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1. Introducéo

As proteinas do plasma e do soro tém se mostrado muito Uteis para diagnostico, prognéstico e/ou
desenvolvimento terapéutico. Com as ferramentas proteicas, recentemente estabelecidas como o perfil
proteico do plasma humano, tornou-se mais facil a busca por marcadores para doencas relacionadas
(Anderson 2002).

Na infec¢éo pelo HIV, a maioria das proteinas encontradas no plasma desses pacientes, séo as proteinas
de fase aguda (APPs) geradas pela reacgdo inflamatdria durante a infec¢do pelo HIV. Dentre elas, a
proteina que se destaca é a Apolipoproteina Al, que na fase aguda da infecgdo pelo HIV, tem o seu nivel
diminuido no plasma do paciente infectado (Sung et al. 2006).

Outra proteina conhecida € o HIV-1 Tat, produto do gene viral HIV, o qual € de grande importancia para a
replicacdo viral. Os virus que tem a producéo de Tat defeituosa ndo conseguem se replicar de forma
eficiente. Estudos mostram que esta proteina também tem uma grande importancia na infeccdo mista da
leishmaniose com HIV, pois impulsiona a replicagdo da Leishmania nos macrofagos (Lodge 2011).

A partir do conhecimento de que o perfil proteico do soro humano pode auxiliar no diagnéstico,
prognostico de doengas como a co-infecgao pela leishmaniose/HIV, e que esta co-infecgdo tem crescido,
percebe-se que existe uma urgéncia na melhor compreensdo dos mecanismos da co-infeccao
relacionados a expressao de proteinas que possam ser traduzidas em métodos diagnéstico, tratamento
confiaveis e aplicaveis em grandes populacdes.

Em vista disto este trabalho se propds a verificar o perfil proteico de soros de doadores saudaveis,
pacientes com infecgdo por leishmaniose tegumentar, HIV e co-infeccédo (HIV/ leishmaniose tegumentar).

Material e Métodos

As amostras de soro foram selecionadas a partir do criobanco de soros do Laboratério de Leishmaniose e
Doenga de Chagas, com autorizacdo do Comité de ética em humanos do Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazbdnia, protocolos 193/08 e 006/2010. Foram separados soros de individuos: saudéavel
(MHOM/BR/2010/IM5590), com leishmaniose (MHOM/BR/2010/IM5653), com HIV
(MHOM/BR/2013/IM6113) e com Co-infeccdo HIV-leishmaniose (MHOM/BR/1995/IM4094).

Preparo das amostras:

Inicialmente foram removidas IgG e albumina das amostras de soro, utilizando a coluna Hitrap Albumin &
IgG Depletion (GE Healthcare) e o equipamento AKTA purifier UPC 900 (GE Healthcare). Apés a
remocao, as amostras foram dialisadas, precipitadas com acetona e centrifugadas a 22000 x g por uma
hora a 4°C e ressuspensas em agua Milli-Q.

Eletroforese de proteinas:

Na eletroforese bidimensional, apds o preparo e dosagem das proteinas precipitadas as amostras foram
focalizadas em fitas (“strips”’GE HealthCare) de 13 cm com géis de gradiente de pH 3-10. As fitas foram
reidratadas com 250uL de solugcdo contendo as proteinas do soro ressuspensas em tampdo de
reidratacdo (DeStreak™ rehydratation solution/GE Healthcare) com 0,5% de tamp&o IPG pH 3-10 durante
12 horas e, posteriormente, focalizadas em Aparelho IPGPhor (IPGphor (Ettan IPGPhor 3/GE
Healthcare). A focalizagao isoelétrica foi realizada de forma gradual conforme HUADEK et al. (2008): ( 1h,
0-500V linear; 5h, 500V; 5h, 500-3500V linear; 12h, 3500V). Em seguida a focalizacdo, submeteu-se as
fitas & reducao/alquilagé@o por incubagéo consecutiva em 5mL de DTT 125mM e iodoacetamida 125mM
em tampdao de equilibrio (Tris- HCI pH 8,8, Uréia 6M, 30% Glicerol, 2% SDS, Traco azul de bromofenol)
durante 20 minutos.

Ap6s o equilibrio das fitas, a separagéo na segunda dimenséo foi realizada por eletroforese desnaturante
em gel de poliacrilamida 12,5% (SDS-PAGE) nas seguintes condi¢fes: 600 V, 30mA por gel, 30W por 30
minutos e em seguida 600V, 40mA por gel, 30W por 3 horas.

Coloragéo:

Os géis foram corados através do Comassie blue coloidal. Primeiramente, fixou-se os géis com 40% de
etanol e 10% de acido acético por 30 minutos e em seguida colocados no corante por seis dias. Para a
revelacdo dos spots, descoraram-se 0s géis com agua destilada.

Analise de imagens:

Para a andlise das imagens, os géis corados foram digitalizados usando um scanner e as imagens
geradas analisadas utilizando o programa ImageMaster 6 (GE HealthCare).
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3. Resultados e Discusséo

Os resultados das andlises dos perfis proteicos dos pacientes com Leishmaniose, HIV, co-infec¢éo e
controle demonstraram um numero total de spots de 179, 295, 173 e 232 respectivamente. Estes
resultados demonstram um ndmero baixo de spots quando comparados a literatura que em trabalhos
como de Rukmangadachar et al. (2011) com plasma de pacientes infectados com Leishmania donovani
revelou géis DIGE com 895 a 1051. Esta diferenca pode estar relacionada ao tipo de metodologia usada
para revelar os spots em que 0 uso de corante comassie blue colloidal foi menos sensivel neste estudo.
Na comparacéo dos géis dos pacientes infectados com o individuo saudavel a similaridade dos pontos
proteicos foi em torno de 40% (controle x leishmaniose: 93 spots (40,08%); controle x HIV: 106 (45,68%);
controle x coinfec¢édo: 79 spots (34,05%). Isto demonstra uma ampla quantidade de proteinas a serem
estudadas como alvos para marcadores de infec¢éo.

A andlise comparativa das imagens das quatro condi¢des revelou sete spots com expressao especifica no
gel do paciente com leishmaniose, 15 spots especificos para HIV e sete spots na condi¢cao de co-infecgdo
(Figura 1). A maioria dos spots especificos para cada infeccdo tem caracteristicas basicas com ponto
isoelétrico entre 7e10 e massa variando de 11 a 86 kDa.
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Figura 1: Analise comparativa do perfil proteico dos géis obtidos apds a separagdo 2-DE de soro de
pacientes com Leishmaniose (A), HIV (B), Co-infec¢éo (C) e Controle (D) respectivamente. Condigbes:
pH 3-10, fita 13cm, géis de poliacrilamida 12,5% e colora¢cdo com Comassie coloidal Brillint Blue G-250.

Na comparacéo dos géis dos pacientes infectados com o individuo saudavel a similaridade dos pontos
proteicos foi em torno de 40% (controle x leishmaniose: 93 spots (40,08%); controle x HIV: 106 (45,68%);
controle x co-infecgdo: 79 spots (34,05%). Isto demonstra uma ampla quantidade de proteinas a serem
estudadas como alvos para marcadores de infeccéo.

A andlise comparativa das imagens das quatro condi¢des revelou sete spots com expressao especifica no
gel do paciente com leishmaniose, 15 spots especificos para HIV e sete spots na condigédo de co-infecgéo
(Figura 1). A maioria dos spots especificos para cada infec¢do tém caracteristicas basicas com ponto
isoelétrico entre 7e10 e massa variando de 11 a 86 kDa.

Além da expressdo especifica ainda existe a expresséo diferencial de spots que ocorrem em varias
condi¢cdes e que podem servir como perfil da infeccao e co-infecgdo. Nos resultados de Sung et al. (2006)
foram revelados oito spots proteicos alterados na infecgdo sendo que 7 foram super expressos e 1 foi
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pouco expresso. As proteinas super expressas foram a Alfa-1- antiquimiotripsina, a antitripsina-1, proteina
ALB, haptoglobulina de cadeia beta, immunoglobulina de cadeia leve, haptoglobina de cadeia alfa 2 e a
transtirretina. Essas proteinas podem proporcionar um controle rapido e eficaz das lesdes da inflamacgéo
até que os mecanismos de defesa comecem a operar (Moshage 1997).

A proteina pouco expressa nesses pacientes foi a apolipoproteina A1 que tem sido amplamente utilizada
como um marcador para avaliar o estado inflamatério da infeccdo e das lesdes inflamatérias. Alguns
estudos tém mostrado que os niveis de apoliproteina Al estdo diretamente ligados a infecgcdo com o HIV
(Malavazi 2004; Jahoor 2003; Badiou 2003). Um baixo nivel da proteina implica na gravidade da injdria
celular (Panduro 1990). Concluiu-se entdo que a combinacao simultanea, considerando a quantidade e as
isoformas da apolipoproteina Al, pode ser um biomarcador Util para o diagnostico e terapia para o HIV.
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 L. donovani e seis controles saudaveis, utilizando as técnicas 2D-
DIGE (Difference in gel electrophoresis) e espectrometria de massas, identificaram maior expressdo de
Alfa-1 Glicoproteina Acida e inibidor de C1 e menor expressio de transtirretina, proteina de ligacdo ao
Retinol e Apoliproteina Al. Os autores sugerem que estas proteinas possam ser usadas como
biomarcadores de prognéstico.

Outra proteina estudada e considerada de grande importéncia presente na infec¢gdo com o HIV é a
proteina HIV-1 Tat. Ela é um produto do gene viral o qual é de grande importancia para a replicagdo do
virus. Os virus que tém a producdo de Tat defeituosa ndo conseguem se replicar de forma eficiente.
Estudos mostram que esta proteina também tem uma grande importancia na co-infec¢do, pois impulsiona
a replicacao da Leishmania nos macréfagos.

Foi descoberto que o crescimento da Leishmania duplica nas células infectadas pelo HIV-1 e que
anticorpos anti-Tat reduzem a exacerbac¢éo da replicacéo do protozoario em 70%. A proteina Tat aumenta
a replicagdo da Leishmania e cancela o efeito leishmanicida induzida pelo interferon-g, permitindo a
replicagdo do protozoario mesmo na presenca da citocina (Lodge 2011).

Foram revelados spots com caracteristicas semelhantes ao encontrados na literatura e discutidos acima
como a proteina apolipoproteina Al (MM= 28kDa e pl= 5.7) semelhante aos spots 286 (HIV) e 119 (co-
infeccdo), Antitripsina-1 (MM=52kDa e pl=4.5) com similaridade aos spots 141 (HIV) e 50 (co-infec¢éo),
transtirretina (MM= 55kDa e pl= 4.7) com os spots 243 (co-infec¢éo), haptoglobulina beta (MM=40kDa e
pl=5.6) com sposts 211 (HIV) e 83 (co-infecgdo) e HIV-1 Tat (MM=11kDa e pl=4.3) similar aos spots 408
(HIV) e 280 (co-infeccdo) podem ser encontradas nos géis tanto de HIV como na co-infec¢éo (Figura 1).
As proteinas do plasma e soro tém se mostrado muito Uteis para o diagndstico, prognostico e/ou
desenvolvimento terapéutico. Com as ferramentas protedmicas recentemente estabelecidas associadas
ao perfil proteico do plasma e soro humano, tornou-se mais facil a busca de marcadores relacionados a
doenca.

Apesar do conhecimento destas proteinas da infec¢do pela Leishmania ainda ndo se tem vasto
conhecimento da expressao de proteinas e peptideos em LTA o que torna necessaria a ampliacdo das
investigacbes nesta linha de estudo para o avanco do conhecimento dessa doenga endémica no
Amazonas.

4. Concluséo

Os resultados das comparacgdes dos géis bidimensionais mostraram perfis com expressao diferencial para
cada condigdo com uma similaridade baixa entorno de 40% e spots candidatos potenciais marcadores de
infecgcéo por Leishmania, HIV e co-infecgéo.

Existe a necessidade de continuacédo destes estudos para a identificacdo dos peptideos e proteinas, por
espectrometria de massas, que podem servir como marcadores de infecgdo de LTA e co-infec¢édo para a
busca de novos métodos diagnésticos para essas infecgdes que acometem a populagcdo do Amazonas.
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