos
spot P NCBI Pl Mascot Coveage r()qﬁeries) q PEp
KASYLDCIR ASYLDCIR EDPQTFYYAVAVVK DSGFQMNQLR DSGFQOMNOQLR
DGAGDVAFVK DGAGDVAFVK HSTIFENLANK HSTIFENLANK HSTIFENLANK
SKEFQLFSSPHGK ~ DLLFKDSAHGFLK DSAHGFLK VPPRMDAK VPPRMDAK
MYLGYEYVTAIR IMNGEADAMSLDGGFVY IAGK SASDLTWDNLK
Gene_Symbol=TF TAGWNIPMGLLYNK TAGWNIPMGLLYNK TAGWNIPMGLLYNK
Ab4 Serotransferrin 1PI00022463 79294 6.81 655 35% 43/133 FDEFFSEGCAPGSK FDEFFSEGCAPGSK KDSSLCK KDSSLCK EGYYGYTGAFR
GDVAFVK  NLNEKDYELLCLDGTR  NLNEKDYELLCLDGTR DYELLCLDGTR
APNHAVVTR DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK
DKEACVHK DLLFRDDTVCLAK DLLFRDDTVCLAK DLLFRDDTVCLAK AVGNLRK
KCSTSSLLEACTFR KCSTSSLLEACTFR
DSGFOMNQLR DGAGDVAFVK DGAGDVAFVK HSTIFENLANK HSTIFENLANK
Gene_Symbol=TF . DSAHGFLK DSAHGFLKVPPR DSAHGFLKVPPR VPPRMDAK  VPPRMDAK
ABO Serotransferrin 1P100022463 79294 6.81 344 18% 19/128 MYLGYEYVTAIR  MYLGYEYVTAIR  SASDLTWDNLK  TAGWNIPMGLLYNK
KDSSLCK EGYYGYTGAFR HQTVPONTGGK DYELLCLDGTR YLGEEYVK
A204 Ge”e—lfgg‘;r"(:; 'i*nPR 31 IPI00431645 31673 8.48 59 12% 41126 DIAPTLTLYVGK SCAVAEYGVYVK VTSIQDWVQK VTSIQDWVQK
Gene_Symbol=CFH FVCNSGYK FVCNSGYK SPDVINGSPISQK SCDNPYIPNGDYSPLR RPYFPVAVGK
Isoform 1 of Complement . SCDIPVFMNAR  IDVHLVPDR  IDVHLVPDR  SSNLIILEEHLK  SSNLILEEHLK
AS0 factor H 1P100029739 143680 621 1 8% 147124 SSNLIILEEHLK TDCLSLPSFENAIPMGEK TDCLSLPSFENAIPMGEKK
EIMENYNIALR
Gene_Symbol=CFH 3%
A75  Isoform 1 of Complement  IP100029739 143680  6.21 72 o 4117 HGGLYHENMR RPYFPVAVGK SCDIPVFMNAR EIMENYNIALR
factor H
Gene_Symbol=TF MYLGYEYVTAIR  SASDLTWDNLK  TAGWNIPMGLLYNK _ FDEFFSEGCAPGSK
Als4 Serotransferrin 1PI00022463 70294 6.81 183 11% 71128 EGYYGYTGAFR APNHAVVTR YLGEEYVK
AL82 Gg’;f(—)tsr;’rq;?:r';:': IPI00022463 79294 6.81 20 1% 1/123 MYLGYEYVTAIR
Gene Svmbol=TF DSGFOMNQLR DSGFOMNQLR MYLGYEYVTAIR MYLGYEYVTAIR
AL77 SerEtansferr_in IPI00022463 79294 6.81 137 8% 9/121 MYLGYEYVTAIR  SASDLTWDNLK  SASDLTWDNLK  FDEFFSEGCAPGSK
EGYYGYTGAFR
?Zof§f£95§¥”;ﬁ,$:;§iﬁ NSLFEYQK VSEDLR AQLVDMK DLLPSRDR DRQHLPLIK MKPVPDLVPGNFK
B396 loha chain g 1P100021885 95656 5.70 62 8% 12/128 MKPVPDLVPGNFK MKPVPDLVPGNFKSQLOK MKPVPDLVPGNFKSQLOK
P ALTDMPQMR ALTDMPQMR MELERPGGNEITR
Gene_Symbol=TF DSGFOMNOLR HSTIFENLANK MYLGYEYVTAIR SASDLTWDNLK
B379 Serotransferrin 1P100022463 79294 6.81 123 12% 8/124 FDEFFSEGCAPGSK EGYYGYTGAFR APNHAVVTR YLGEEYVK
Gene_Symbol=FGA
Isoform 1 of Fibrinogen VTSGSTTTTR HRHPDEAAFFDTASTGK GSESGIFTNTK GSESGIFTNTK
B306 alpha chain IPI00021885 95656  5.70 136 7% 6/119 ESSSHHPGIAEFPSR QFTSSTSYNR
ISOGf%':fﬂyé?'l’:‘l’L:rﬁl %Aen GLIDEVNQDFTNR  GLIDEVNOQDFTNR  GDFSSANNR  IEVLKR  RLEVDIDIK
B284 9 IP100021885 95656 5.70 119 8% 12/128 EVDLKDYEDQQK EVDLKDYEDQQK EVDLKDYEDQQK QLEQVIAK

alpha chain

MKPVPDLVPGNFK MKPVPDLVPGNFK MKPVPDLVPGNFK



http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120627/F039591.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120627/F039589.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120627/F039551.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120627/F039584.dat&hit=IPI00029739&db_idx=1&px=1&ave_thresh=32&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120627/F039598.dat&hit=IPI00029739&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120627/F039542.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120627/F039541.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120627/F039538.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039660.dat&hit=IPI00021885&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039656.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039655.dat&hit=IPI00021885&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039653.dat&hit=IPI00021885&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
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No . o Valor Score % Macht/no . .
Nome da prtoteina Cadigo NCBI kDa peptideos Sequencia de peptideos
spot Pl Mascot  Coveage (queries)
Gene. Symbol=HPR 1 DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGKK DIAPTLTLYVGKK QLVEIEK
B227 ~a protein IP100431645 31673 848 78 27% 10/110 VVLHPNYSQVDIGLIK ~ VSVNER ~ VGYVSGWGR  FTDHLK  HYEGSTVPEK
VTSIQDWVQK
S CYILTNGK DUSTUTLVOR DITLLVONC QLTS Vever
B182 kDa protein IPI00431645 31673 848 189 38% 14/99 SPVGVQPILNEHTFCAGMSK ~ SPVGVQPILNEHTFCAGMSK ~ SCAVAEYGVYVK
VTSIQDWVQK
KDSGFQMNQLR DSGFOMNQLR DGAGDVAFVK DGAGDVAFVK HSTIFENLANK
HSTIFENLANK EFQLFSSPHGK DLLFKDSAHGFLK DSAHGFLK VPPRMDAK
Gene_Symbol=TF MYLGYEYVTAIR SASDLTWDNLK SASDLTWDNLK FDEFFSEGCAPGSK KDSSLCK
B84 Serotransferrin IPI00022463 79294 6.8l 485 27% 30/139 KDSSLCK KDSSLCK KDSSLCK EGYYGYTGAFR HQTVPONTGGK NPDPWAK
NPDPWAK NLNEKDYELLCLDGTR NLNEKDYELLCLDGTR KPVEEYANCHLAR
DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK YLGEEYVK CSTSSLLEACTFR
Gene_Symbol=TF DSAHGFLK MYLGYEYVTAIR EGYYGYTGAFR DYELLCLDGTR APNHAVVTR
B73 o i IP100022463 79294 681 131 9% 6/124 DLLERBDTVCLAK
ASYLDCIR _ ASYLDCIR _ ASYLDCIR _ SCHTGLGR _ CLKDGAGDVAFVK
CLKDGAGDVAFVK  CLKDGAGDVAFVK  DGAGDVAFVK  DGAGDVAFVK
DGAGDVAFVK HSTIFENLANK HSTIFENLANK HSTIFENLANKADR
Gene_Symbol=TF DLLFKDSAHGFLK DSAHGFLK VPPRMDAK VPPRMDAK MYLGYEYVTAIR
B28 Serotransferrin IP100022463 79294 681 709 28% 38/183 IECVSAETTEDCIAK KSASDLTWDNLK TAGWNIPMGLLYNK KDSSLCK KDSSLCK
KDSSLCK ~ KDSSLCK  KDSSLCK ~ KDSSLCK  NPDPWAK  NPDPWAK
NLNEKDYELLCLDGTR ~ NLNEKDYELLCLDGTR  APNHAVVTR  DKEACVHK
DLLFRDDTVCLAK  DLLFRDDTVCLAK  YLGEEYVK  CSTSSLLEACTFR
CSTSSLLEACTFR
Isof;rgisgp‘gg;sggem EYHFGQAVR FVCNSGYK TGDEITYQCR NGFYPATR NGFYPATR RPYFPVAVGK
ca1 oo IPI00029739 143680  6.21 167 8% 13/110 SCDIPVFMNAR SCDIPVFMNAR  IDVHLVPDR SSNLIILEEHLK SSNLILEEHLK
AGEQVTYTCATYYK EIMENYNIALR
Gene_Symbol=CFH SLGNVIMVCR HGGLYHENMR RPYFPVAVGK SCDIPVFMNAR
Isoform 1 of Complement TKEEYGHSEVVEYYCNPR  SSNLIILEEHLK ~ EFDHNSNIR  LSYTCEGGFR
€20 factor H IFI00029739 143680 6.2l 147 10% 157107 LSYTCEGGFR CFEGFGIDGPAIAK AGEQVTYTCATYYK AGEQVTYTCATYYK
YPSGER EIMENYNIALR EIMENYNIALR
Gene_Symbol=CFH
clg  'soform }(a‘;ftocrokr'“p'eme”t IPI00020739 143680 6.1 62 1% 21149 IVSSAMEPDR WTGRPTCR
KASYLDCIR _ KASYLDCIR _ ASYLDCIR _ ASYLDCIR _ EDPQTFYYAVAVVK
EDPQTFYYAVAVVK KDSGFQMNQLR DGAGDVAFVK EFQLFSSPHGK DSAHGFLK
VPPRMDAK  VPPRMDAK ~ MYLGYEYVTAIR  IMNGEADAMSLDGGFVYIAGK
79 Gene_Symbol=TF 100022463 won 68l 866 5% 201181 SASDLTWDNLK SASDLTWDNLK SCHTAVGR SCHTAVGR TAGWNIPMGLLYNK

Serotransferrin

FDEFFSEGCAPGSK FDEFFSEGCAPGSK KDSSLCK KDSSLCK EGYYGYTGAFR
HQTVPONTGGK NLNEKDYELLCLDGTR DYELLCLDGTR DYELLCLDGTR
KPVEEYANCHLAR  APNHAVVTR DKEACVHK DKEACVHK  DKEACVHK
DKEACVHK  DKEACVHK EACVHK DLLFRDDTVCLAK DLLFRDDTVCLAK



http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039646.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039643.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039632.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=34&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039631.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039628.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039667.dat&hit=IPI00029739&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039666.dat&hit=IPI00029739&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039665.dat&hit=IPI00029739&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039679.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
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DLLFRDDTVCLAK YLGEEYVK

No
spot

Nome da prtoteina

Cadigo NCBI

kDa

Valor
Pl

Score
Mascot

%
Coveage

Macht/no
peptideos
(queries)

Sequencia de peptideos

C74

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.41

644

29%

36/140

KASYLDCIR ASYLDCIR EDPQTFYYAVAVVK DSGFQMNQLR DGAGDVAFVK
DGAGDVAFVK  HSTIFENLANK  HSTIFENLANK EFQLFSSPHGK DSAHGFLK
DSAHGFLK VPPRMDAK VPPRMDAK IMNGEADAMSLDGGFVYIAGK
SASDLTWDNLK  SASDLTWDNLK  TAGWNIPMGLLYNK  TAGWNIPMGLLYNK
TAGWNIPMGLLYNK  FDEFFSEGCAPGSK  KDSSLCK  KDSSLCK  KDSSLCK
EGYYGYTGAFR DYELLCLDGTR APNHAVVTR DKEACVHK DKEACVHK
DKEACVHK DLLFRDDTVCLAK DLLFRDDTVCLAK DLLFRDDTVCLAK
DDTVCLAK DDTVCLAK AVGNLRK AVGNLRK

C46

Gene_Symbol=CFB
Isoform 1 of Complement
factor B (Fragment)

1P100921523

86847

6.67

121

15%

13/116

STGSWSTLK KVGSQYR VASYGVKPR YGLVTYATYPK DLLYIGK DNEQHVFK
EAGIPEFYDYDVALIK EELLPAQDIK ALFVSEEEK DAQYAPGYDK DISEVVTPR
DISEVVTPR GDSGGPLIVHK

C92

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

102

10%

9/121

DGAGDVAFVK  HSTIFENLANK DSAHGFLK DSAHGFLK MYLGYEYVTAIR
MYLGYEYVTAIR EGYYGYTGAFR HQTVPQNTGGK YLGEEYVK

C96

Gene_Symbol=TF
Serotransferrin

1P100022463

79294

6.81

814

33%

43/135

EDPQTFYYAVAVVK  KDSGFQMNQLR  KDSGFQMNQLR  KDSGFQMNQLR
DSGFQMNQLR DSGFQMNQLR CLKDGAGDVAFVK DGAGDVAFVK
DGAGDVAFVK DGAGDVAFVK DGAGDVAFVK HSTIFENLANK HSTIFENLANK
HSTIFENLANKADR ADRDQYELLCLDNTR ADRDQYELLCLDNTR
SKEFQLFSSPHGK ~ EFQLFSSPHGK  DSAHGFLK  VPPRMDAK  VPPRMDAK
MYLGYEYVTAIR IECVSAETTEDCIAK SASDLTWDNLK TAGWNIPMGLLYNK
FDEFFSEGCAPGSK ~ KDSSLCK  KDSSLCK  KDSSLCK  EGYYGYTGAFR
EGYYGYTGAFR EGYYGYTGAFR  HQTVPQNTGGK  NLNEKDYELLCLDGTR
KPVEEYANCHLAR DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK  DKEACVHK
DKEACVHK DKEACVHK DKEACVHK YLGEEYVK

C191

Gene_Symbol=HPR 31
kDa protein

1P100431645

31673

8.48

379

48%

21/123

ILGGHLDAK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK KQLVEIEK
KQLVEIEK QLVEIEK QKVSVNER QKVSVNER VMPICLPSK
VMPICLPSKDYAEVGR DYAEVGR VGYVSGWGR FTDHLK FTDHLK
YVMLPVADQDQCIR HYEGSTVPEKK HYEGSTVPEKK SPVGVQPILNEHTFCAGMSK
SCAVAEYGVYVK VTSIQDWVQK

C193

Gene_Symbol=HPR 31
kDa protein

1P100431645

31673

8.48

368

32%

14/144

DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK QLVEIEK  VSVNER
VMPICLPSK VGYVSGWGR FTDHLK HYEGSTVPEK HYEGSTVPEKK
HYEGSTVPEKK SPVGVQPILNEHTFCAGMSK VTSIQDWVQK VTSIQDWVQK

C194

Gene_Symbol=HPR 31
kDa protein

1P100431645

31673

8.48

180

31%

9/132

DIAPTLTLYVGK VGYVSGWGR VGYVSGWGR YVMLPVADQDQCIR
HYEGSTVPEKK SPVGVQPILNEHTFCAGMSK SPVGVQPILNEHTFCAGMSK
SCAVAEYGVYVK VTSIQDWVQK

C200

Gene_Symbol=HPR 31
kDa protein

1P100431645

31673

8.48

189

13%

8/130

DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGKK DIAPTLTLYVGKK VSVNER
VGYVSGWGR HYEGSTVPEKK HYEGSTVPEKK

C208

Gene_Symbol=HPR 31
kDa protein

1P100431645

31673

8.48

365

49%

18/136

ILGGHLDAK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGK
QLVEIEK VVLHPNYSQVDIGLIK VSVNER VMPICLPSK VGYVSGWGR FTDHLK
FTDHLK YVMLPVADQDQCIR HYEGSTVPEK SPVGVQPILNEHTFCAGMSK



http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039676.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039674.dat&hit=IPI00921523&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039684.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039685.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039706.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039707.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039708.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039709.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=32&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039710.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
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SCAVAEYGVYVK VTSIQDWVQK VTSIQDWVQK

No Valor Score % e
Nome da prtoteina Cadigo NCBI kDa peptideos Sequencia de peptideos
spot Pl Mascot  Coveage (queries)
DIAPTLTLYVGK DIAPTLTLYVGKK DIAPTLTLYVGKK VVLHPNYSQVDIGLIK
Gene_Symbol=HPR 31 . VVLHPNYSQVDIGLIK ~ VSVNER  VMPICLPSK ~ VMPICLPSK  FTDHLK
Cc216 kDa protein IPI00431645 31673 848 375 41% 147106 \\/MLPVADODQCIR HYEGSTVPEK SPVGVQPILNEHTECAGMSK
SCAVAEYGVYVK VTSIQDWVQK
Gene_Symbol=FGA
Isoform 1 of Fibrinogen . MKGLIDEVNQDFTNR GLIDEVNQDFTNR IEVLKR MKPVPDLVPGNFK
C16 alpha chain 1P100021885 95656 5.70 90 4% 5/121 ALTDMPOMR
Iso%‘irr‘ﬁ—lsg’fr”é’gr'ﬁ:rﬁent KVGSQYR KCLVNLIEK ~ CLVNLIEK  YGLVTYATYPK  DNEQHVFK
ca1 P 1P100921523 86847 6.67 130 13% 11/125 EAGIPEFYDYDVALIK EELLPAQDIK ALFVSEEEK DAQYAPGYDK VKDISEVVTPR
factor B (Fragment)
GDSGGPLIVHK
Gene_Symbol=CFB CLVNLIEK YGLVTYATYPK DNEQHVFK EAGIPEFYDYDVALIK EELLPAQDIK
0,
C45 Isoform 1 of Complement 1P100921523 86847 6.67 128 9% 8/122 ALFVSEEEK ALFVSEEEK GDSGGPLIVHK
factor B (Fragment)
ASYLDCIR  DSGFQMNQLR  DGAGDVAFVK  DGAGDVAFVK  KPVDEYK
Gene_Symbol=TF . MYLGYEYVTAIR  MYLGYEYVTAIR  SASDLTWDNLK  FDEFFSEGCAPGSK
€49 Serotransferrin |F10002246% 79294 6.81 100 15% 157107 FDEFFSEGCAPGSK ~ EGYYGYTGAFR  GDVAFVK  GDVAFVK APNHAVVTR
YLGEEYVK
Gene_Symbol=TF DSGFQMNQLR HSTIFENLANK SKEFQLFSSPHGK DSAHGFLK MYLGYEYVTAIR
C50 Serotransferrin 1P100022463 79294 6.81 93 14% 13/100 SASDLTWDNLK EGYYGYTGAFR EGYYGYTGAFR HQTVPQNTGGK APNHAVVTR
APNHAVVTR YLGEEYVK YLGEEYVK
Gene_Symbol=TF DGAGDVAFVK HSTIFENLANK DSAHGFLK
€53 Serotransferrin 1PI00022463 79294 6.81 119 5% 4122 MYLGYEYVTAIR
Gene Svmbol=TF EDPQTFYYAVAVVK  HSTIFENLANK  DQYELLCLDNTR  SKEFQLFSSPHGK
Cc54 —_Symbol= 1P100022463 79294 6.81 112 14% 10/112 DSAHGFLK  MYLGYEYVTAIR SASDLTWDNLK GDVAFVK DYELLCLDGTR
Serotransferrin
DYELLCLDGTR
ASYLDCIR  EDPQTFYYAVAVVK  EDPQTFYYAVAVVK  EDPQTFYYAVAVVK
DSGFQMNQLR DSGFQMNQLR HSTIFENLANK HSTIFENLANK HSTIFENLANK
KPVDEYK  DCHLAQVPSHTVVAR  DCHLAQVPSHTVVAR  SKEFQLFSSPHGK
Gene_Symbol=TF . SKEFQLFSSPHGK EFQLFSSPHGK DSAHGFLK MYLGYEYVTAIR SASDLTWDNLK
c63 Serotransferrin IF100022463 79294 6.81 573 33% 35129 SCHTAVGR  TAGWNIPMGLLYNK  TAGWNIPMGLLYNK  FDEFFSEGCAPGSK
KDSSLCK EGYYGYTGAFR GDVAFVK HQTVPQNTGGK DYELLCLDGTR
DYELLCLDGTR KPVEEYANCHLAR KPVEEYANCHLAR APNHAVVTR DKEACVHK
DKEACVHK DKEACVHK DLLFRDDTVCLAK
116 Gene_Symbol=TF P100022463 29204 661 14 0% 1ol HSTIFENLANK  EFQLFSSPHGK  EFQLFSSPHGK  EFQLFSSPHGK  DSAHGFLK

Serotransferrin

MYLGYEYVTAIR FDEFFSEGCAPGSK EGYYGYTGAFR GDVAFVK



http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039713.dat&hit=IPI00431645&db_idx=1&px=1&ave_thresh=34&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039727.dat&hit=IPI00021885&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039732.dat&hit=IPI00921523&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039734.dat&hit=IPI00921523&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039735.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039736.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=34&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039737.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039738.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039741.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
http://external.mas8server.abtlus.org.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20120628/F039745.dat&hit=IPI00022463&db_idx=1&px=1&ave_thresh=33&_ignoreionsscorebelow=0&report=0&_sigthreshold=0.05&_msresflags=1089&_msresflags2=2&percolate=-1&percolate_rt=0
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7. DISCUSSAO GERAL

As leishmanioses sdo consideradas um problema de saude publica mundial, estando
entre as dezessete doencas consideradas negligenciadas pela Organizacdo Mundial de Saude
(WHO) e ocupa a categoria de doencgas emergentes e sem controle (LINDOSO; LINDOSO,
2009).

O estado do Amazonas é uma regido endémica para a Leishmaniose Tegumentar. Em
2012, apresentou 2235 casos da doenca, sendo que 0s municipios com maior nimero de casos
notificados foram: Manaus (647), Presidente Figueiredo (292) e Rio Preto da Eva (258)
[SINAN, 2012].

Durante o desenvolvimento deste estudo, um grande numero de pacientes com
suspeita de LTA e oriundos de diversas localidades foi atendido pela equipe do Laboratério
de Leishmaniose e Doenca de Chagas. A maioria dos pacientes foi atendida através de busca
ativa no municipio de Rio Preto da Eva, regido considerada em 2012 como terceira em
namero de casos da doenca. Somados aos pacientes da tese, um grande numero de pacientes
de projetos anteriores tiveram suas amostras caracterizadas por eletroforese de isoenzimas e
que até entdo ainda ndo haviam sido publicados.

Dados clinicos e epidemioldgicos da populacdo estudada foram discutidos,
demonstrando o predominio da forma cutdnea da doenca e a predominancia de L. (V.)
guyanensis perante as demais identificadas, L. (V.) naiffi e L. (L.) amazonensis. Apenas L.
(V.) braziliensis ndo foi detectada, mas, segundo Romero et al. (2002), séo raros os casos de
LC causados por esta espécie nas adjacéncias de Manaus, Amazonas. Diferente de outras
pesquisas onde foram relatados casos por L. (V.) braziliensis, incluindo os de forma mucosa

da doenca em Manaus (COELHO et al., 2010; GUERRA et al., 2011).
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A maior parte dos pacientes era do sexo masculino, com predominio da faixa etaria
entre 11 e 20 anos e com atividades ligadas a agricultura. A LC é uma importante endemia no
municipio, ocorrendo principalmente ao longo da rodovia AM 010, estando o assentamento
Iporé, localizado no KM 127, fato que contribuiu com grande parte da notificacdo no nimero
de casos. O perfil de transmissdo foi preferencialmente silvestre, mas com destaque para a
possibilidade de transmissédo da doenca no intra-peridomicilio.

Foram também identificados isolados de L. (V.) naiffi de pacientes com LC, sendo
um, o primeiro registro em paciente do estado de Rondbénia. Também é sugerido que
Estacdes Experimentais do INPA, localizadas em vicinais da BR174 sejam foco da
leishmaniose causada por essa espécie, em virtude da presenca de vetores associados a
transmissdo de L. (V.) naiffi nas Estacdes e outros casos de infeccBes ocorridas nas mesmas
areas, descritos na literatura (FIGUEIRA et al., 2008).

Analises da expressdo de gens em estudos relacionados as doencas endémicas e
negligenciadas tém sido realizadas com o intuito de buscar biomarcadores que possam ser
utilizados num facil e rapido diagndstico e prognéstico e servir como alvos terapéuticos na
infeccdo de algumas destas doencas.

Através da combinacdo da técnica de eletroforese 2D com a espectrometria de
massas ESI-QTof, foram analisadas proteinas do plasma de pacientes infectados por L. (V.)
guyanensis antes e apos tratamento com antimonial pentavalente (Glucantime®), comparados
com plasma de individuos sem infec¢do. Foram identificadas 52 proteinas e 17 isoformas que
foram classificadas em grupos funcionais. Cinco destas proteinas tiveram sua expressdo
diferenciada com base nos valores relacionados a intensidade dos spots. Verificou-se que 0s
pacientes infectados apresentavam maior expressdo proteica do fator B e fator H da via
alternativa do Complemento, da Proteina relacionada a Haptoglobina (HPR) e da Cadeia alfa

do Fibrinogénio, e menor expressdo da Serotrasferrina. Essas proteinas sdo de fase aguda de
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infeccdo e estdo envolvidas no processo inflamatdrio, sendo necessarias para a
homeostasia do organismo.

A resposta inflamatoria aguda é uma reacao inespecifica do hospedeiro que ocorre
apos injuria tecidual de causa inflamatdria, infecciosa, imune, neoplasica ou traumatica. Seu
propdsito é restabelecer a homeostase e remover a causa do distirbio presente, antecedendo a
resposta imune (GABAY, KUSHNER, 1999; 2001; NETO; CARVALHO, 2009).

No local da invasdo por um microorganismo ou lesdo do tecido, uma série de
respostas € iniciada. Citocinas pré-inflamatorias sdo liberadas e células inflamatorias sdao
ativadas no sistema vascular. Estas respostas por sua vez estdo associadas com producdo de
uma maior concentracdo de citocinas e outros mediadores inflamatdrios que se difundem para
o fluido extracelular e circulam no sangue (GRUYS et al., 2005).

Em alguns casos o processo inflamatorio agudo ndo é completamente resolvido,
levando a inflamacéo crénica, como infec¢Ges causadas por microrganismos que conseguem
evadir a resposta imune. Esse tipo de inflamacg&do acontece quando macréfagos e células T sdo
constantemente ativados, levando ao seu acimulo nos sitios de les&o e causando significativo
dano tecidual (BILATE, 2010).

Embora as concentragcBes de varios componentes de fase aguda aumentem em
conjunto, nem todos aumentam uniformemente em todos os pacientes com a mesma doenca.
Estas variagdes indicam que os componentes da resposta de fase aguda sdo regulados
individualmente, podendo ser explicado, em parte, pelas diferencas nos padrdes de produgéo
de citocinas especificas ou seus moduladores em diferentes estados patologicos (GABAY;
KUSHNER, 1999).

Os fatores B e H sdo importantes constituintes da via alternativa do complemento. O
fator B mostra estrutural e funcional homologia com o regulador C2 da via cléssica (ZIPFEL,

2001) e o fator H é um importante acelerador do decaimento funcional da via alternativa
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(ZIPFEL, 2001; RICKLIN et al., 2010). O sistema Complemento apresenta importantes
fatores de defesa do organismo contra patogenos (ZIPFEL, 2001). Ja foi demonstrado na
literatura que pacientes com leishmaniose também ativam a via alternativa do complemento
(LIMONCU et al., 2011), inclusive L. (V.) guyanensis (NORONHA et al., 1998), fato este
também sugerido neste trabalho.

A proteina relacionada a haptoglobina € uma proteina exclusiva de primatas que
juntamente com a Apoliproteina Al, encontrada em todas as classes de HDL, fazem parte do
Trypanosome Lytic Factor (TLF) [DRAIN et al., 2001; SHIFLETT et al., 2005]. O TLF
participa da imunidade inata de primatas protegendo contra a infeccdo por Trypanosoma
brucei brucei (THONSOM et al., 2009). TLF é considerado como um novo componente da
imunidade inata. Testes in vitro ja demonstraram que o TLF pode se ligar a superficie de
promastigotas metaciclicas, reduzindo assim a sua infectividade. Embora tenha sido
demonstrado que TLF ndo se liga a formas amastigotas (SAMANOVIC et al., 2009), foi
demonstrado neste trabalho que o nivel de expressdo de HPR no grupo AT foi maior que no
controle (p=0,0364). N&do houve diferenca estatistica significante entre AT e PT, embora a
média do PT tenha sido menor que no AT. Imrie et al (2012), sugerem que o HPR também
confere resisténcia a malaria e a outros organismos patogénicos. Devido aos resultados aqui
apresentados e informacdes de literatura quanto a esta proteina, mais estudos sobre a acao
dessa proteina e sua interacdo na infeccdo com as leishmanias sdo necessarios.

A Serotrasferrina ¢ uma proteina classificada como de fase aguda negativa. E uma
transferrina, glicoproteina extracelular transportadora de ferro, encontrada no plasma e no
fluido linfatico (RATLEDGE; DOVER, 2000). E responsavel por doar o ferro para as células
através de sua interagdo com o receptor de transferrina presente na membrana das mesmas.
Este complexo é internalizado ocorrendo entédo a liberagcdo do ferro no pool intracelular, que

sera utilizado no metabolismo da célula ou incorporado a ferritina (BERES et al., 2005).
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Em muitas doencas infecciosas ha uma regulacdo no metabolismo do ferro
caracterizado pela hipoferremia, em que ha reducéo dos niveis de saturacdo da transferrina e
diminuicdo de sua sintese hepatica. Como 0s microrganismos patogénicos requerem
comumente o ferro para o crescimento, proliferacdo e viruléncia, a resposta hipoferrémica
acaba reduzindo a disponibilidade do elemento aos patdgenos invasores (WEINBERG, 1978;
MALAFAIA, 2008; PINTO, 2008).

Apesar de ndo ter havido diferenca estatistica significativa na expressdo da
serotransferrina entre o grupo controle e 0 AT, a média de expressdo no grupo AT em relacédo
ao controle foi menor. E como houve significancia entre AT e PT, com maior expressao
protéica no PT, conclui-se que durante a doenca, houve uma queda na expressdo da
Serotransferrina.

A partir desses resultados é possivel sugerir que a setrotransferrina na leishmaniose
tem seu nivel de expressdo reduzido, provavelmente quando relacionado a diminuicdo do
ferro livre, fato comum observado em doencas parasitarias, e aumento da sua concentracdo
apos a cura clinica, quando o nivel de ferro livre volta a aumentar.

O fibrinogénio é uma proteina do plasma com papel crucial na cascata de coagulacao
através de sua conversdo para fibrina (ARIE et al., 2010) e nas reacGes inflamatorias tem
provavel papel no reparo tecidual e na cicatrizacdo. A elevacdo da concentracdo do
fibrinogénio aumenta a concentracdo de ICAM-1 na superficie de células endoteliais,
resultando na maior adesdo de leucdcitos a elas. O fibrinogénio ao se ligar ao receptor na
superficie dos leucotcitos facilita uma reposta quimiotatica, tendo importante papel no
processo inflamatorio (VAN DE STOLPE, et al., 1996; DUPERRAY, 1997; HARLEY et al.,

2000).
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Embora ndo tenha havido deteccdo da expressdo dessa proteina no grupo PT, a
evidéncia da maior expressao nos pacientes AT esta de acordo com o fato de fibrinogénio ser
considerado uma proteina de fase aguda positiva.

De modo geral, os resultados deste estudo demonstram que apesar de terem sido
observadas diferencas na expressao das proteinas relacionadas a fase aguda de infeccdo, nédo
foi possivel sugerir pelos resultados da analise protebmica de plasma de pacientes coletados
até quatro meses pos-tratamento, um marcador de infeccdo, resolucdo ou cura clinica, visto
gue, a menor expressdo destas proteinas ndo foi significativa para este periodo e em alguns
casos houve até um aumento. Varios processos bioldgicos estdo envolvidos na manutencao da
expressao das proteinas de infeccdo mesmo apo6s a cura clinica na leishmaniose cutanea e

precisam ser mais bem investigados.
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8. CONCLUSOES GERAIS

v’ As Estacdes Experimentais do INPA (ZF2 e ZF3) sdo éareas de foco
leishmaniose por Leishmania (Viannia) naiffi, devido ao registro de casos da doenga em
humanos e a captura de vetores desta espécie nessas areas;

v' Provavelmente, devido as lesdes causadas por L. (V.) naiffi ndo apresentarem
uma progressao de tamanho, este seja um parametro para a demora na busca de diagnéstico e
consequentemente tratamento da doenca, o que poderia talvez influenciar no nimero reduzido
de notificagdes da infecgdo por esta espécie;

v' Destaca-se ainda, o registro de L. (V.) naiffi, isolada pela primeira vez de um
paciente que relatou ter contraido a infeccdo em Rolim de Moura, Ronddnia. Conclui-se entdo
que, além do Amazonas e Para, L. (V.) naiffi também foi isolada de paciente infectado no
Estado de Rondbnia, fato até entdo ainda ndo notificado. Esta espécie j& havia sido isolada do
tatu Dasypus novemcinctus e de Psychodopygus hirsutus e Lutzomyia davisi neste mesmo
Estado por outros autores;

v" A leishmaniose cutanea é uma endemia de importancia no municipio de Rio
Preto da Eva, ocorrendo principalmente ao longo da rodovia AMO010, com perfil de
transmissao preferencialmente silvestre, mas com destaque também, de acordo com a
literatura, para a possibilidade de transmissdo da doenca no intra-peridomicilio;

v Dos 90 pacientes atendidos no Hospital Thomé de Medeiros Raposo e na
Unidade Basica de Saude Manoel Rumao, em Rio Preto da Eva, verificou-se que a doenca
ocorre em sua maioria entre individuos do sexo masculino (70%), com média etaria observada
de 26 anos entre homens ou mulheres, agricultor ou caseiro (37,7%), infeccdo primaria
(76,6%) e a localizacdo de focos endémicos nas zonas rurais (95,5%). Foi confirmada a
circulacdo das espécies, L. (V.) guyanensis/89%, L. (L.) amazonensis/ 7,77% e L. (V.) naiffi
/3,33%, concluindo o importante papel deste municipio na epidemiologia da Leishmaniose
cutanea e a elevada incidéncia ocasionada por L. (V.) guyanensis;

v" Nao foi possivel sugerir, pela analise protedbmica, um marcador de infec¢éo,
resolucdo ou cura clinica em plasma dos pacientes analisados e infectados por L. (V.)
guyanensis com até quatro meses pés- tratamento com antimonial pentavalente. Varios
processos biologicos estdo envolvidos ha manutencdo da expressdo das proteinas de infec¢cdo

mesmo apds a cura clinica na leishmaniose cutanea e precisam ser melhor investigados.
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