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RESUMO

Leishmaniose visceral (LV) é uma doenca sistémica, fatal se ndo tratada, causada por
parasitas protozoarios do género Leishmania complexo donovani, o qual abriga a espécie L.
(L.) chagasi. O tratamento da LV conta com poucas opc¢des terapéuticas, incluindo os
antimoniais pentavalentes, anfotericina B e a miltefosina. A miltefosina é a primeira droga de
administracdo oral registrada para o tratamento da leishmaniose e tem sido utilizada com
sucesso para o tratamento de LV na india. Contudo, diferencas na sensibilidade a
miltefosina tem sido relatada em espécies de Leishmania clinicamente relevantes. Os
mecanismos de resisténcia a miltefosina estdo sendo elucidados em linhagens
experimentais de Leishmania spp. resistentes a esta droga. Entretanto, os mecanismos de
resisténcia natural a miltefosina em isolados clinicos de Leishmania sdo pouco conhecidos e
explorados. Nesse contexto, o presente estudo utilizou as abordagens protebmica e
gendmica com o objetivo de identificar diferencas a nivel molecular entre isolados de L. (L.)
chagasi obtidos de pacientes que apresentaram diferentes respostas ao tratamento com
miltefosina, visando contribuir para o entendimento do mecanismo molecular envolvido na
resisténcia natural a essa droga. A analise comparativa dos perfis proteicos obtidos por 2D-
DIGE, detectou 46 spots proteicos diferencialmente expressos entre os isolados obtidos de
um paciente que apresentou cura e de um paciente que apresentou falha ao tratamento com
miltefosina. A analise por espectrometria de massas (MALDI/ToF-ToF) permitiu a
identificacdo de 32 spots com identificacdo de uma Unica proteina, 0os quais correspondem a
22 proteinas ndo redundantes. A maioria das proteinas com expressdo aumentada no
proteoma do isolado resistente a miltefosina estdo associadas com a homeostase do
sistema redox, resposta ao stress, protecdo a apoptose e translocacdo de drogas. A analise
gendmica, realizada com isolados de L. (L.) chagasi obtidos de pacientes que apresentaram
cura clinica (n=14, grupo cura) ou falha ao tratamento (n=12, grupo recidiva) com
miltefosina, identificou um elevado nimero de SNPs e InDels entre os isolados analisados.
Entretanto, assim como a andlise do numero de copias de cromossomos, esses nao foram
capazes de discriminar completamente os isolados obtidos de pacientes que apresentaram
diferentes desfechos clinicos ao tratamento com miltefosina. A andlise de variagéo estrutural
do nimero de copias de genes (dose), entre 0os grupos cura e recidiva, identificou diferencas
significativas (p < 0,01) em 93 grupos ortdlogos (OG5). Dentre esses, foi avaliado o
envolvimento da delecdo dos genes in tandem LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e

LinJ.31.2400 no fenodtipo de resisténcia de L. (L.) chagasi a miltefosina. Foi demonstrado



gue o processo de delecdo do locus contendo esses genes in tandem ocorre por
recombinagdo homologa e, aparentemente ndo é induzido por pressdo da droga miltefosina.
A reexpressdo individual desses genes em um isolado do grupo recidiva que ndo os
continham, revelou que nenhum desses genes interfere no fenétipo de susceptibilidade in
vitro da forma promastigota & miltefosina. Além disso, a analise de clones separados de
isolados de L. (L.) chagasi (heterogéneo em relacdo a presenca desses genes), mostrou
que as formas promastigotas de clones que possuem esses genes Sao menos susceptiveis
a miltefosina do que clones que ndo os possuem. Esses dados, assim como os da analise
protebmica, sugerem que o mecanismo de resisténcia natural & miltefosina nos parasitas

Leishmania spp. € complexo e multifatorial.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral — Leishmania (L.) chagasi — Miltefosina -

Resisténcia — Proteoma — Genoma.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a systemic disease that is fatal if untreated and is caused by
the Leishmania donovani complex, which include the Leishmania (L.) chagasi. Visceral
leishmaniasis treatment relies on a few chemotherapeutic drugs including Sh(V),
amphotericin B and miltefosine. Miltefosine is the first oral drug registered for leishmaniasis
treatment and it has been highly active against VL in India. However, susceptibility
differences to miltefosine have been observed in clinically relevant Leishmania species.
Miltefosine resistance mechanisms are being elucidated in laboratory Leishmania spp.
isolates but are less clear in clinical isolates. In this study, we used a comparative proteomics
and genomics approaches to highlight molecular differences between L. (L.) chagasi isolates
from visceral leishmaniasis patients with different miltefosine treatment outcomes. The high-
resolution proteomes obtained from one isolate from a relapsed patient and the other isolate
from a patient who relapsed after miltefosine treatment showed 46 spots that exhibited
different abundances between the isolates. Out of these differentially expressed spots.
MALDI/ToF-ToF mass spectrometry allowed the identification of 32 spots with unique protein
identification that correspondent to 22 non-redundant proteins. Most of the proteins up-
regulated in the proteome of the isolate from relapsed patient were associated with redox
homeostasis, stress response, protection to apoptosis, and drug translocation. The whole
genome sequence carried out with isolates from patients who displayed cure (n=14) and
relapse (n=12) clinical outcome, identified a high number of SNPs and InDels. However,
same as the chromosome copy number variation analysis, no SNPs and InDels completely
discriminated between analysed groups. Against a background of relative genetic
homogeneity, we found significant variation (p < 0,01) in gene dosage between the isolates
from cure and relapse groups: 93 orthologs groups (OG5). Within these, we assessed the
association between the deletion of the in tandem genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380,
LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 with the resistance phenotype of the L. (L.) chagasi. It was
demonstrated that this deletion process occurs by homologous recombination, and
apparently is not induced by miltefosine pressure. The individual reexpression of these
genes did not interfere in the in vitro miltefosine susceptibility phenotype of promastigote
stage. Furthermore, the clones separated from clinical isolates of L. (L.) chagasi
(heterogeneous with respect to the presence of these genes) showed that the promastigote
stage of clones that present these genes are less susceptibility to miltefosine than clones

that are absent from these genes. These data suggest, same as the proteomics approach,



that the natural miltefosine-resistance mechanism in Leishmania spp. is complex and
multifactorial.

Keywords: Visceral leishmaniasis — Leishmania (L.) chagasi — Miltefosine — Resistance —
Proteome — Genome.
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amastigotas (c) e das formas promastigotas (d) dos isolados obtidos de um mesmo paciente antes e apos o
tratamento (MG14, MG17, MG19 e PI01) e durante a falha terapéutica (MG17 e PI01). A, antes do tratamento; B,
depois do tratamento; e C, durante a falha terapéutica. ICso corresponde a concentracdo de miltefosina que
reduz em 50% o nimero de macréfagos infectados ou que reduz em 50% a sobrevivéncia das formas
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Figura 12 — Andlise protedmica comparativa (2D-DIGE) entre os isolados de L. (L.) chagasi obtidos de
pacientes que apresentaram diferentes respostas ao tratamento com miltefosina. (a) Gel bidimensional
representativo do perfil proteico dos isolados dos grupos cura (C) e recidiva (R) e do controle interno. (b) Imagem
derivada da sobreposi¢do das imagens obtidas do Cy3 (C) e do Cy5 (R) de um mesmo gel. Em destaque estdo
representados os spots diferencialmente expressos entre os diferentes fenotipos: as linhas sélidas e pontilhadas
indicam os spots com expressdo aumentada e reduzida, respectivamente, no isolado do grupo recidiva. As
informag6es de identificagdo das proteinas correspondentes aos nimeros dos spots destacados estdo listadas
nas tabelas 7, 8 e 9. Obs.: O spot com ID 38 foi excluido das analiSEs. ..........cccccoeeuvieiiieeeiiiiiiiiee e 89

Figura 13 — Andlise de correlagao entre os valores experimentais e teéricos de massa molecular e ponto
isoelétrico das proteinas identificadas dos isolados de L. (L.) chagasi. (a) Correlagdo entre os valores
experimentais e tedricos de massa molecular relativa (Mr). (b) Correlagdo entre os valores experimentais e
tedricos de pl. Essa andlise foi realizada com todas as 50 proteinas identificadas. ..........cccccvveriiiiiiiiiieciniieene 90



Figura 14 — Categorizagdo funcional das proteinas identificadas. Classes dos processos biolégicos dos
spots proteicos com presenca de uma Unica proteina. A categorizacdo funcional foi baseada nas anotacdes do
Gene Ontology e Panther. Isolado de L. (L.) chagasi obtido de paciente que apresentou cura (C) e falha (R) ao
tratamento COM MIEETOSINGL ... .eeeiiiiiie ittt st e ettt e e ettt e e s eab e e e e aabb e e e sanbe e e s snnneeeanneeas 100

Figura 15 - Validacdo da analise protedmica. (a) Representacdo grafica do nivel de expressdo do spot
proteico EF-1B entre os isolados obtidos de pacientes que apresentaram cura (C) e falha (R) ao tratamento com
miltefosina (p <0,01). A quantificagdo do spot proteico foi realizada pelo médulo “Differential In-gel Analysis” do
software DeCyder 7.0. Cada circulo (azul ou vermelho) representa a abundancia do referido spot em um gel
individual, expressa como razédo de volume em relacéo ao seu correspondente no controle interno. (b) Imagens
do 2D-western blotting individualmente obtidas, para a verificacdo da expresséo das proteinas EF-1f e a-tubulina
(normalizador) nas amostras dos isolados dos grupos cura (C) e recidiva (R). (c) Andlise densitométrica das
proteinas EF-1B e a-tubulina (normalizador) nos isolados dos grupos cura (C) e recidiva (R).......ccccovevvveerneenne. 103

Figura 16 — Variagcdo no numero de cépias de cromossomos entre os isolados de L. (L.) chagasi. O
heatmap mostra o status do nimero de cdpias dos 36 cromossomos para os 32 isolados analisados como:
dissémico (2, amarelo), trissdbmico (3, laranja), tetrassémico (4, vermelho) e pentassémico (5, vermelho escuro).
A, antes do tratamento; B, depois do tratamento; e C, durante a falha terap@utica. ...........cccocveeeriiriiniieeeniineen. 118

Figura 17 — Visualizacdo da variagdo no namero de cdpias de genes entre os isolados de L. (L.) chagasi.
Heatmap obtido a partir dos dados da andlise estatistica prévia (Mann-Whitney), a qual destacou genes/grupo
ortélogos com numeros de copias diferentes entre 0s grupos cura e recidiva (p < 0,01). Escala normalizada por
o011 T- VR TSRS 124

Figura 18 — Andlise de enriquecimento. Processos bioldgicos (a) e vias metabdlicas (b) que apresentaram
significativa diferencga entre os isolados dos grupos cura e recidiva, baseado na variagdo do nimero de cépias de
genes (dose g@énica). As andlises de enriquecimento foram realizadas no site do TriTrypDB
(http:/itritrypdb.org/tritrypdb/), baseada nas anotacbes de processos biolégicos do Gene Ontology e nas
anotacdes de vias metabdlicas do KEGG. Representagdo grafica em referéncia ao grupo recidiva................... 126

Figura 19 — Cobertura de sequenciamento dos isolados de L. (L.) chagasi. Regido do cromossomo 31 que
contém os genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400. Estdo apresentados apenas 0s
dados dos isolados obtidos antes do tratamento. Imagem obtida no software Integrative Genomics Viewer (IGV,
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Figura 20 — Validagdo dos dados de CNV da analise de bioinformética. (a) Estratégias de PCR utilizadas
para verificar a presenca dos genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400, individualmente ou
simultaneamente. (b) Resultados das reagbes de PCR apresentadas em “a”. Os retangulos pontilhados em
vermelho destacam os isolados do grupo cura que apresentaram perfil génico heterogéneo para a presenga
desses genes e foram subsequentemente clonados. Os retédngulos pontilhados em verde destacam os isolados
selecionados como controles N0 ProcesS0 de CIONAGEIM. ......ciiii i iiiiiiiee et e e e ee e s 131

Figura 21 — Genotipagem dos clones obtidos dos isolados de L. (L.) chagasi para a regido do locus
contendo os genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400. As amostras destacadas com
retdngulos verde e vermelho representam os isolados utilizados como controles, para a presenca ou auséncia
dos genes, e os isolados que apresentaram genoétipo heterogéneo, respectivamente. Os retdngulos azul indicam
os clones reclonados. Os clones estédo identificados pelas ID dos respectivos isolados seguido das ID de
clonagem (C1-C16). Reacdo de PCR realizada de acordo com o ID 7 da tabela 5. Produtos de PCR separados

em gel de agarose-TAE 0,6%. [Soladoldolgripoleura; e 1solado do grupo reCidiva. .....................ccccoecevvevecene.. 133

Figura 22 — Caracterizagdo de clones obtidos de isolados clinicos de L. (L.) chagasi. (a) Isolado PIO5A e
dois clones (C1 e C2) e uma populacao mista (C13) obtidos deste. (b) Isolado PIO8A e dois clones (C3 e C4) e
uma populagao mista (C7) obtidos deste. a/b.1 — gel de agarose com os produtos de PCR referentes a reagéo ID
7, mostrando a presenca (14 kb) ou ndo (1,2 kb) do locus contendo os genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380,



LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400. a/b.2 — Susceptibilidade in vitro a miltefosina das formas promastigotas (* destaca
diferengas significativas (p < 0,05) entre os grupos avaliados). a/b.3 — Curvas de crescimento em meio LIT
suplementado com 10% de SFBi € 2% 0 UMN&. ........uvieiiiiieeiiiie ettt e st s e e e e e anne e 135

Figura 23 — Construc¢des geradas a partir do vetor pGL631, verificacdo da integracdo das constru¢cdes no
locus ribossomal do isolado de L. (L.) chagasi (MG11A) e demonstragdo da expressdo proteicas dos
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€Sta0 INdICAOS A0 1800 AAS SELAS. . .ci.uviieiiiiie ettt et e e sttt e e sttt e e e sttt e e s enbe e e e s nbaeeeeanbeeeeans 139

Figura 24 — Caracterizagdo dos clones reexpressando os genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e
LinJ.31.2400. Curvas de crescimento (a) e perfis de susceptibilidade in vitro a miltefosina (b) do isolado MG11A
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Figura 25 — Alinhamento das sequéncias de nucleotideos formadas pela juncdo das regifes intergénicas
posicionadas logo acima do gene LinJ.31.2370 e logo abaixo do gene LinJ.31.2400 nos isolados de L. (L.)
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INTRODUCAO

1. LEISHMANIOSE VISCERAL

Leishmaniose visceral (LV), também conhecida como “Kala-azar” (pele negra) ou “Kala-jwar”
(febre negra), € uma doenca sistémica causada por parasitas pertencentes ao género
Leishmania complexo donovani (Laison e Shaw, 1987), que engloba as espécies: (i)
Leishmania (L.) donovani (Laveran e Mesnil, 1903), agente causador de uma antroponose
no sul do continente Asiatico (india, Bangladesh e Nepal) e no leste africano; (ii) Leishmania
(L.) infantum (Nicolle e Comte, 1908), encontrada na regidao do Mediterraneo, Oriente Médio
e parte do continente Asiatico; (iii) e Leishmania (L.) chagasi (Cunha e Chagas, 1937),
agente etiolégico de uma zoonose nas Ameéricas (Bern et al., 2008), recentemente

considerada por alguns autores sinonimia da espécie L. (L.) infantum (Lukes et al., 2007).

A leishmaniose visceral é endémica em 65 paises (Figura 1), com uma estimativa de
500.000 novos casos por ano. Brasil, Bangladesh, india, Nepal, Sudéo e Etidpia apresentam
0s maiores indices epidemiol6gicos, que em conjunto perfazem 90% dos casos (WHO,
2010). Nas Américas, a LV humana ocorre desde o sul do México até o norte da Argentina,

sendo que 90% dos casos registrados ocorrem no Brasil (Brasil, 2014).

6600
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reported, 2013
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BN 500-999 )
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Figura 1 — Distribuicdo mundial de casos reportados de leishmaniose visceral, 2013. Adaptado de WHO
(2013).
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O ciclo evolutivo do parasita compreende duas formas principais distintas: promastigota,
forma flagelada presente no tubo digestivo do vetor; e amastigota, forma imével, que se
desenvolve no interior de células do sistema fagocitario mononuclear dos hospedeiros
mamiferos (Figura 2). As formas infectantes (promastigotas metaciclicas) inoculadas na pele
do hospedeiro, durante o repasto sanguineo de fémeas do flebotomineo infectadas, sé@o
internalizadas por células dendriticas e macrofagos residentes. Dentro do vacuolo
parasitéforo dessas células, as formas promastigotas se transformam em amastigotas, que
sobrevivem e multiplicam-se no fagolisossomo por meio de uma complexa relacdo parasito-
hospedeiro. Apés intensa multiplicacdo das amastigotas, ocorre 0 rompimento das células
infectadas e subsequente liberacdo dessas formas que véao infectar outras células
fagociticas. As células fagociticas da pele, provavelmente células de Langerhans, sao
responsaveis pela disseminacao dos parasitas por meio dos vasos sanguineos e linfaticos
para os linfonodos, bago, figado e medula 6ssea. A infec¢éo do vetor ocorre por ingestéo de
macrofagos contendo formas amastigotas do parasita durante o repasto sanguineo. No trato
digestivo anterior do inseto ocorre o rompimento dos macréfagos e liberagdo dessas formas,
que se diferenciam em promastigotas em aproximadamente 13 a 15 horas. As formas
promastigotas multiplicam-se por divisdo binaria e transformam-se em paramastigotas as
guais colonizam o esb6fago e a faringe do vetor, onde permanecem aderidas ao epitélio pelo
flagelo até se diferenciarem em formas infectantes - promastigotas metaciclicas (Rittig e
Bogdan, 2000; Besteiro et al., 2007; Chappuis et al., 2007).

ApOs o periodo de incubag&o, que ocorre geralmente entre 2 a 6 meses, 0s pacientes que
ndo evoluiram para a cura clinica, apresentam sinais e sintomas de infecgdo sistémica
persistente (incluindo febre, calafrios, fadiga, fraqueza, perda de apetite e de peso) e
invasdo parasitaria do sangue e do sistema fagocitario mononuclear (linfonodos, bago e
figado). A fadiga e fraqueza podem ser agravados pela anemia, a qual é causada por um
estado inflamatdrio persistente, aumento da destruicdo periférica dos eritrocitos devido a
esplenomegalia e, ocasionalmente, por sangramento. Com o avanco da doenca, distens&o
abdominal e dor podem ser observadas em decorréncia da intensificacdo da esplenomegalia
e concomitante hepatomegalia. A LV, se nao tratada evolui para 6bito na quase totalidade
dos casos (>95%) (Chappuis et al., 2007).

A observacédo de que as infec¢des primarias, quando curadas, na maioria dos casos levam a
protecdo contra infecgbes futuras, sugere a possibilidade do desenvolvimento de uma
vacina contra leishmaniose (Chappuis et al.,, 2007). Entretanto, at¢é o momento n&do foi
produzida uma vacina efetiva contra essa parasitose, sendo a quimioterapia a principal

forma de controle/tratamento da leishmaniose visceral.
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Figura 2 — Ciclo evolutivo das espécies de Leishmania spp. As formas promastigotas metaciclicas inoculadas
na derme do hospedeiro, por fémeas de flebotomineos, sdo internalizadas por células fagociticas residentes, e
dentro do fagolisossomo se transformam em amastigotas. As formas amastigotas multiplicam-se, rompem a
célula hospedeira e infectam outras células fagociticas. As formas amastigotas disseminam-se por meio dos
sistemas linfatico e vascular e, ocasionalmente infiltram a medula dssea, figado e bago. Adaptado de Handman
(2001).
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Introducéo

Com o desenvolvimento de novas drogas e o0 aperfeicoamento de suas formulagdes ja em

uso, a terapia contra leishmaniose visceral vem se mostrando mais promissora nas Ultimas

décadas. Contudo, as drogas atualmente disponiveis apresentam limitacdes quanto ao

namero de opcles terapéuticas, eficacia, via de administracdo (parenteral, exceto para

miltefosina), toxicidade, tempo prolongado de tratamento e necessidade de hospitalizacédo e

monitoramento. As drogas preconizadas para a terapia da LV incluem os antimoniais

pentavalentes, anfotericina B e miltefosina, cujas estruturas quimicas estdo ilustradas na

Figura 3.

COOH COOH . 3Na
- 9H,0
H OH
o1 OH
Pentostan — Estibogluconato de sodio Anfotericina B
(I'.)HENHCH3 (")HZOH
HCO—_ _ ._-OCH /
| Sb*_ 1 \ O {
0" oo KN
HCOH HOCH
| | Miltefosina

H('I_IDH HOCH
I
CH,OH CH,NHCH;

Glucantime — Antimoniato de meglumina

Figura 3 — Estrutura quimica das drogas atualmente utilizadas no tratamento da leishmaniose visceral.

Adaptado de Wikipedia (2010) e Croft e Coombs (2003).
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2.1. ANTIMONIAIS PENTAVALENTES

Os antimoniais pentavalentes (Sb(V)) (estibogluconato de sédio — Pentostam; e antimoniato
de meglumina — Glucantime) foram introduzidos na terapia da leishmaniose visceral no ano
de 1945 e ainda permanecem como droga de primeira escolha para o tratamento das
leishmanioses em diversas partes do mundo. Apesar de décadas de uso o mecanismo de

acao dos antimoniais ainda nao foi completamente elucidado.

Os Sb(V) séo caracterizados como pré-drogas, pois para desencadear sua atividade anti-
Leishmania eles devem ser convertidos a antimonial trivalente (Sb(lll)) (Carter et al., 2006;
Singh, 2006; Kothari et al., 2007). Evidéncias de estudos in vitro indicam que essas drogas
atuam por: (i) inducéo de apoptose em Leishmania spp. (Lee et al., 2002; Singh, 2006); (i) e
inibicdo da tripanotiona redutase, resultando no acumulo de espécies reativas de oxigénio
devido a perda intracelular de ti6is (Singh, 2006; Wyllie et al., 2008).

Os antimoniais tém se tornado obsoletos em certas areas da india e arredores, onde a
resisténcia a droga aumentou drasticamente nos Ultimos anos, como demonstrado pela
reducéo significativa de sua eficacia (a dose e/ou duragdo do tratamento aumentou 10 vezes
em relacdo ao tratamento usual) e pelo aumento na porcentagem de falha terapéutica
(>60%) (Sundar, 2001). Apesar do uso dos Sb(V) ter sido abandonado na india, essas
drogas ainda permanecem como tratamento de primeira escolha na maioria das outras
areas endémicas para LV, onde a taxa de cura excede a 90% e poucos casos de recidiva
sdo reportados (Minodier et al., 1998; Maltezou et al., 2000; Raguenaud et al.,, 2007,
Gradoni et al., 2008). Entretanto, a terapia com Sb(V) apresenta desvantagens devido a
acao teratogénica e cardiotdxica, as quais limitam seu uso em gravidas e pacientes
cardiacos (Thakur e Narayan, 2004; Pagliano et al., 2005), e aos efeitos adversos
ocasionais (nausea, vomito, artralgia, disritmia cardiaca, hepatites, aumento dos niveis das
transaminases hepaticas, pancreatites e pneumonites) (Minodier et al., 1998; Maltezou et
al., 2000; Sundar et al., 2000; Raguenaud et al., 2007; Moore e Lockwood, 2010).

28



Introducéo

2.2. ANFOTERICINA B

A anfotericina B (AmB) é um antibidtico poliénico que vem sendo utilizado desde a década
de 60 como tratamento de segunda escolha para as leishmanioses e, em areas com alto
indice de resisténcia aos antimoniais ja é usada como droga de primeira escolha. Esse
composto apresenta atividade seletiva contra Leishmania spp. devido a sua maior afinidade
pelo ergosterol (esterdide predominante nas células de Leishmania spp.) que pelo colesterol
(esterdide predominante nas células de mamiferos) (Goad et al., 1984; Croft et al., 2006). A
anfotericina B apresenta alta efetividade como droga anti-Leishmania, mesmo no tratamento
dos casos de resisténcia aos antimoniais (Thakur et al., 1999). Contudo, a sua formulagdo
convencional (desoxicolato) apresenta desvantagens, como administragéo parenteral lenta e
elevada toxicidade associada com graves efeitos adversos (febre e calafrios durante a
infusdo, nefrotoxicidade, hipocalemia e queda do nivel de hemoglobina), que limitam sua
utilizacdo (Sundar et al., 2004; Sundar et al., 2007).

O desenvolvimento de formulagfes lipidicas da AmB (Ambisome, lipossomal; Abelcet,
complexo lipidico; e Amphocil, dispersdo de colesterol) tem sobrepujado as desvantagens
da formulagcdo convencional, tornando as reac¢des adversas negligenciaveis com melhoria
da qualidade terapéutica dessa droga. Estas formulacdes apresentam seletividade pelo
sistema fagocitario mononuclear, aumentando a atividade anti-Leishmania localizada e a
efetividade com doses menores (Adler-Moore e Proffitt, 2003; Croft e Coombs, 2003;
Maltezou, 2010). A formulacdo lipossomal tem mostrado taxa de cura superior a 95% em
pacientes da india com LV (Sundar et al., 2004) e seu esquema terapéutico vem sendo
otimizado quanto ao tempo de tratamento (3 a 5 dias) com o objetivo de reduzir custos com
cuidados hospitalares, necessarios durante o periodo de tratamento (Thakur et al., 1996;
Sundar et al., 2002b; Gradoni et al., 2008). Entretanto, o elevado custo dessa formulacéo,

mesmo utilizando os esquemas terapéuticos mais curtos, limita sua utilizacao.

Embora alguns casos de recidivas tenham sido observados apés o tratamento com AmB,
especialmente em pacientes HIV positivos, a ocorréncia de resisténcia em isolados clinicos
ainda néo é considerada um problema (Durand et al., 1998; Di Giorgio et al., 1999; Lachaud
et al., 2009). Contudo, com a disseminacdo do uso dessa droga, especialmente das
formulacdes lipidicas, que apresentam elevada meia-vida plasmatica, a possibilidade de

ocorréncia de resisténcia ndo pode ser ignorada.
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2.3. MILTEFOSINA

O avanco mais significativo na terapia da leishmaniose visceral nos ultimos anos foi a
descoberta de uma droga oral efetiva, a miltefosina (hexadecilfosfocolina), um anélogo de
fosfolipidio. A miltefosina é a primeira droga de administracdo oral registrada para o
tratamento da leishmaniose visceral e mais recentemente para tratamento da leishmaniose
cutanea (Croft e Engel, 2006; Chrusciak-Talhari et al., 2011; Monge-Maillo e Lopez-Velez,
2015).

O desenvolvimento de derivados de fosfolipidios como droga baseou-se essencialmente em
relatos prévios de sua atividade antineoplasica. A miltefosina foi sintetizada de forma
independente pelos pesquisadores Bill Pendergast e Joseph Chan em 1982 na Fundacéo
Burroughs Wellcome (EUA) e pelo pesquisador Hansjoerg Eibl no Instituto Max-Planck
(Alemanha) (Eibl e Unger, 1990). Esta droga foi usada com sucesso no tratamento de
metastases cutdneas de céancer de mama, sendo a primeira droga antineoplasica de

aplicacao tépica (Miltex) registrada (Burk et al., 1994).

Em 1984, esta droga, juntamente com outros alquil-fosfocolinas e um alquil-
fosfoetanolamina, foi selecionada para um screening contra parasitas Leishmania spp. e
tripanossomas, realizado em Beckenham, Reino Unido (Croft e Engel, 2006). Dentre as
substancias avaliadas, sete (incluindo a miltefosina) apresentaram atividade contra formas
amastigotas e promastigotas de L. (L.) donovani (Croft et al., 1987). A miltefosina apesar de
nao ter apresentado atividade muito elevada (5,0 pg/mL), no modelo in vitro de macroéfagos
de camundongos, apresentou a vantagem de ser bem tolerada pelas células hospedeiras e,
portanto, foi uma das drogas selecionadas para a avaliagdo in vivo em camundongos
BALB/c. Nesse estudo, foi determinada a DEsy (quantidade de droga que gera a resposta
terapéutica em 50% da populacdo analisada) de 12,8 mg/kg/dia para a miltefosina

administrada por via subcutanea durante 5 dias.

Subsequentemente, Unger e Kuhlencord, conhecendo os resultados de Croft e
colaboradores (1987) e a biodisponibilidade oral da miltefosina (de estudos de fase Il em
pacientes com cancer) realizaram testes para verificar a eficacia oral da miltefosina em
modelos in vivo (BALB/c) contra L. (L.) donovani e L. (L.) infantum. Os resultados desse
estudo demonstraram que a miltefosina apresentou excelente atividade anti-Leishmania,
alcancando niveis superiores a 95% de supressao da carga parasitaria de L. (L.) donovani e
L. (L.) infantum no figado, baco e medula 6ssea ap6és administracéo oral de 20 mg/kg/dia
durante 5 dias. Ainda nesse estudo foi verificada uma maior atividade anti-Leishmania da

miltefosina quando comparada ao estibogluconato de sédio (tratamento padréo) (Kuhlencord
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et al., 1992). Esses resultados foram a base para a decisdo do inicio do programa de
desenvolvimento da miltefosina, para o tratamento da leishmaniose visceral, pela ASTA
Medica (atual Zentaris) (Croft e Engel, 2006).

O primeiro ensaio clinico de fase I/l da miltefosina, o qual envolveu 30 pacientes com LV, foi
iniciado por H. Murray, S. Sundar e ASTA Medica na india em 1997. Esse estudo
estabeleceu que doses diarias de 100-150 mg da droga durante 28 dias foram bem
toleradas e conduziram a elevada taxa de cura (Sundar et al., 1998). Em seguida, outros
estudos de fase Il foram realizados, confirmando os resultados do estudo piloto descrito
acima e acrescentando informagbes favoraveis a eficacia da miltefosina nos casos
refratarios aos antimoniais pentavalentes (Jha et al., 1999; Sundar et al., 1999). Esses
resultados levaram a um estudo multicéntrico de fase Ill, envolvendo a Organizagdo Mundial
da Saude (WHO/TDR — World Health Organization/Tropical Diseases Research), o governo
indiano, e a industria farmacéutica. Os dados obtidos nesse estudo de fase Ill mostraram um
indice de cura de 94%, o que estabeleceu de forma inquestionavel a eficacia anti-
Leishmania da miltefosina (Engel, 2002; Ganguly, 2002; Sundar et al., 2002a). Em marco de
2002 a miltefosina (Impavido™) foi aprovada como a primeira droga de administragdo oral
para o tratamento da leishmaniose visceral na india (Sundar e Chatterjee, 2006) e,
atualmente é também licenciada na Alemanha e Colémbia para o tratamento da

leishmaniose visceral e cutanea, respectivamente (Maltezou, 2010).

Resultados satisfatérios da eficacia da miltefosina também tém sido relatados em pacientes
portadores de LV coinfectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Thakur et al.,
2000). Contudo, um estudo mais recente observou elevada taxa de recidiva entre esses

pacientes ap6s o tratamento com miltefosina (Sindermann et al., 2004).

Os eventos adversos observados nos estudos clinicos da miltefosina para o tratamento da
leishmaniose visceral em geral sdo brandos e toleraveis, sendo representados
principalmente por desconforto gastrointestinal transitério como vomito e diarreia, e aumento
dos niveis das transaminases hepéticas e da creatinina (Sundar et al., 2002a; Bhattacharya
et al., 2007). As principais preocupacdes para o uso disseminado da miltefosina incluem o
seu potencial teratogénico e sua elevada meia vida (150-200 h), a qual pode facilitar a
emergéncia de parasitas resistentes, devido a permanéncia de niveis subterapéuticos da

droga na corrente sanguinea por algumas semanas apos o tratamento (Berman, 2005).
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2.3.1. Mecanismo de Ac¢ao Anti-Leishmania da Miltefosina

O mecanismo a nivel molecular da atividade anti-Leishmania da miltefosina ainda nédo esta
totalmente esclarecido e, parte do conhecimento desse mecanismo, tem sido obtido de
estudos utilizando linhagens experimentais resistentes a essa droga. Contudo, a elucidacéo
dos mecanismos de resisténcia tem claramente mostrado que o acumulo intracelular da
droga € um pré-requisito para a acao da miltefosina (Perez-Victoria et al., 2006b), o qual

ocorre em trés diferentes etapas (Figura 4):

e Ligacdo da droga no lado extracelular da membrana plasmatica. Sob condicdes
normais de cultura, a miltefosina se liga a albumina, a qual atua como reservatorio
para a droga. Devido ao seu caréater anfifilico a miltefosina € capaz de se solubilizar
em agua e de se ligar a monocamadas lipidicas (Rakotomanga et al., 2005), o que
estabelece um equilibrio entre a fracdo ligada a albumina e a fracdo ligada a
membrana plasmatica. Esse equilibrio € deslocado pela concentracdo da droga,
quantidade de albumina e pelo niamero de células (membrana plasmatica) (Perez-
Victoria et al., 2003a).

e Internalizacdo da droga. Apesar das moléculas fosfolipidicas se difundirem
rapidamente na monocamada lipidica, o movimento flip-flop na bicamada lipidica é
geralmente muito lento (Pomorski et al., 2003). Dois possiveis mecanismos de
internalizacdo da miltefosina tém sido descritos: (i) endocitose dos monémeros de
miltefosina integrados na membrana plasmética como membros da vesicula
endocitica. Os parasitas Leishmania spp. apresentam elevada atividade endocitica, a
qual é restrita a uma regido especializada da bolsa flagelar (Mcconville et al., 2002).
Entretanto, essa via de internalizacdo € importante apenas em circunstancias em
gue a quantidade de droga ligada a membrana € extremamente alta; (i) e
translocacdo dos monémeros de miltefosina por atividade de proteinas flipases
especificas. Esse é o mecanismo de internalizacdo da miltefosina mais importante e
depende de duas proteinas (transportador de miltefosina (MT - Miltefosine
Transporter) e sua subunidade beta Ros3) que, provavelmente, formam um
complexo de translocagdo na membrana plasmatica (Perez-Victoria et al., 2003a;
Perez-Victoria et al., 2006a).

e Alvo intracelular, metabolismo e eliminacdo da miltefosina. Os monémeros de
miltefosina na face citosdlica da membrana podem se desprender desta e
estabelecer um equilibrio com as membranas das organelas citoplasméticas devido

a sua solubilidade em agua. Contudo, ainda ndo é conhecida a distribuicdo

intracelular da miltefosina, assim como o seu acimulo em organelas (Perez-Victoria
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et al., 2006b). Enquanto a capacidade de internalizar a miltefosina é muito elevada, o
metabolismo da droga dentro das células do parasita Leishmania é muito lento ou
até mesmo negligenciavel (Perez-Victoria et al., 2003a), o que resulta em elevada
concentracdo intracelular. Por fim, mecanismos de eliminacdo da droga, como
exocitose ou atividade flopase por translocadores proteicos (membros da familia de
transportadores ABC), podem reduzir a concentragdo da droga dentro da célula do
parasita (Perez-Victoria et al., 2001; Rybczynska et al., 2001).

9 MIL

0 @ Micela de MIL

extracelular

i i i

intracelular mtracelular

(a)

(b) 5

Figura 4 — Ligagcao e internalizagdo da miltefosina em parasitas Leishmania spp. (a) A miltefosina é
recrutada pelas moléculas de albumina (BSA), a qual atua como reservatdrio da droga. A ligacdo da droga do
lado extracelular da membrana plasmatica. (b) A fracdo de droga ligada a membrana plasmatica é internalizada
por meio da maquinaria de proteinas flipases (F) presentes na bicamada lipidica e pela atividade flip-flop.
Adaptado de Perez-Victoria e outros (2006b).

Estudos experimentais vém demonstrando que o mecanismo de acdo da miltefosina pode

interferir com lipidios de membrana do parasita em diferentes niveis:

Causando danos a membrana flagelar, com extensiva formacédo de protuberéncias
(Santa-Rita et al., 2000).

Interferindo no metabolismo de alquil-lipidio e de ancoras de glicosilfosfatidilinositol
(Lux et al., 1996) e no remodelamento de éter-lipidios, por meio de inibicdo (dose-
dependente) da atividade da enzima alquil-liso-fosfatidilcolina aciltransferase

especifica (Lux et al., 2000). Contudo a concentracdo de miltefosina necessaria para
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esta inibicdo é muito maior que a concentragdo capaz de matar os parasitas, o que
sugere outro alvo primario da droga (Perez-Victoria et al., 2006b).

¢ Inibindo a sintese de novo de fosfatidilcolina (Lira et al., 2001). Fosfatidilcolina é o
principal lipidio da membrana de Leishmania spp., representando 33% do total de
lipidios e 50% dos fosfolipidios nesse parasita (Wassef et al., 1985). Tem sido
postulado que a colina possui funcédo essencial no desenvolvimento dos parasitas
Leishmania, implicando que esses possuam uma magquinaria para sintese de novo
de fosfocolina a partir da colina e requer um transportador para incorporacdo de
colina do hospedeiro, que é inibido pela miltefosina (Chaudhuri et al., 1982; Zufferey
e Mamoun, 2002).

A miltefosina também pode exercer sua atividade anti-Leishmania por modulacdo do
processo de morte celular semelhante a apoptose, visto que fendmenos relacionados a esse
processo (encarquilhamento celular, condensacéo do DNA nuclear, fragmentacdo do DNA e
exposicao de fosfatidilserina) tém sido reportados apés o tratamento de tripanossomideos
com miltefosina (Paris et al., 2004; Verma e Dey, 2004). Contudo, os estudos realizados por
van der Sanden e colaboradores (2004) mostraram que a inducdo desse tipo de morte
celular por essa droga ndo possui como via primaria a inibicdo da sintese de fosfatidilcolina.
Mais recentemente Azzouz e colaboradores (2005) sugeriram que a miltefosina também
pode exercer sua agéo leishmanicida por meio da inibicdo da sintese de proteinas, DNA e

RNA, sendo esta Ultima a mais afetada.

Outro possivel alvo intracelular dos fosfolipidios em tripanossomideos é a mitocOndria.
Estudos experimentais demonstraram uma reducgéo substancial do potencial da membrana
mitocondrial (AWm) apds o tratamento de formas promastigotas de L. (L.) amazonensis e
epimastigotas de T. cruzi por miltefosina e edelfosina, respectivamente (Santa-Rita et al.,
2004; Santa-Rita et al., 2005; Santa-Rita et al., 2006). Associado a isto, Vergnes e
colaboradores (2007) observaram variagdo nos niveis de expressao de HSP83 e
SKCRP14.1, proteinas envolvidas no processo de manutencdo do AW, em isolados
clinicos de L. (L.) donovani o que foi relacionada com o fenétipo de resisténcia in vitro a
miltefosina. Luque-Ortega e Rivas (2007) também verificaram uma reducdo do nivel
intracelular de ATP e do consumo de oxigénio, em L. (L.) donovani ap6s incubacdo com
miltefosina, a qual foi relacionada com a inibicho da fosforilagdo oxidativa (inibicdo
especifica da enzima citocromo ¢ oxidase), principal fonte de sintese de ATP em Leishmania

spp. (Van Hellemond e Tielens, 1997).
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Também tem sido descrito que a miltefosina pode desempenhar sua acdo anti-Leishmania
de forma indireta, por meio de seu efeito imunomodulador, o qual tem sido relacionado com
sua atividade coestimulatoria in vitro sobre células T e macréfagos (Vehmeyer et al., 1991,
Eue et al., 1995; Safa et al., 1997), assim como com o0 aumento da sintese de IFN-y e GM-
CSF por células mononucleares periféricas humanas (Hochhuth et al., 1992). Em sua
formulacdo lipossomal, a miltefosina foi capaz de induzir a sintese de 6xido nitrico em
linhagem U937 de histiécitos humanos ou em macrofagos peritoneais (Eue et al., 1995;
Zeisig et al., 1995). Adicionalmente, o tratamento oral com altas doses de miltefosina (45
mg/kg/dose por 5 dias) levou a um aumento significativo no recrutamento de células
endoteliais, macrofagos, células T helper, células T citotoxicas e de células B no baco de
camundongos sem timo (Safa et al., 1997). Recentemente, foi observado que macréfagos
infectados com L. (L.) donovani e posteriormente tratados com miltefosina, aumentam a
resposta ao IFN-y, por meio do aumento do numero de receptores para IFN- vy, e revertem a
resposta imunoldgica do tipo Th2 para Thl por meio da inducéo de IL-12 (Wadhone et al.,
2009).

Contudo, estudos da atividade da miltefosina contra L. (L.) donovani em camundongos
imunodeficientes em células T e B e em macrofagos ativados, tém mostrado que esses tipos
de respostas imunes ndo sdo necessdrias para a atividade da miltefosina sobre L. (L.)
donovani (Murray e Delph-Etienne, 2000; Escobar et al., 2001). Dessa forma, a miltefosina
pode ser uma droga potencialmente (til no tratamento de leishmanioses em pacientes com
imunodeficiéncia, como, por exemplo, portadores da sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS).

2.3.2. Variagao de Susceptibilidade a Miltefosina entre as Formas Evolutivas e entre as

Diferentes Espécies de Leishmania

Estudos experimentais in vivo e in vitro mostraram que a miltefosina apresenta atividade
antiparasitaria contra as formas amastigotas e promastigotas de varias espécies de
Leishmania (Croft et al., 1987; Kuhlencord et al., 1992; Croft et al., 1996; Le Fichoux et al.,
1998; Unger, 1998; Escobar et al., 2001; Escobar et al., 2002), apresentando, entretanto,

variagdo na sua eficacia dependendo da forma evolutiva e da espécie do parasita.

Escobar e colaboradores (2002) avaliaram a sensibilidade in vitro a miltefosina de seis
diferentes espécies de Leishmania (L. (L.) donovani, L. (L.) aethiopica, L. (L.) tropica, L. (L.)

mexicana, L. (V.) panamensis e L. (L.) major), e observaram que a espécie L. (L.) donovani
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apresentou maior susceptibilidade, tanto na forma amastigota quanto na forma promastigota
(CEso de 4,6 — 3,3 uM e 0,4 — 0,5 uM, respectivamente), enquanto a espécie L. (L.) major
apresentou menor susceptibilidade (CEso de 31,6 — 37,2 pM para a forma amastigota e de
4,8 — 13,1 uM para a forma promastigota). Esses mesmos autores também observaram que,
independente da espécie de Leishmania, formas promastigotas apresentaram maior

susceptibilidade a miltefosina que as suas respectivas formas amastigotas.

Por outro lado, Azzous e colaboradores (2005) verificaram que as formas promastigotas
foram menos susceptiveis (CEso de 26,73 — 33,31 uM) que as formas amastigotas (CEso de
16,46 — 23,16 uM) de L. (L.) donovani, e sugeriram que os alquil-fosfolipidios aumentam a
citotoxicidade dos macréfagos e consequentemente ajudam a eliminar os parasitas dentro
das células infectadas, uma vez que ja foi demonstrado que lisofosfolipidios estimulam a

explosao respiratdria em macrofagos peritoneais (Brachwitz e Vollgraf, 1995).

Utilizando o modelo experimental de infeccdo de macréfagos, Yardley e colaboradores
(2005) também observaram uma variacdo significativa na sensibilidade a miltefosina em
isolados clinicos de diferentes espécies de Leishmania do Peru e do Nepal. Todos os
isolados de L. (L.) donovani oriundos de pacientes Nepaleses, respondedores ou nao-
respondedores ao antimoniato pentavalente, apresentaram sensibilidade intrinseca a
miltefosina com CEsp variando de 0,1 a 14 uM. J& os isolados de pacientes com
leishmaniose cutdnea do Peru, pertencentes ao complexo L. (Viannia) braziliensis,
apresentaram-se resistentes a miltefosina até 73 pM, com excecdo da espécie L. (V.)
lainsoni, a qual apresentou CEso comparavel (4,6 — 8,3 uM) aos valores encontrados para L.

(L.) donovani.

Diferencas na eficacia do tratamento com a miltefosina, em relacao a diferentes espécies de
Leishmania, também foram observadas em um ensaio clinico controlado realizado na
Colébmbia e Guatemala, onde os pacientes receberam 2,5 mg/kg/dia durante 28 dias para o
tratamento de leishmaniose cutanea (Soto et al., 2004). Na Colémbia, onde a espécie L. (V.)
panamensis € predominante, foi observado taxas de cura de 91% para o grupo tratado com
miltefosina, enquanto na Guatemala, onde as espécies predominantes sdo L. (V.)

braziliensis e L. (L.) mexicana, taxa de cura de apenas 53% foi alcangada.

Outro estudo realizado na Bolivia revelou que a eficacia da miltefosina também pode variar
dentro de uma mesma espécie de Leishmania, distribuidas em diferentes regides
geograficas, uma vez que uma taxa de cura superior (88%) aquela encontrada na
Guatemala (53%) foi observada apds o tratamento com miltefosina em pacientes com

leishmaniose cutanea causada por L. (V.) braziliensis (Soto et al., 2008). Dessa forma, a
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miltefosina tem se mostrado mais efetiva para isolados de L. (V.) braziliensis dessa regido

do que para L. (V.) braziliensis encontrada na Guatemala (Soto et al., 2004).

Da mesma forma, um ensaio clinico desenvolvido por nosso grupo de pesquisa para avaliar
a eficacia da miltefosina em pacientes portadores de LV no Brasil, observou uma alta taxa
de recidiva apés o tratamento com 2,5 mg de miltefosina/kg/dia durante 28 (Montes Claros —
MG) ou 42 dias (Piaui) (dados ndo publicados). Diferente dos resultados encontrados nos
ensaios clinicos desenvolvidos na india, em que apenas 6% de falha terapéutica foram
reportados (Sundar et al., 2002a), cerca de 50% dos pacientes avaliados no Brasil
apresentaram recidiva apos o tratamento com miltefosina, o que levou a interrupcdo do
estudo. Uma hipétese investigada foi a ocorréncia de sensibilidade variada a miltefosina
entre isolados de L. (L.) chagasi, justificando a alta taxa de recidiva dos pacientes
portadores de LV tratados no Brasil. Os resultados obtidos de ensaios de infec¢éo in vitro de
macréfagos murinos demonstraram que, na maioria dos casos, os isolados de pacientes que
apresentaram recidiva eram resistentes a miltefosina, enquanto todos os isolados de
pacientes que evoluiram para a cura eram sensiveis a miltefosina. Esses dados corroboram,
portanto, a hipétese de que a recidiva da LV em pacientes tratados com miltefosina no Brasil

pode ser devida a resisténcia primaria desses isolados a droga (Monti-Rocha, 2012).

2.3.3. Mecanismos de Resisténcia a Miltefosina

Na tentativa de elucidar os mecanismos de resisténcia de Leishmania spp. a miltefosina,
varios estudos tém sido realizados utilizando principalmente parasitas resistentes a droga
obtidos experimentalmente. A indugéo facilitada de linhagens resistentes a miltefosina, em
laboratorio, revela a magnitude biol6gica do parasita em evadir essa droga. A caracterizagdo
dessas linhagens resistentes indica que a reducao no acumulo intracelular da miltefosina no
parasita esta relacionada com os fenoétipos de resisténcia observados (Perez-Victoria et al.,
2001; Perez-Victoria et al., 2003b; Seifert et al., 2003).

O primeiro estudo do mecanismo de resisténcia a miltefosina foi realizado utilizando uma
linhagem experimental de L. (L.) tropica multidroga resistente (MDR), a qual apresentava
elevada atividade de efluxo da droga. A caracterizacdo desse parasita revelou que a
reducdo intracelular dos analogos de fosfolipidios (miltefosina e edelfosina) estava
associada com a expressdo aumentada da glicoproteina-P MDR1, um membro da
superfamilia dos transportadores ABC (ATP Binding Cassette), que externaliza substancias

hidrofébicas da célula (Perez-Victoria et al., 2001). Apesar do envolvimento das proteinas
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ABC na translocacao de fosfolipidios, incluindo fosfatidilcolina, estar bem estabelecido em
células de mamiferos (Bosch et al., 1997; Borst et al., 2000), os estudos realizados em

parasitas Leishmania se limitam aos transportadores MDR1, ABCAl e ABCA2.

Contudo, os estudos de Perez-Victoria e colaboradores (2003a) demonstraram que, em uma
linhagem experimental de L. (L.) donovani resistente a miltefosina, a redu¢cdo no acumulo
intracelular da droga é principalmente devida a alteracbes na habilidade do parasita em
internaliza-la, uma vez que, a taxa de efluxo e de endocitose da droga foram similares entre
as linhagens selvagen e resistente. Essa linhagem resistente também apresentou menor
acumulo de um anélogo de glicerofosfolipideo, sugerindo que a internalizagdo de miltefosina
e a translocagédo de lipidios podem compartilhar o mesmo transportador. Esses autores
também demostraram que o metabolismo da miltefosina pelo parasita Leishmania pode ser
considerado negligenciavel, o que descarta alteragcbes nessa via como mecanismo de

evasdao a droga.

Em um trabalho posterior, esses mesmos autores (Perez-Victoria et al., 2003b) identificaram
e clonaram um transportador de miltefosina, LAMT (L. donovani Miltefosine Transporter),
com um Open Reading Frame (ORF) que codifica uma proteina com 1.097 aminoacidos,
gue apresenta homologia com a ATPase |l humana. Esse transportador pertence a
subfamilia de translocases de aminofosfolipideos e esta localizado na membrana plasmatica
e na bolsa flagelar. LdAMT é responsavel pela translocacdo de miltefosina e de
glicerofofolipideos em parasitas Leishmania, modulando, portanto, a internalizagdo e a
poténcia de drogas analogas de fosfolipidios. Esses pesquisadores verificaram que as
bases moleculares para o fenotipo de resisténcia consistiu na aquisicdo de distintas
mutagdes pontuais em cada um dos alelos LAMT presente na linhagem resistente, levando,
portanto, a perda de funcdo do transportador. Nesse contexto, esses autores sugerem que
qualquer mutacdo capaz de inativar o transportador LAMT resultard& em perda de
sensibilidade a miltefosina e, portanto, o gene completo deve ser analisado para o
monitoramento de resisténcia a droga. Investigacdes complementares realizadas por Seifert
e colaboradores (2007) revelaram que o fenétipo de resisténcia induzido, por mutacdo
pontual ou por knockout do gene LdAMT, em formas promastigotas de L. (L.) donovani,

permaneceu apos a transformacao para o estagio amastigota intracelular.

Contudo, foi observado que apenas MT ndo é suficiente para exercer a atividade de
translocacéo de fosfolipidios e da miltefosina pela membrana plasmética. A atividade de
LdMT ¢é dependente de uma (3 subunidade especifica denominada LdRos3 (pertencente a
familia das proteinas CDC50/Lem3 — uma 3 subunidade de Ps;-ATPases) (Perez-Victoria et

al., 2006a). LdMT e LdRos3, provavelmente por fazerem parte de uma mesma maquinaria
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de translocacdo do parasita, sdo mutuamente dependentes para alcangcarem suas
localizagbes adequadas na membrana plasmatica (seu local de ac¢do), assim como para
exercerem sua atividade de flipase (Perez-Victoria et al., 2006a). A menor capacidade de
internalizar a miltefosina também foi relacionada com o baixo nivel de expressdo da
subunidade LbRos3 e com a menor atividade do transportador LobMT em L. (V.) brasiliensis,
0s quais correspondem ao LdRos3 e ao LAMT em L. (L.) donovani (Sanchez-Canete et al.,
20009).

Outros possiveis mecanismos de resisténcia a miltefosina descritos séo: alteracées no
contetdo lipidico e no nivel de insaturacdes de &cidos graxos e redugcdo no nivel de
ergosterol, as quais foram observadas em formas promastigotas de L. (L.) donovani
resistentes (Rakotomanga et al., 2005); e aumento da expressédo de proteinas (HSP83 e
SKCRP14.1) relacionadas com a manutencdo do potencial da membrana mitocondrial
(AWr) a qual foi associada com o fenoétipo de resisténcia a miltefosina em isolados clinicos
de L. (L.) donovani (Vergnes et al., 2007).

Alguns fatores intrinsecos da droga também podem contribuir para a emergéncia
disseminada de parasitas resistentes a miltefosina: (i) o longo tempo de tratamento (28
dias); (ii) a elevada meia-vida da miltefosina (150 — 200 h), a qual resulta em niveis sub-
terapéuticos por algumas semanas ap0s o tratamento; (iii) e o mecanismo de acdo da
miltefosina, que apesar de desconhecido até 0 momento, apresenta como pré-requisito a

internalizacdo da droga.

Na auséncia de novas drogas, 0 conhecimento sobre as bases moleculares da faléncia do
tratamento e o desenvolvimento de novas ferramentas para deteccdo desse fendmeno
podem contribuir para o uso racional da miltefosina e para tracar novas estratégias
terapéuticas para o seu uso no tratamento da LV. Nesse contexto, a andlise de expresséo
proteica, por abordagem protedmica, assim como a analise do genoma, por sequenciamento
de nova geracdo, tém se mostrado estratégias efetivas na identificagdo de marcadores
moleculares envolvidos no fendtipo de resisténcia a drogas em parasitas do género
Leishmania (Drummelsmith et al., 2004; Vergnes et al., 2007; Singh et al., 2008; El Fadili et
al., 2009; Sharma et al., 2009; Downing et al., 2011; Coelho et al., 2012; Ritt et al., 2013).
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3. ANALISE PROTEOMICA

O termo proteoma foi utilizado primeiramente por Wasinger e colaboradores (1995) como
proteinas complementares ao genoma. Tradicionalmente, protedmica € definido como a
analise do conjunto completo de proteinas (proteoma) expressas por uma célula, tecido ou
organismo em determinada situacdo, podendo ser modificado pelas condi¢cdes e estimulos
0S quais esse organismo esta exposto.

Estudos em eucariotos e procariotos tém mostrado que o paradigma “um gene — uma
proteina” é incorreto, visto que multiplos produtos génicos podem ser obtidos a partir de um
anico gene. Um produto génico pode se apresentar em diversas formas (Figura 5), como
resultado de splicing alternativo e de modifica¢cdes cotraducionais e pos-traducionais (como
fosforilagBes, glicosilacdo, acilacéo, etc.) (Jensen, 2004).

Genoma ————> Transcriptoma ———— Proteoma

Processamento
co/pés-traducional

“Splicing” ——> Proteina,
alternativo ——> Proteina,

——> Proteina,

—> mRNA
A —— Proteing,

— >  mRNA

Gene, — > mRNA, > Proteinag
mRNA, —> Proteinagg
——> mRNAg >
—_—
—_—

——> Proteina;

Current Opinion in Chemical Biology

Figura 5 — Do genoma ao proteoma: um aumento na complexidade e na dindmica. A diversidade de
produtos génicos oriundos de um Unico gene é devida principalmente aos splicing alternativos dos transcritos e
as modificagbes cotraducionais e pds-traducionais das proteinas. E predito no genoma humano cerca de 30.000
ORFs, cada um dos quais, origina em média 6 diferentes espécies de mRNA. Esses sao traduzidos a proteinas
gue sdo processadas em diferentes vias, gerando cerca de 8 a 10 diferentes formas modificadas de proteinas.
Portanto, o genoma humano pode potencialmente produzir cerca de (30.000 x 6 x 10) 1.8 milh&es de diferentes
espécies proteicas. Adaptado de Jensen (2004).
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As espécies pertencentes a ordem Kinetoplastida, como Leishmania spp., por exemplo, ndo
apresentam interrupcdes (introns) entre as regides codificantes, exceto para o gene que
codifica a polimerase poli-A (Mair et al., 2000), ndo ocorrendo, portanto, splicing alternativo
do mRNA (RNA mensageiro). Dessa forma, modificag6es pds-traducionais e alguns tipos de
modificagbes pos-transcricionais sao as principais responsaveis pela variedade de produtos

génicos observados nesses organismos.

E importante ressaltar que em muitos casos os niveis de mMRNA transcritos n&o apresentam
uma correlacdo direta com a expressédo proteica (Anderson e Seilhamer, 1997; Gygi et al.,
1999; Mcnicoll et al., 2006). Nos tripanossomatideos essa falta de correlagdo pode estar
associada a transcrigdo policistronica da maior parte dos genes, fazendo com que o controle
da expressao do mRNA maduro, gerado a partir dos transcritos primarios por trans-splicing,
ocorra a nivel pés-transcricional, dependendo: (i) da estabilidade do mRNA; (ii) do inicio da
traducdo; (iii) e da estabilidade da proteina traduzida (Gibson et al., 1988; Agabian, 1990;
Clayton, 2002; Haile e Papadopoulou, 2007). Dessa forma, o proteoma reflete a expressao

das moléculas que influenciam mais diretamente a bioquimica e o funcionamento celular.

A analise protebmica classica fornece métodos que permitem determinar a identidade e a
abundéancia de proteinas constituintes do proteoma e o conhecimento da funcdo proteica
pode ser inferido pela variacdo de sua expressdo. A abordagem protedmica foi estabelecida
na década passada com o desenvolvimento de métodos de sequenciamento de proteinas,
baseado na espectrometria de massas (MS), acoplado com métodos de eletroforese em gel
ou cromatografia, para resolver misturas proteicas. O parametro critico que define o sucesso
ou ndo da andlise protebmica é a habilidade de resolver proteinas de uma mistura
complexa. Umas das técnicas mais efetivas para atingir esse objetivo é a eletroforese
bidimensional (2DE), que apesar de apresentar algumas limitacdes relacionadas com a
solubilizacdo de proteinas de membrana (altamente hidrofébicas) e segregacéo de proteinas
de pontos isoelétricos (pl) e tamanhos extremos (geralmente limitada entre 10 e 120 kDa), é
uma abordagem com capacidade de analisar milhares de proteinas simultaneamente (Gorg

et al., 2004; Vercauteren et al., 2007).

Na eletroforese bidimensional, as proteinas sdo separadas de acordo com sua carga liquida,
por meio da focalizacdo isoelétrica (IEF — IsoElectric Focusing), na primeira dimensao.
Durante essa fase, as proteinas migram em direcdo ao eletrodo carregado, através de um
gradiente especifico de pH presente no gel, até alcancgar seu pl, no qual a carga liquida da
proteina é zero. ApoOs a focalizacdo isoelétrica, as proteinas sdo separadas na segunda

dimensao baseada em sua massa molecular, usando a técnica padronizada de eletroforese
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em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE — Sodium Dodecyl
Sulphate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) (Figura 6) (O'farrell, 1975).

Uma inovacao da técnica de 2DE classica € a eletroforese diferencial (DIGE — Differential
Gel Electrophoresis). Essa abordagem, por empregar corantes fluorescentes para marcar as
proteinas antes das separacdes eletroforéticas, possibilita a andlise de multiplas amostras
em um Unico gel (Unlu et al., 1997). Além de reduzir a variabilidade entre as corridas de
eletroforese, a metodologia 2D-DIGE apresenta resposta linear a abundancia proteica,
elevada sensibilidade (detec¢éo na faixa de nanogramas de proteinas) e é compativel com a

andlise subsequente de identificacdo proteica por espectrometria de massas.

Ap0s a separacao, as proteinas reveladas sdo removidas e digeridas no gel com tripsina. Os
fragmentos tripticos resultantes sao extraidos do gel e analisados por espectrometria de
massas (MS), sendo a tecnologia MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization) uma
das mais utilizadas. Para andlise dos fragmentos tripticos, estes sdo ionizados pelo sistema
e resolvidos com base na razdo massa/carga (m/z). Do espectro de massas resultante, ions
parentais sdo selecionados para segunda analise de MS, in tandem. Esses ions passam por
uma ceélula de colisdo, onde sdo submetidos a uma fragmentacdo ao longo da cadeia
peptidica, produzindo um padrdo predito de fragmentos (MS/MS). Diferencas entre as
massas desses fragmentos no espectro MS/MS podem ser usados para determinar
sequéncias de aminoacidos da proteina analisada (Figura 6). Os resultados de massas
obtidos sdo comparados com dados depositados em bancos internacionais, utilizando
softwares que identificam proteinas. A identificagdo pode ser feita pelo padrédo obtido das
massas intactas dos fragmentos tripticos (PMF — Peptide Mass Fingerprinting), pela

sequéncia especifica de fragmentos do MS/MS ou pela combinagéo desses.

Em geral, a abordagem prote6mica por eletroforese 2D-MS, € utilizada com a finalidade de
obter um mapa de referéncia e/ou o perfil de expressdo proteica de um determinado
organismo. O perfil de expressdo proteica pode ser utilizado para identificar proteinas
envolvidas em determinados processos fisiolégicos como: proteinas reguladas em
patdégenos resistentes a drogas (Mcatee et al., 2001; Drummelsmith et al., 2003);
comparagdo da expressdo proteica em resposta a estimulos externos (Guina et al., 2003;
Kan et al., 2004); mapeamento de alvos moleculares de drogas (Singh et al., 2001); e
proteinas especificas para cada estagio de vida de parasitas dimorficos (El Fakhry et al.,
2002; Bente et al., 2003; Mojtahedi et al., 2008).
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Figura 6 — Diagrama esquematico da separacdo de proteinas por eletroforese bidimensional acoplada a
espectrometria de massas. Na primeira dimensao, as proteinas de uma mistura complexa sé@o resolvidas por
focalizagédo isoelétrica em tira com gradiente de pH imobilizado (IPG — Immobilized pH Gradient) de acordo com
o pl de cada proteina e independente do seu tamanho. Apés a focalizagdo isoelétrica, as proteinas séo
separadas pela sua massa molecular (MM) no sistema SDS-PAGE. Os spots proteicos de interesse sao
identificados por analise de espectrometria de massas in tandem. A andlise dos fragmentos tripticos resulta no
espectro de massas MS, do qual sdo selecionados ions parentais para serem fragmentados ao longo de sua
cadeia peptidica, gerando o espectro MS/MS. Por meio da diferenca entre as massas dos fragmentos do ion
parental, sequéncias de aminoacidos do peptideo podem ser determinadas. Adaptado de BIO-RAD (2015).
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4. ANALISE GENOMICA

Embora as abordagem “émicas” como protedmica e metabolémica reflitam a expresséo das
moléculas que influenciam mais diretamente o fenétipo celular, o genoma € a fonte primaria
de informacdo de uma célula/organismo e, atualmente a gendmica apresenta menos
limitacBes técnicas, permitindo visualizar o conjunto de dados completo de um organismo, o

qgual pode prover informacdes relevantes sobre a biologia celular/molecular do mesmao.

A analise genbmica é definida como a identificacdo, quantificacdo ou comparacdo das
caracteristicas gendémicas como sequéncia do DNA, variacdo estrutural, expressao génica,
e/ou anotagdo dos elementos funcionais ou regulatérios em escala gendmica (Nature,
2015).

A primeira tecnologia de sequenciamento de DNA foi desenvolvida em 1977 por Sanger e
colaboradores. Essa técnica foi utilizada para gerar o primeiro genoma completamente
sequenciado, do bacteriéfago de fita simples X174, o qual apresenta 5.386 nucleotideos
(Sanger et al., 1977). Contudo, a tecnologia de sequenciamento de DNA disponivel naquele
momento até quase uma década depois s6 permitia 0 sequenciamento de algumas
centenas de nucleotideos por vez (Kircher e Kelso, 2010). Um significativo avango na
tecnologia de sequenciamento ocorreu ap6s 1990 com o desenvolvimento da eletroforese
de matriz capilar e sistemas de deteccdo apropriados (Zagursky e Mccormick, 1990; Huang
et al., 1992; Kambara e Takahashi, 1993; Kim et al., 1996). Contudo ainda ndo era possivel
realizar o sequenciamento de DNA em larga escala. Somente durante a Ultima década que
estratégias de sequenciamento de alto fluxo (high-throughput sequencing) tornaram-se

disponiveis.

A tecnologia de sequenciamento de alto fluxo realiza o sequenciamento direto e paralelo de
diversos fragmentos de DNA independentes, permitindo uma maior cobertura de
sequenciamento. Contudo, os produtos de sequenciamento gerados sdo de pequena
extensao, variando de 30 a 700 bp. As estratégias de sequenciamento de alto fluxo
superaram as tecnologias prévias de sequenciamento por um fator de 100 — 1.000 no
rendimento diario. Dessa forma, pesquisadores e empresas distribuidoras de equipamentos
preferem utilizar o termo “Sequenciamento de Nova Geragao” (Next Generation Sequencing
— NGS) para refletir melhor as grandes mudancas tecnolégicas desta area (Kircher e Kelso,
2010; Di Bella et al., 2013). A tabela 1 mostras as técnicas de NGS atualmente disponiveis e

algumas informacdes sobre as mesmas.
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Tabela 1 — Técnicas de sequenciamento de nova geracgéao.
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Tamanho dos

Pares de bases

Sequenciador Quimica reads (bp) Tempo de corrida por corrida Reads por corrida
Sequenciadores de grande porte
~1.000.000 shotgun
454 GS FLX + Pirossequenciamento 700 23h 700 Mb k 9
(Roche) ~700,000 amplicons
HiSeq 2000/2500 L ) T Rendimento: ~11 dias T Rendimento: 600 Gb T Rendimento: 3 bilhdes x 2
. Terminacéo reversivel 2x150 . : X X ) : X
(Illumina) Andlise rapida: ~27h Andlise rapida: 120Gb Andlise rapida: 600 milhdes x 2
5500xI W $0I|D (Life Ligacéo e codificagdo 1x75,2%50 8 dias ~320 Gb 1.4 bilhdes x 2
Technologies) em duas bases
Sequenciadores de bancada
i 100.000 shotgun
454 GS Junior Pirossequenciamento 400 8h 35 Mb .g
(Roche) 70.000 amplicons
100 Mb (314 chip) 400-550 mil (314 chip)
lon PMG (Life Detecgéo de protons 100 ou 200 3h 1Gb (316 chip) 2-3 milhdes (316 chip)
Technologies)
2Gb (318 chip) 4-5,5 milhdes (318chip)
MiSeq (lllumina) Terminagéo reversivel 2x250 27h 8,35 Gb 6,8 milhdes

Adaptado de Di Bella e colaboradores (2013).

Abaixo, sera feita uma descricdo da técnica de sequenciamento de nova geracao baseado
na tecnologia utilizada pelo lllumina Genome Analyzer (GA), a qual foi empregada no

sequenciamento do genoma dos isolados de L. (L.) chagasi analisados neste estudo.

O sequenciamento pelo lllumina GA inicia com a geracdo de uma biblioteca formada a partir
do DNA fragmentado de forma aleatéria (sonicagdo, por exemplo). Nessa técnica s&o
utilizados dois diferentes adaptadores, 0s quais se ligam em cada uma das extremidades
dos fragmentos obtidos. Em seguida, esses fragmentos sdo desnaturados e aleatoriamente
distribuidos e imobilizados (por uma das extremidades) em uma superficie solida
proprietaria da tecnologia denominada Flow cell, a qual é revestida por uma camada densa
de oligonucleotideos complementares aos dois tipos de adaptadores ligados as
extremidades dos fragmentos (Mardis, 2008; Ansorge, 2009). Ap6s a imobilizacdo dos
fragmentos, esses sdo amplificados pelo processo conhecido como PCR de fase solida,
utiizando a técnica de amplificacdo em “ponte”. Esse processo forma pequenos
aglomerados de um mesmo fragmento (clusters), devido ao fato das novas coépias
produzidas se ligarem a placa em regi6es muito proximas ao fragmento original. Cada
cluster contém aproximadamente um milhdo de cépias do fragmento original, numero
suficiente para gerar uma intensidade de sinal seguramente detectavel durante o

sequenciamento (Figura 7) (Mardis, 2008).
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Figura 7 — Geragdo da biblioteca de sequenciamento e tecnologia de sequenciamento por terminacdo
reversivel do Illlumina GA. (a) Preparo da amostra de DNA gendmico. O DNA é aleatoriamente fragmentado e a
cada extremidade dos fragmentos sédo acoplados adaptadores; (b) Apdos a desnaturacdo dos fragmentos

acoplados aos adaptadores, esses sao

imobilizados nos canais da Flow cell, que contém moldes

complementares aos adaptadores fixados em seu suporte soélido; (c) Geragdo dos clusters por amplificagdo em
“ponte”. Nucleotideos ndo marcados e a enzima DNA polimerase s&o utilizados para iniciar a amplificacdo de
fase solida, gerando fragmentos de fita dupla, em ponte; (d) Desnaturacdo das moléculas de fita dupla, gerando
moldes de fita simples ancorados ao substrato. Ao Término da fase de amplificacdo, milhGes de clusters de
fragmentos de DNA de fita simples sédo gerados em cada canal da Flow cell; () Os primers de sequenciamento
anelam nos adaptadores ligados as sequencias a serem determinadas e a enzima DNA polimerase,
especialmente habilitada para incorporar os nucleotideos modificados, € utilizada para amplificar a sequéncia
complementar. A extensdo da sequéncia complementar ocorre pela incorporagdo de nucleotideos bloqueados e
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marcados com fluoréforos. Dessa forma, apds a incorporacdo de um nucleotideo a reagdo € imediatamente
paralisada. Em seguida, a polimerase e os nucleotideos livres sdo removidos por uma etapa de lavagem e, o
nucleotideo incorporado em cada sequéncia é detectado. Posteriormente, o fluoréforo e o bloqueador sao
guimicamente removidos e 0 sequenciamento prossegue com a incorporagdo da proxima base nitrogenada.
Adaptado de Mardis (2008).

Apbs a geracao da biblioteca, o sequenciamento propriamente dito € iniciado. O llumina GA
utiliza a tecnologia de terminacao reversivel e emprega o0 conceito de sequenciamento por
sintese, similar ao utilizado no sequenciamento de Sanger, ou seja: a reacdo de
incorporacdo € reversivelmente paralisada ap6s a incorporagdo de cada um dos
nucleotideos, os quais sdo quimicamente bloqueados na posi¢cao 3’-OH e individualmente
marcados com diferentes fluoroforos. Apds a deteccao da base incorporada por cada
cluster, o agente bloqueador e o fluor6foro sédo quimicamente removidos e a reacdo de
amplificacdo prossegue em ciclos para que as proximas bases sejam incorporadas e
determinadas (Bentley et al., 2008; Turcatti et al., 2008). E importante ressaltar que as
sequéncias de milhdes de clusters espalhados pela placa podem ser determinadas
simultaneamente, resultando em uma vasta producdo de dados de sequenciamento

(Ansorge, 2009). A figura 7 (e) mostra essa parte do processo.

A tecnologia de sequenciamento de nova geracdo esta revolucionando a investigacdo em
biologia molecular com uma ampla e crescente gama de aplicagbes. Dentre as diversas
aplicacdes do NGS, destacam-se: sequenciamento de novo, resequenciamento, RNA-seq
(expresséao génica), deteccao e caracterizagdo de transcritos codificantes e ndo codificantes,
identificacdo de perfil epigenético, metagenémica e analise genémica. Na andlise genémica
os dados gerados por essa abordagem podem ser utilizados para detectar mutacdes
somaticas (SNP — Single Nucleotide Polymorphisms; InDel — Insertion-Deletion), assim
como variacdes estruturais (CNV — Copy Number Variation, alteracdo no nimero de cépias
de cromossomo e/ou gene) por todo o genoma de uma célula e/ou organismo (Mardis, 2008;
Minoche et al., 2011).

Utilizando o sequenciamento de nova geracdo Roger e colaboradores (2011) determinaram
0 genoma de referéncia para a espécie L. (L.) mexicana e refinaram os genomas de
referéncia para as espécies L. (L.) major, L. (L.) infantum e L. (V.) braziliensis. Os resultados
desse estudo mostram que, diferente de muitos organismos, os parasitas Leishmania spp.
apresentam uma significativa plasticidade génica, uma vez que uma elevada
heterogeneidade em termos de amplificagdo génica e de numero de coépias de
cromossomos entre as espécies de Leishmania analisadas foi observada. Outros estudos

demostraram que essa instabilidade na ploidia também pode ser observada entre isolados
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de uma mesma espécie (L. (L.) donovani) (Downing et al., 2011), e até mesmo entre células
de uma mesma cepa (L. (L.) major) (Sterkers et al., 2011). Esses dados sugerem que a
ploidia nos parasitas Leishmania spp. € instavel e pode flutuar em resposta a modifica¢cdes
nas condi¢cdes ambientais. Essa varia¢do na ploidia tem sido discutida nos ultimos 20 anos,
levando a classificacdo dos parasitas Leishmania spp. oscilar entre diploide e aneuploide
(Sterkers et al., 2012).

Os genomas haploides das espécies L. (L.) donovani, L. (L.) infantum, L. (L.) major, L. (L.)
tropica e L. (L.) aethiopica estdo organizados em 36 cromossomos (Wincker et al., 1996),
enguanto que os genomas das espécies L. (V.) braziliensis e L. (L.) mexicana apresentam
35 e 34 cromossomos, respectivamente (resultado da fusé@o entre os cromossomos 20 e 34
na espécie L. (V.) braziliensis e das fusdes entre os cromossomos 8 e 29 e, 20 e 36 na
espécie L. (L.) mexicana) (Britto et al., 1998). Os genomas dos parasitas Leishmania spp.,
semelhantes aos dos demais tripanossomatideos, sdo caracterizados pelo elevado grau de
sintenia, genes organizados em unidades de transcricdo policistrbnica e por apresentarem
raros introns. Além disso, os genomas desses parasitas ndo possuem grandes regides
subteloméricas, as quais codificam genes espécie-especificos nos tripanossomatideos

Africanos (Berriman et al., 2005; Peacock et al., 2007).

Downing e colaboradores (2011) também utilizaram a abordagem por NGS para comparar o
genoma de isolados de L. (L.) donovani obtidos de pacientes com LV, com diferentes
susceptibilidades in vitro ao antimonial. Apesar de nao identificarem um marcador molecular
de resisténcia, esses autores observaram uma extensiva variagdo no niamero de copias de
cromossomos entre os isolados sensiveis e resistentes a droga, mostrando que o NGS é
uma ferramenta capaz de prover informagdes adicionais para o entendimento do mecanismo

de resisténcia a drogas em patdgenos de importancia médica.

Nesse cenario, no presente estudo foi empregado as metodologias 2D-DIGE-MS/MS e
lllumina-NGS, que permitem identificar alterac6es no proteoma e no genoma dos isolados
de L. (L.) chagasi obtidos de pacientes com LV que apresentaram diferentes respostas ao
tratamento com miltefosina. Tendo como objetivo principal identificar marcadores de
resisténcia em isolados de L. (L.) chagasi, visando contribuir para o entendimento do

mecanismo molecular envolvidos na resisténcia natural a miltefosina.
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GERAL

Comparar o proteoma e o genoma de isolados de L. (L.) chagasi obtidos de pacientes com
leishmaniose visceral que apresentaram diferentes respostas ao tratamento com miltefosina,
visando contribuir para o entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos ha

resisténcia natural do parasita a esta droga.
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2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar o perfil de sensibilidade in vitro das formas promastigotas de isolados de
L. (L.) chagasi obtidos de pacientes que apresentaram diferentes respostas ao
tratamento com miltefosina.

- Detectar e identificar, por meio de 2D-DIGE/MS, proteinas diferencialmente
expressas em isolados de L. (L.) chagasi obtidos de pacientes que apresentaram
diferentes respostas ao tratamento com miltefosina.

- Analisar a diversidade genémica de isolados de L. (L.) chagasi obtidos de pacientes
que apresentaram diferentes respostas ao tratamento com miltefosina.

- Correlacionar os dados obtidos das abordagens protedbmica e genémica, as quais 0s
isolados de L. (L.) chagasi foram submetidos.

- Verificar por meio da técnica de clonagem a homogeneidade dos isolados de L. (L.)
chagasi obtidos de pacientes com LV.

- Caracterizar o perfil de sensibilidade in vitro a miltefosina das formas promastigotas
de clones, com diferentes gendtipos, obtidos de isolados de L. (L.) chagasi.

- Caracterizar o perfil de sensibilidade in vitro a miltefosina das formas promastigotas
dos mutantes de L. (L.) chagasi reexpressando genes no locus ribossomal.

- Caracterizar o mecanismo de perda de genes nos isolados de L. (L.) chagasi.

- Verificar o evento de delecdo génica apds indugdo de resisténcia in vitro a

miltefosina em isolados de L. (L.) chagasi.
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METODOLOGIA

1. ASPECTOS ETICOS

A utilizacdo dos isolados de L. (L.) chagasi de pacientes para o desenvolvimento deste
projeto foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude,
sob o registro no CEP-066/07. Titulo: “Avaliacdo da sensibilidade in vitro a miltefosina de

cepas de Leishmania chagasi isoladas de pacientes portadores de leishmaniose visceral’.

Os experimentos em animais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais, do
Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Espirito Santo, sob o nimero de
registro 009/2010. Titulo: “Avaliacdo da sensibilidade in vitro a miltefosina de cepas de

Leishmania chagasi isoladas de pacientes portadores de leishmaniose visceral”.
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2. REAGENTES

Todas as solucbdes utilizadas foram preparadas com agua purificada em sistema Milli-Q e,
todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de qualidade analitica. As origens dos

reagentes sao:

Cultivo Celular e Teste de Susceptibilidade in vitro: Agar, triptose e LIB (Liver Infusion
Broth) da Becton, Dickinson and Company, (Brasil); cloreto de sédio, cloreto de potassio e
fosfato dibasico de sodio da Merck S.A. (Brasil); Soro Fetal Bovino inativado (SFBi) da
Cultilab (Brasil); bicarbonato de sodio, solucédo antibiética (10.000 unidades de penicilina/mL
e 10 mg estreptomicina /mL), RPMI-1640 (com L-glutamina e sem bicarbonato de sédio),
D(+)glucose, hemina, trietanolamina, resazurina, HEPES e 6-Biopterin da Sigma-Aldrich
(EUA); miltefosina gentiimente doada pela Zentaris Inc. (Canada); corante hematoldgico
Panético Rapido da Laborclin (Brasil); e puromicina 10 mg/mL da InvivoGen (Reino Unido);
SDM79 da Gibco® — Life Technologies (Reino Unido).

Andlise Protebmica: Bicarbonato de ambnio e acetonitrila grau HPLC da Merck S.A.
(Brasil); acido formico, acido trifluoracético (TFA), coomassie coloidal (Brilliant Blue G-250),
cocktail inibidor de proteases (para células mamiferas e extratos de tecidos) e anticorpo
policlonal anti-a-tubulin (camundongo) da Sigma-Aldrich (EUA); anfélitos (Bio-Lyte 3 — 10),
ureia, tiras com gradiente linear de pH imobilizado (IPG strip), 3-([3-cholamidopropyl]
dimethylammonio)-1-propanesulfonate (CHAPS), dithiothreitol (DTT) e padrdo de peso
molecular para SDS-PAGE (Broad Range) da Bio-Rad Laboratories Inc. (EUA); tioureia,
hidroximetil aminoetano (Tris), glicerol, iodoacetamida, glicina, kit de dosagem de proteina
(2-D Quant Kit), tampéo de reidratagdo (Destreak) e kit de marcacdo de proteinas (CyDye
DIGE fluor labeling kit) da GE Healthcare (Reino Unido); sodium dodecyl sulfate (SDS) da
J.T. Baker (EUA); solucdo de acrilamida-bis (Acrylamide/Bis Solution — 37,5:1 (30%T,
2.6%C)) da Serva Electrophoresis (Alemanha); agarose da BioAmérica Inc (EUA); matrix a-
cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA) da Aldrich, (EUA); tripsina (Trypisin Gold, Mass
Spectrometry Grade) da Promega (EUA); e anticorpo policlonal anti-EF-13 (coelho) da

Cedarlane (Canada).

Analise Genbmica: Agarose grau biologia molecular da Bio-Rad Laboratories Inc. (EUA);
betaina 5M, ampicilina, acetato de sédio e anticorpo monoclonal IgG Anti-HA (camundongo)
da Sigma-Aldrich (EUA); Taq DNA Polimerase com ThermoPol® Buffer 5.000 U/mL,
Phusion® High-Fidelity DNA Polimerase 2.000 U/mL, T4 DNA Ligase 400.000 U/mL, Quick-
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Load 1kb Extend DNA Ladder 50 pg/mL, Scal-HF 20.000 U/mL, Notl-HF 20.000 U/mL, Xbal
20.000 U/mL, Pacl 10.000 U/mL, Pmel 10.000 U/mL e fosfatase alcalina (Alkaline
Phosphatase, Calf Intestinal — CIP) 10.000 U/mL da New England BioLabs®inc (Reino
Unido); pGem®-T Easy e anticorpo secundario monoclonal anti-lgG conjugado com
peroxidase (camundongo) da Promega (EUA); UltraPure™ 10x TAE Buffer (400 mM Tris-
Acetato; 10 mM EDTA), dNTPs Set 100 mM, SYBR® Safe DNA Gel Stain, Células
competentes (Subcloning Efficiency™ DH5a™ Competent Cells) e 1 kb plus da invitrogen —
Life Technologies (Reino Unido); DNeasy® Blood & Tissue Kit, QIAprep® Spin Miniprep Kit,
MinElute® Gel Extraction Kit, MinElute® PCR purification Kit e QIAquick® Gel Extraction Kit da
QIAGEN® (Reino Unido); Human T Cell Nucleofector® Kit da Amaxa Biosystems (EUA); Long
PCR Enzyme Mix da Thermo Scientific (EUA); NUPAGE 4-12% Bis-Tris Gel (1,0 mm x 12
wells), NUPAGE, MOPS SDS Running Buffer (20X) e NUPAGE LDS sample Buffer (4x) da
novex — Life Technologies (Reino Unido); Amersham™ Hybond™ P 0.45 pm PVDF e ECL™
Prime Western Blotting Detection Reagent da GE Healthcare (Reino Unido); anticorpo
monoclonal anti-Ty (camundongo - home made); e filme Medical X-ray Blue / MXBE Film da
Carestream (EUA).
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3. ISOLADOS DE Leishmania (L.) chagasi E CULTIVO DAS FORMAS
PROMASTIGOTAS

Os isolados de L. (L.) chagasi utilizados neste estudo foram obtidos de pacientes com LV
que participaram de um estudo clinico para avaliar a eficacia e a seguranca da miltefosina
no tratamento da LV no Brasil. Os isolados foram obtidos de aspirado de medula 6ssea em
3 diferentes tempos: (i) antes do tratamento; (i) apés o tratamento com 2,5 mg de
miltefosina/kg/dia (durante 28 dias em Minas Gerais, ou durante 42 dias no Piaui e
Maranh&o); (iii) e, no caso de recidiva, durante a avaliacdo da mesma. Os pacientes
arrolados foram acompanhados por seis meses ap6s o término do tratamento. Cura foi
definida pela auséncia de sinais e sintomas da doenca durante todo o periodo de
acompanhamento e recidiva foi definida pela presenca de sinais e sintomas da doenca apés
o término do tratamento ou durante o periodo de acompanhamento. Neste estudo foram
caracterizados 26 isolados obtidos antes do tratamento, quatro isolados obtidos apds o
tratamento e 2 isolados obtidos durante a falha do tratamento. Também foi utilizado neste
estudo a cepa de referéncia para a espécie L. (L.) chagasi (MHOM/BR/74/PP75) (Tabela 2).
Todos os isolados foram previamente identificados como L. (L.) chagasi por meio da técnica
PCR-RFLP (Segatto et al., 2012).

As formas promastigotas criopreservadas em nitrogénio liquido foram descongeladas e
cultivadas em meio bifasico agar-sangue, Novy-MacNeal-Nicolle — NNN (Novy e Mcneal,
1903; Nicolle, 1908) associado ao meio LIT (Liver Infusion Tryptose) com 10% de SFBi.
Ap6s 3 — 4 dias de cultivo a 24°C (+ 1°C) em estufa B.O.D., os parasitas foram examinados
guanto a motilidade, morfologia e auséncia de contaminacédo e reinoculadas em meio LIT
suplementado com 10% de SFBi e 2% de urina masculina estéril (Howard et al., 1991). Para
analise protedmica e gendmica, foram utilizados parasitas na fase logaritmica tardia de

crescimento, a qual correspondeu ao 6° dia de cultivo.

A curva de crescimento, dos isolados em cultivo (densidade inicial = 1x10° células/mL) em
meio LIT suplementado com 10% SFBi e 2% de urina masculina estéril, foi obtida a partir da

determinacéo diaria do numero de células (promastigotas) por mL, em camara de Neubauer.
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Tabela 2 — Isolados e cepa de referéncia de L. (L.) chagasi utilizados no presente estudo.

Isolado / cepa® IDP Regido de coleta® Tempo de tratamento  Resposta clinicad
MHOM/BR/06/MAO1 MAO1A Paraibano-MA 42 dias Cura
MHOM/BR/05/MA02 MAO2A Codo-MA 42 dias Cura
MHOM/BR/06/MA03 MAO3A Timon-MA 42 dias Cura
MHOM/BR/06/MA04 MAO4A Codo-MA 42 dias Cura
MHOM/BR/05/MA05 MAO5A Timon-MA 42 dias Cura
MHOM/BR/06/MAO07 MAO7A Caxias-MA 42 dias Recidiva
MHOM/BR/05/MG11 MG11A Montes Claros-MG 28 dias Recidiva
MHOM/BR/05/MG12 MG12A Montes Claros-MG 28 dias Cura
MHOM/BR/05/MG13 MG13A Sé&o Francisco-MG 28 dias Recidiva
MHOM/BR/05/MG14 MG14A Montes Claros-MG 28 dias Cura
MHOM/BR/05/MG14 MG14B Bocaiuva-MG 28 dias Cura
MHOM/BR/05/MG15 MG15A Porteirinha-MG 28 dias Recidiva
MHOM/BR/05/MG16 MG16A S&o Francisco-MG 28 dias Recidiva
MHOM/BR/05/MG17 MG17A Montes Claros-MG 28 dias Recidiva
MHOM/BR/05/MG17 MG17B Montes Claros-MG 28 dias Recidiva
MHOM/BR/05/MG17 MG17C Montes Claros-MG 28 dias Recidiva
MHOM/BR/05/MG18 MG18A Montes Claros-MG 28 dias Recidiva
MHOM/BR/05/MG19 MG19A Catuni-MG 28 dias Cura
MHOM/BR/05/MG19 MG19B Catuni-MG 28 dias Cura
MHOM/BR/06/P101 PIO1A José de Freitas-PlI 42 dias Recidiva
MHOM/BR/06/P101 PI01B José de Freitas-PlI 42 dias Recidiva
MHOM/BR/06/P101 PI01C José de Freitas-PlI 42 dias Recidiva
MHOM/BR/06/P102 PI102A Valenca do Piaui-PlI 42 dias Recidiva
MHOM/BR/06/P103 PIO3A Cabeceiras-PI 42 dias Cura
MHOM/BR/05/P104 PI04A Valenca do Piaui-PI 42 dias Cura
MHOM/BR/06/P105 PIO5A Valenca do Piaui-PlI 42 dias Cura
MHOM/BR/06/P107 PIO7A Piripiri-PI 42 dias Cura
MHOM/BR/05/P108 PIO8BA Altos-PI 42 dias Cura
MHOM/BR/05/P109 PI09A Nova Santa Rita-PI 42 dias Cura
MHOM/BR/06/P110 PI10A Teresina-PI 42 dias Cura
MHOM/BR/06/PI111 PI11A José de Freitas-PI 42 dias Recidiva
MHOM/BR/05/PI112 PI12A Lima Campos-PI 42 dias Recidiva
MHOM/BR/74/PP75 PP75 Cepa de referéncia para a espécie L. (L.) chagasi

@ Cadigo dos isolados/cepa de referéncia de L. (L.) chagasi.

® Denominagdo dos isolados/cepa de referéncia de L. (L.) chagasi utilizados neste estudo. A, B e C correspondem a
denominacgéo estabelecida de acordo com 0 momento em que os isolados de L. (L.) chagasi foram obtidos dos pacientes.
A — antes do tratamento; B — depois do tratamento; e C — durante a recidiva.

¢ Regibes do Brasil em que foram realizadas o ensaio clinico e obtidos os isolados. MG — Minas Gerais; Pl — Piaui; e MA —

Maranhéo.

4 Resposta clinica apresentada pelos pacientes com LV tratados com miltefosina.
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4. CARACTERIZACAO in vitro DO FENOTIPO DE SUSCEPTIBILIDADE A
MILTEFOSINA

4.1. SENSIBILIDADE in vitro DE FORMAS AMASTIGOTAS DE Leishmania A
MILTEFOSINA

Os isolados de L. (L.) chagasi oriundos de pacientes que apresentaram diferentes respostas

ao tratamento com miltefosina foram submetidos a andlise de susceptibilidade in vitro a

miltefosina utilizando ensaios de infec¢do de macréfagos (Monti-Rocha, 2012).

Macréfagos peritoneais residentes foram obtidos de camundongos Suigos por lavagem com
meio RPMI-1640. Os macrofagos foram plaqueados em laminas de cultura de 16 pocos
(Lab-Tec™ — Chamber Slide — NUNC) com 8x10* células/pogo (100 pL de uma suspensédo
de macrofagos em meio RPMI-1640 suplementado com 10% SFBi) e incubados por 24 h a
37°C em atmosfera de 5% de CO,. As células ndo-aderentes foram removidas por lavagem
com meio RPMI-1640 e os macrofagos aderentes foram infectados com formas
promastigotas de L. (L) chagasi, em fase logaritmica tardia, na razdo de 7:1
(promastigotas:macroéfagos) diluidas em meio RPMI-1640 suplementado com 10% SFBi. A
cultura foi mantida a 37°C em estufa com 5% de CO: por 24 horas. Os parasitas
extracelulares foram removidos da cultura por lavagem das células com meio RPMI-1640 e,
em seguida, foram adicionadas diferentes concentra¢des da droga (0,55; 1,67; 5,0; e 15 pM
de miltefosina — maior concentracéo tolerada pelos macrofagos neste ensaio) preparadas
em meio RPMI-1640/10% SFBi. Culturas ndo tratadas (0,0 uM de miltefosina) foram
utilizadas como controle. Apés 72 horas de incubacédo a 37°C em estufa com 5% de CO,, as
células da cultura foram fixadas e coradas com o corante hematol6gico Panético Rapido e

100 macrofagos/pogo foram microscopicamente avaliados.

A atividade da droga foi avaliada pela porcentagem de células infectadas nas culturas
tratadas com miltefosina em relag&o ao controle ndo-tratado de acordo com a Equacéo 1. A
concentracdo de miltefosina que reduz em 50% o nimero de macrofagos infectados (ICso)
foi determinada por meio de andlise de regressdo logaritmica, utilizando o software
Microsoft® Excel® 2008 v.12.1.0, e expressa como média + desvio padrdo. Trés ensaios

independentes foram realizados em triplicata para cada isolado.
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%inibigio = 100 — (£Liratade x 100) Eq.1
i controle
Onde:

e Citatado = NUMero de células infectadas, em 100 células avaliadas, na cultura tratada com miltefosina.
e Cicontrole = NUMero de células infectadas, em 100 células avaliadas, no controle sem droga.

A diferenca de susceptibilidade a miltefosina entre os grupos cura e recidiva, dos isolados
de L. (L.) chagasi, foi determinada pelo teste estatistico bicaudal t-student (GraphPad Prism

v.5.0b), assumindo significancia estatistica a<0,05.

4.2. SENSIBILIDADE in vitro DE FORMAS PROMASTIGOTAS DE Leishmania A
MILTEFOSINA

A sensibilidade in vitro das formas promastigotas dos isolados/clones de L. (L.) chagasi foi
determinada pelo método colorimétrico, empregando a resazurina/AlamarBlue® (indicador
redox), de acordo com a metodologia proposta por Kulshrestha e colaboradores (2013). Em
placa de 96 pocos foi realizada diluicdo seriada (2x) da miltefosina, em volume final de 100
ML em meio LIT suplementado com 10% SFBi, de forma que, ap0s a adicdo de 100 pL de
cultura (1x10° células/mL em meio LIT suplementado com 10% de SFBi e 4% de urina
estéril) as concentracdes finais de miltefosina nos pogos foram: 60, 30, 15, 7,5, 3,75 e 1,875
UM. Cultura na auséncia da droga (0,0 uM de miltefosina) foram utilizadas como controle e
pocos contendo apenas meio LIT foram utilizados como branco do sistema. Apos 72 horas
de incubacdo a 24°C, foi adicionado a cada poc¢o 50 pL de solucdo estéril de resazurina
(0,0125% (p/v) em PBS). A placa foi incubada por 4 horas a 37°C para conversao da
resazurina em resorufin, composto fluorescente e colorimétrico, detectado pela absorvancia

em 570 e 600 nm e/ou a intensidade de fluorescéncia (Aex 540 nm; Aem 590 nm).

A porcentagem de inibicdo da miltefosina foi determinada pela relacdo entre a
absorbéancia/intensidade de fluorescéncia da cultura tratada com a droga e a
absorbéancia/intensidade de fluorescéncia do controle ndo-tratado de acordo com a Equacédo
2 (densidade dtica) ou 3 (fluorescéncia). A concentragcédo de miltefosina que reduz em 50% a
sobrevivéncia do parasita (ICso) foi determinada por meio de analise de regresséo nao-linear
(curva dose-resposta), utilizando o software GraphPad Prism v.5.0b, e expressa como
média + desvio padrdo. Trés ensaios independentes foram realizados em triplicata para

cada isolado/clone.
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Eq.2
(£0XA,xABSA,) - (€0XA;XABSA,) CONTROLE q

Ypinibicio = ( 1— ( (€0XA,xABSA;) - (E0XA,XABSA,) TRATADO )) 100
Onde:

e ¢OXA1 = Coeficiente de extingdo molar para a forma oxidada da resazurina em 570nm (80,586).
e ¢OXA2 = Coeficiente de extincdo molar para a forma oxidada da resazurina em 600nm (117,216)
e ABSA: = Densidade otica obtida em 570nm.
e ABSA2 = Densidade o6tica obtida em 600nm.

%inibicio = (1 - (’Ff—fd)) x 100 Eq.3

IF controle

Onde:

o |F wratado = Intensidade de Fluorescéncia obtida na cultura tratada com miltefosina.
e |F controle = Intensidade de Fluorescéncia obtida na cultura controle.

A diferenca de susceptibilidade a miltefosina entre grupos foi determinada pelo teste
estatistico bicaudal t-student (GraphPad Prism v.5.0b), assumindo significancia estatistica
a<0,05.
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5. ANALISE PROTEOMICA

5.1. OBTENGCAO DO EXTRATO PROTEICO

Os parasitos na fase logaritmica tardia de crescimento (6° dia) foram obtidos por
centrifugacdo a 1.000 g por 10 minutos a 4°C. Posteriormente, as células foram lavadas com
meio RPMI-1640 (pH 7,5), sob as mesmas condi¢cdes de centrifugacdo, por trés vezes, e

acondicionadas na forma de pellet umido a -80°C até extragdo proteica.

A massa dos parasitas na forma de pellet umido foi ressuspendida em tampao de lise 2D (8
M de ureia, 2 M de tioureia, 40 mM de Tris, 4% (p/v) de CHAPS e 1% (v/v) cocktail inibidor
de proteases) na proporcao de 1:3 (v:v). As células foram lisadas sob agitacao branda por 2
horas a temperatura ambiente, seguida por passagem do homogenato em agulha 26 G por
10 vezes. Para obtencao do extrato proteico solivel o material insoltvel do lisado celular foi
removido por centrifugagdo a 20.000 g por 30 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram
aliquotados e armazenados a -80°C até sua utilizacdo (Andrade et al., 2008). O conteudo
proteico do extrato sollvel obtido das amostras foi determinado pelo kit 2-D Quant Kit,

conforme as indicac¢des do fabricante.

5.2. 2D-DIGE (TWO-DIMENSIONAL DIFFERENCE GEL ELECTROPHORESIS)

Em um estudo prévio, trés géis bidimensionais de Coomassie foram preparados a partir de
trés replicatas bioldgicas independentes para cada um dos isolados de L. (L.) chagasi
(MG14A e MG11A) e em seguida foram analisados pelo software Image Master 2D Platinum
v.7.05 (GE Healthcare Life Sciences). Esse estudo preliminar mostrou que os perfis
proteicos das replicatas biolégicas de cada isolado foram altamente reprodutiveis em termos
do numero total de spots, posi¢céo relativa e intensidade (resultados ndo mostrados, mas
disponiveis em Carnielli (2011)). Diante desses dados, a andlise protedmica por 2D-DIGE
conduzida no presente estudo, utilizou um pool das trés replicatas biol6gicas para compor o
proteoma de cada isolado clinico. Esta analise protedmica foi realizada com isolados de L.
(L.) chagasi obtidos de pacientes que apresentaram diferentes respostas clinicas ao
tratamento com miltefosina: (i) um isolado de paciente que apresentou cura terapéutica
(MG14A), representado por “C”; (ii) e um isolado de paciente que apresentou falha ao

tratamento (MG11A), representado por “R”.
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5.2.1. Marcacdo e Focalizagao Isoelétrica das Amostras

O valor de pH dos extratos proteicos foram verificados, e se necessario foi ajustado para 8,5
com NaOH 50 mM. Em seguida as amostras foram marcadas com os corantes fluoréforos
(CyDye) de acordo com as indicacdes do fabricante (GE Healthcare). As amostras (50 LQ)
foram alternativamente marcadas com 400 pmol de Cy3 ou Cy5 e o controle interno (50 ug),
o0 qual corresponde a uma mistura com quantidades iguais das amostras analisadas, foi
marcado com 400 pmol de Cy2. Ap6s 30 minutos de incubacao, a reacdo de marcacao foi
paralisada pela adicdo de 1 uL de solucdo de lisina 10 mM por 10 minutos. Essas etapas
foram realizadas no escuro e em banho de gelo. Em seguida, as amostras marcadas com
Cy3 e Cy5 e o controle interno (Cy2) foram combinados de acordo com o desenho
experimental apresentado na tabela 3, e o volume final de cada combinacdo ajustado para

350 pL com solucédo de reidratacdo (Destreak) contendo 0,2% de anfélitos 4 — 7.

Tabela 3 — Desenho experimental do 2D-DIGE.

Fluoréforo / amostra

Gel

Cy3 Cy5 Cy2
1 C R CeR
2 R C CeR
3 C R CeR

C: amostra obtida do isolado de L. (L.) chagasi de um paciente que apresentou cura
terapéutica (MG14A); R: amostra obtida do isolado de L. (L.) chagasi de um paciente
que apresentou falha ao tratamento (MG11A).

As amostras obtidas das combinag6es foram transferidas para bandeja de reidratacdo e as
IPG strip desidratadas (18 cm, pH 4 — 7) foram colocadas e permaneceram sobre estas
durante 30 minutos. Em seguida, foram realizadas as etapas de reidratagdo passiva (12
horas a 20°C) e focalizacao isoelétrica (12 etapa: 300 V por 5 horas; 22 etapa: aumento
gradual da voltagem até 10.000 V em 2 horas; 3% etapa: acimulo de 60.000 Vh; 42 etapa:
500 V por 5 horas) no sistema Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare) a 20°C com corrente
méxima de 50 mA/IPG strip.
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5.2.2. Reducéo e Alquilacéo das Proteinas

Apbés a primeira dimensdo, as proteinas eletrofocalizadas foram submetidas a reducao e
alquilacdo. O processo consistiu de incubacao sequencial com: (i) tampéao de equilibrio (50
mM Tris-HCI pH 8,8, 6 M de ureia, 30% (v/v) glicerol, 2% (p/v) SDS e 0,002% de azul de
bromofenol) contendo 10 mg/mL de DTT, durante 15 minutos; (ii) e tampao de equilibrio

contendo 25 mg/mL de iodoacetamida, durante 15 minutos.

5.2.3. Segunda Dimensé&o — SDS-PAGE

A segunda dimenséo foi realizada em sistema SDS-PAGE de acordo com Laemmli (1970),
utiizando o sistema Ettan DaltSix com placas de vidro de baixa fluorescéncia (GE
Healthcare). As IPG strips contendo as proteinas reduzidas e alquiladas foram transferidas
para superficie do gel de poliacrilamida (12%) e seladas com solu¢do de agarose 0,5%
preparada em tampdao Tris/Glicina/SDS (TGS). A migracdo das proteinas ocorreu a 16

mA/gel por 30 minutos e, em seguida a 40 mA/gel até o término da corrida.

5.2.4. Processamento e Andlise das Imagens

Os géis, entre as placas de baixa fluorescéncia, foram digitalizados utilizando scanner
Typhoon FLA 9000 (GE Healthcare) com resolugdo de 100 pm. Os valores do
fotomultiplicador (PTM) foram ajustados para otimizar a sensibilidade e prevenir a saturacao.
Para a obtencdo das imagens foram utilizados os comprimentos de onda de
excitacdo/emissdo de 488/520, 532/580 e 633/670 para o Cy2, Cy3 e Cy5, respectivamente.
Posteriormente os géis DIGE foram corados com coomassie coloidal (Brilliant Blue G-250)

(Neuhoff et al., 1988) para permitir a detec¢éo visual dos spots.

As imagens foram analisadas pelo software DeCyder v.7.0 (GE Healthcare) de acordo com
as recomendacfes do fabricante. A autenticidade de cada spot foi validada por inspecéo
visual e editada quando necessario. A diferenca quantitativa na expressao proteica dos
spots foi determinada pelo teste estatistico t-student, com correcdo da taxa de false

discovery, assumindo significancia estatistica a<0,05.
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5.3. IDENTIFICAGAO DAS PROTEINAS

Os spots proteicos diferencialmente expressos entre os isolados analisados foram

selecionados para analise de identificacdo por espectrometria de massas.

5.3.1. Digestdo das Proteinas, Extracdo dos Peptideos e Analise por Espectrometria

de Massas

Os spots proteicos selecionados conforme descrito no item 5.2.4 foram manualmente
removidos do gel, fragmentados e, posteriormente descorados com 400 pL de solucdo de
acetonitrila 50% (v/v) em bicarbonato de aménio 25 mM pH 8,0 (trés etapas de 15 minutos
cada, sob agitacdo). Apos a remocao do descorante, os spots foram tratados com 200 pL de
acetonitrila P.A. até o gel se tornar opaco. Esse solvente foi removido da amostra por
concentracdo a vacuo (Concentrador Plus, Eppendorf), e os fragmentos dos géis foram
reidratados com 10 pL de solugdo de bicarbonato de amonio 50 mM, contendo 20 ng/pL de
tripsina por 30 minutos em banho de gelo. Em seguida, 20 pL de solucéo de bicarbonato de
amoénio 50 mM foram adicionados para manter os pedacos de gel imido durante a digestao
triptica (37°C por 16 horas). ApoOs esse periodo de incubacéo, a solu¢do ndo incorporada ao
gel foi recolhida e os pedacos do gel foram submetidos a lavagens sucessivas com 30 pL de
solucdo de &cido férmico 5% em acetonitrila 50% (duas etapas de 30 minutos cada, sob
agitacdo) para completa remocdo dos fragmentos tripticos. As trés solu¢des foram
agrupadas e o volume resultante foi reduzido a aproximadamente 10 uL por concentrador a
vacuo. As amostras resultantes foram dessalinizadas em micro coluna Zip-Tip (resina Cis;
P10, Millipore Corporation, Bedford, MA) equilibrada com &cido trifluoracético (TFA) 0,1%.
Os fragmentos tripticos foram eluidos da resina em 6 pL de solucéo de acetonitrila 50%,
contendo 0,1% de TFA (Vergote et al., 2005). Um fragmento do gel sem spot proteico e um
fragmento do gel correspondente a albumina bovina (BSA) do padrdo de peso molecular
foram utilizados, respectivamente, como controle negativo e positivo para as analises.
Aliquotas de 0,5 pL das amostras dessalinizadas foram aplicadas na placa do sistema
MALDI-ToF-ToF AB Sciex 5800 (AB Sciex, Foster City, CA) e cocristalizada com 0,25 pL de
solucdo saturada da matrix (5 mg/mL de CHCA em acetonitrila 70% / TFA 0,1%) a

temperatura ambiente.

Os espectros de MS e MS/MS foram obtidos no sistema MALDI-ToF-ToF AB Sciex 5800
(AB Sciex, Foster City, CA), operando no modo positivo/refletor para assegurar uma melhor

acuracia e resolucéo. A calibragcdo externa do modo MS foi realizada utilizando a mistura de

64



Metodologia

cinco peptideos: des-Argl-Bradicinina (m/z = 904,468), angiotensina | (m/z = 1296,685),
Glul-fibrinopeptideo B (m/z = 1570,677), ACTH (18-39) (m/z = 2465,199) e ACTH (7-38
clip) (m/z = 3657,929). Similarmente, a calibracdo externa do modo MS/MS foi realizada in
tandem, utilizando os fragmentos ionizados com massas conhecidas gerados a partir do
Glul-fibrinopeptideo B. Os 15 ions com sinais mais intensos no MS, e com raz&o sinal/ruido
acima de 2, foram selecionados como precursor para aquisicdo do MS/MS. Durante a
andlise de MS e MS/MS foi aplicado uma lista de exclusdo referente as massas oriundas
dos fragmentos tripticos de tripsina e queratina. Para gerar a lista de massas (peaklist)
detectadas pelo aparelho foi utilizado a ferramenta “peaks to mascot” presente no software
Explore do sistema ABSciex 5800. Para esta andlise foi estabelecido os seguintes critérios:

razao sinal/ruido = 2; e area minima do pico de 10.

5.3.2. Pesquisa em Banco de Dados

Os espectros de massas (MS e MS/MS) obtidos de cada spot proteico foram investigados
contra um banco de dados previamente criado (in-house — 103.645 sequéncias) pelo
MASCOT® a partir do genoma de referéncia da espécie L. (L.) infantum JPCM5. Os
parametros de busca utilizados no MASCOT® foram: (i) auséncia de restricdes no peso
molecular da proteina; peptideos tripticos com auséncia de até dois fragmentos; (ii)
modificagGes variavel na metionina (oxidacao), cisteina (carbamidometilacdo), asparagina e
glutamina (desamidacéo) e formag&o de piroglutamato na glutamina do N-terminal do
peptideo; (i) e valores de massa monoisotopica. Score global do MASCOT®
correspondente a significancia estatistica de a<0,05 foi utilizado para validagdo da
identificacdo das proteinas. E importante ressaltar que, apesar da andlise de Decoy ter
revelado uma taxa de false discovery de 0,8% na identificacdo dos peptideos, a analise do
mesmo conjunto de dados contra todas as entradas (32.611.672 sequéncias) do NCBInr
(Centro Nacional de Informacgdes Biotecnologicas nao redundante,
www.ncbi.nlm.nih.gov/index.html) revelou um resultado muito similar, sem perda de
sensibilidade na identificagdo de proteinas. Os indices de correlacdo entre o pl e MM
experimental e tedrico foram calculados pelo software GraphPad Prism v.5.0b, por meio da

analise de correlacao de Spearman.

A categorizacao funcional das proteinas identificadas foi realizada por meio das anotacdes
do processo bioldgico obtidas do Gene Ontology (GO) para L. (L.) infantum e confirmadas

pela base de dados do Phanter (http://www.pantherdb.org/panther/globalSearch.jsp?).
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5.4. VALIDACAO DA ANALISE PROTEOMICA

A validacdo da andlise protedmica foi realizada por western blotting referente as proteinas
EF-18 (com expressdo aumentada no isolado resistente) e a-tubulina (ndo apresentou
diferenca no nivel de expressédo proteica entre os isolados dos grupos cura e recidiva). Para
isto, 150 ug de extratos proteicos de cada isolado foram individualmente fracionados em gel
2D SDS-PAGE (IPG strip 7 cm, pH 4 — 7, gel 12%) como descrito por Carnielli (2011). As
proteinas foram transferidas para membrana de PVDF (Hybond, Amershan, UK) na unidade
de transferéncia semiseco (GE Healthcare) por aplicacdo de 1,6 mA/cm? durante 2 h. Em
seguida as membranas foram lavadas com solu¢cdo PBS-Tween 0,1% e incubadas com o
tampédo de bloqueio (PBS-Tween 0,1% acrescido de 5% de leite em pd desnatado) a 4°C
overnight. Apés o bloqueio, as membranas foram incubadas a 4°C overnight com os
anticorpos primarios anti-EF-1B e anti-a-tubulina (normalizador) nas diluicbes de 1:50 e
1:1.000, respectivamente. ApOs trés etapas de lavagem com PBS-Tween 0,5% por 5
minutos cada, as membranas foram incubadas com seus respectivos anticorpos
secundarios conjugados com peroxidase na diluicdo de 1:2.000. As ligacdes especificas
foram reveladas com o sistema Western blotting detection ECL e detectadas por exposicao
em camera CCD (Kodak Gel Logig 1500 imaging system, USA). Os sinais gerados pela
camera CCD, a partir dos 2-DE blotting, foram processados pelo software ImageJ (Wayne
Rasband, NIH, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/). As intensidades de sinal foram mensuradas
em areas delimitadas de mesmo tamanho para cada membrana e expressas como unidades

arbitrarias.
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6. ANALISE GENOMICA

A analise gendmica foi realizada com 32 isolados de L. (L.) chagasi obtidos de pacientes
que participaram do ensaio clinico para avaliar a eficacia da miltefosina no tratamento da LV
no Brasil e com a cepa de referéncia para a espécie L. (L.) chagasi PP75 (tabela 2).

6.1. OBTENCAO DE DNA GENOMICO

Para obtencdo do DNA gendmico foram utilizados 5x107 células de parasitas na forma
promastigota na fase logaritmica tardia de crescimento (6° dia). O DNA genémico foi
extraido do pellet de células, obtido por centrifugacdo a 1.000 g por 3 minutos a 4°C,
utilizado o kit DNeasy® Blood & Tissue (QIAGEN) conforme as indicacdes do fabricante.
Para isto, o pellet foi ressuspendido em 200 uL de PBS e em seguida foi adicionado 20 pL
de solucéo da proteinase K e 200 uL do tampédo AL. ApGs agitacdo em vortex 0 homogenato
foi incubado a 56°C por 10 minutos. Posteriormente foram adicionados ao homogenato 200
pL de etanol (96 — 100%) e esse foi agitado em vortex. Para a purificacdo do DNA o
homogenato foi transferido para a mini coluna (DNeasy Mini spin columm) acoplada ao tubo
coletor de 2 mL e centrifugado a 6.000 g por 1 minuto. Em seguida, foram realizadas 2
etapas de lavagem sequenciais: (i) com 500 puL de tampéo de lavagem AW1 (1 minuto a
6.000 g); (ii) e com 500 pL de tampéao de lavagem AW?2 (3 minutos a 20.000 g). Em seguida
a mini coluna foi acoplada a um tubo de 1,5 mL e ao centro desta foi adicionado 100 pL do
tampéo de eluicAo AE. Apds incubagdo por 3 minutos a temperatura ambiente, o0 DNA
gendmico foi obtido por centrifugacéo a 6.000 g por 1 minuto. Para aumentar o rendimento
do processo de purificacdo do DNA genbmico, a etapa de eluicdo de DNA foi realizada
novamente sob as mesmas condi¢cdes previamente descritas. Em seguida o conteddo de
DNA gendmico extraido foi mensurado em nanodrop a 260 nm e a pureza do mesmo foi
avaliada pelas razdes 260/280 e 260/230.

6.2. SEQUENCIAMENTO DO DNA GENOMICO

Os DNA genbmico dos isolados de L. (L.) chagasi e da cepa de referéncia
(MHOM/BR/74/PP75) foram enviados para o instituto de pesquisa Glasgow Polyomics
(University of Glasgow. Wolfson Wohl Cancer Research Centre. Garscube Campus.

Bearsden G61 1QH — UK), o qual preparou a biblioteca de DNA para cada isolado,
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utiizando o kit Nexter DNA Library (lllumina) e realizou o sequenciamento de toda a
biblioteca no sistema lllumina MiSeq. Os dados do sequenciamento foram reportados em

arquivo Fastq.

6.3. ANALISE COMPUTACIONAL DOS DADOS OBTIDOS POR NGS

A qualidade do sequenciamento do DNA gendmico dos isolados de L. (L.) chagasi foi
verificada, nos arquivos Fastq gerados pelo lllumina Genome Analyzer, pelo software
FastQC, o qual reportou: tamanho das sequéncias; conteddo de GC; qualidade das
sequéncias por base; score de qualidade das sequéncias por base; contedudo das
sequéncias por base; conteido de GC por base; contetdo de GC por sequéncia; contetdo
de “N” por base; distribuicio do tamanho das sequéncias; sequéncias duplicadas;

sequéncias sobre-representadas; e Kmer sobre-representados.

Em seguida foi utilizado o software FastgMcf para detectar e remover: as sequéncias de
adaptadores utilizados no sequenciamento; os “N” presentes nas extremidades dos reads;
os nucleotideos de baixa qualidade (<10) localizados nas extremidades dos reads; os reads

com qualidade média baixa; e reads menores que 20 bp apds o processo de trimming.

As linha de comando, assim como as informacgfes referentes ao softwares e parametros

utilizados nas andlises de bioinformatica estdo descritas na tabela 4.

6.3.1. Alinhamento e Realinhamento

O genoma de referéncia utilizado neste estudo foi o da espécie L. (L.) infantum (JPCMb)
(TritrypDB-8.0_LinfantumJPCM5_Genome.fasta, v.5) obtido do site do TriTryDB
(http:/iritrypdb.org/common/downloads/Current_Release/LinfantumJPCM5/fasta/data/,

acesso em 24/06/2014). O index desse genoma foi criado pelo software bowtie2, o qual
também foi utilizado para realizar o alinhamento dos reads, obtidos do sequenciamento dos
isolados de L. (L.) chagasi, contra o genoma de referéncia, utilizando os parametros para

andlise muito sensivel (Tabela 4).

Apo6s o alinhamento, foram utilizados os software: (i) SAMtools para realizar o sort e remover
as duplicatas dos arquivos; (ii) e PICARD para adicionar a informacéao “LB=1 PL=lllumina

PU=x SM=<filename>" no cabecalho de cada arquivo, permitindo assim que o software
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GATK seja capaz de ler arquivos .BAM. Em seguida, o arquivo .fasta do genoma de
referéncia foi indexado e o dicionario das sequéncias deste foi criado pelos softwares
samtools’ faidx e PICARD, respectivamente, para serem utilizados no realinhamento dos

reads em torno dos sitios de InDels, utilizando o software GATK.

6.3.2. Andlise de Variacdo Estrutural: Variacdo no Numero de Copias de Genes e de

Cromossomos

As anotagbes do genoma de referéncia da espécie L. (L.) infantum (JPCMb5)
(TriTrypDB_8.0_LinfantumJPCM5.gff, v.5) foram obtidas do site do TriTryDB
(http:/ftritrypdb.org/common/downloads/Current_Release/LinfantumJPCM5/gff/data/, acesso
em 03/07/2014) em arquivo formato .gff. O script gffread do pacote do Cufflinks (v. 2.2.1) foi
utilizado para converter este arquivo .gff em .gtf. As informacdes adicionais de descrigdo do
produto génico e ID do grupo ortélogo, para todos os genes descritos para L. (L.) infantum
JPCM5, também foram recuperadas do TriTrypDB v.8.0. em arquivo formato tab-delimited.

Em seguida esse arquivo foi convertido para a extensao .tsv.

Esses arquivos em conjunto com os arquivos TriTrypDB_8.0_LinfantumJPCM5.fa,
TriTrypDB_8.0_LinfantumJPCMb5.fa.fai (ambos obtidos por conversdo da extensdo do
arquivo TriTrypDB_8.0_LinfantumJPCM5.fasta) e com os arquivos .BAM dos isolados
(gerados no item 6.3.1) foram utilizados para realizar a analise de variagcdo no namero de
copias. Essa andlise foi realizada por um script customizado baseado na metodologia
descrita por Downing e colaboradores (2011) e Rogers e colaboradores (2011). A estimativa
da ploidia para cada cromossomo foi obtida dos valores mediano de read depth de cada
cromossomo e do genoma completo de acordo com a equacgéo 4. A estimativa do numero
de copias para cada gene utilizou a cobertura normalizada de cada transcrito (fpkm —
fragments per kilobase of exon per million mapped reads), obtida pelo software Cufflinks, e
foi calculada de acordo com a equacéo 5. Por fim, foi considerado que genes no mesmo
cromossomo e com o mesmo ID ortélogo correspondem a duplicagbes e, portanto, as
informacdes desses genes foram reunidas. Dessa forma, as informacdes correspondentes
aos genes membro de um mesmo grupo foram adicionadas em conjunto para obter o
namero de copias, de acordo com a equacao 5. Esse script reporta 0 nimero de copias de
genes haploide (numero de genes por grupo ortélogo em uma Unica cépia do cromossomo)
e a dose génica (numero total de genes por grupo ortélogo multiplicado pela ploidia do

respectivo cromossomo).
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Chr read depth

Ploidia =
(Genome read depth/ploidia base)

Eq.4

Onde:

e Ploidia = nimero de copias do cromossomo em analise;

e Chr read depth = mediana do read depth do cromossomo em analise;

e Genome read depth = mediana do read depth do genoma;

e Ploidia base é ploidia esperada para a maioria dos cromossomos (2 nos parasitas Leishmania spp.).

_ fokm
Gene CN = (Chr read depth/Chr ploidia) Eq.5
Onde:

e Gene CN = numero de copias de genes (haploide);

e fpkm = fragments per kilobase of exon per million mapped reads;

e Chrread depth = mediana do read depth do cromossomo em que o gene esta localizado;
e Chr ploidia = ploidia do cromossomo em que o gene esta localizado.

A diferenca da dose génica, para cada gene por grupo ortologo, entre os isolados do grupo
cura e recidiva foi avaliada pelo teste ndo paramétrico Mann-Whitney U. Em seguida foi
realizada a correc@o desta andlise por permutages randémicas (1.000.000) entre os dados
de um mesmo grupo ortélogo, recalculando concomitantemente o teste de Mann-Whitney. O
p-valor empirico foi calculado como o niUmero de vezes que o teste de permutacao retornou
um p-valor < do que o teste inicial, dividido pelo nimero de permutagfes realizadas (PLINK
v.1.07). Os grupos ortélogos que apresentaram diferenca significativa (p < 0,01) entre os
grupos cura e recidiva, apos o teste de permutacdo, foram plotados em um heatmap,
escalonado por colunas, utilizando o programa R, o qual também foi empregado para plotar

os dados do numero de copias de cromossomos (néo escalonado).

6.3.3. Andlise de SNPs e InDels

O software GATK UnifiedGenotyper foi utilizado para identificar as variacbes de SNPs e
InDels no genoma dos isolados de L. (L.) chagasi, tendo como base o genoma de referéncia
da espécie L. (L.) infantum (JPCM5). Essa analise utilizou os arquivos gerados na etapa de
alinhamento (descrito no item 6.3.1). Como foi observada variagdo na ploidia entre os

isolados, o software GATK UnifiedGenotyper foi empregado de forma a melhor utilizar os
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dados estimados de ploidia: para cada cromossomo, 0s isolados foram agrupados de
acordo com a ploidia observada e entéo foi realizada a andlise de identificacdo de SNPs e
InDels por grupos. Os parametros utilizados pelo GATK VariantFiltration para descartar
variantes com baixa qualidade foram: (i) SNP, QD<2.0, MQ<40.0, FS>60.0, MQRankSum<-
12.5 e ReadPosRankSum<-8.0; (ii) e InDel, QD<2.0, FS>200, ReadPosRankSum<-8.0.
Variantes que nao sdo informativas para o estudo de resisténcia a miltefosina, ou seja,
aguelas presentes em todos ou apenas em um dos isolados analisados em relacdo ao

genoma de referéncia, foram excluidas das analises posteriores.

O software SnpEff foi utilizado para anotar e predizer os efeitos das variacdes genéticas
identificadas nos isolados e, em seguida, o software SnpSIFT foi empregado para extrair as
variantes de NON_SYNONYMOUS_CODING para SNP e de STOP_GAINED e
FRAME_SHIFT para InDel.

As variacOes diferencialmente distribuidas entre os isolados dos grupos cura e recidiva
(obtidos antes do tratamento com miltefosina) foram destacadas pelo teste estatistico Chi-
guadrado e confirmados pela analise de permutagédo (1.000.000), ambos realizados pelo

software PLINK v.1.07, assumindo significancia estatistica a < 0,05.

71



Tabela 4 — Descrigéo dos softwares, linhas de comando e parametros utilizados nas analises de bioinformatica.

Metodologia

Software Verséo Finalidade Linha de comando / Parametros Referéncia
FastQC 0.11.2 Controle de qualidade fastqc <input.fastg> (Cock et al., 2010)
FastgMcf 1.04.676 Trimming fastg-mcf —o <output.fastq R1> -o <output.fastq R2> adaptors.fa <input.fastq R1> <input.fastq R2> (Ea-Utils, 2011)
Bowtie2 221 Index bowtie2-build <input.fasta> <output> (Langmead e Salzberg, 2012)
Bowtie2 224 linamentolreadsicontralg ~-local -D 20 -R 3 -N 1 -L 20 ~i S,1,0.5 —K 1 -1 200 —X 800 (Langmead e Salzberg, 2012)
genoma de referéncia
SAMtools 0.1.19 Sort e remocé&o de duplicatas samtools sort —o <input.bam> | samtools rmdup - <output.bam> (Lietal., 2009)
SAMtools 0.1.19 Index samtools index <input.bam> (Li et al., 2009)
SAMtools 0.1.19 Index samtools faidx <reference.fasta> (Li et al., 2009)
GATK 311 Re-alinhamento —T RealignerTargetCreator —R <reference.fasta> —| <input-1.bam> -o <output-1.bam>; JAVA —jar $GATK —T IndelRealigner — R (Depristo et al., 2011; Van Der
UnifiedGenotyper <reference.fasta> -| <input-1.bam> - targetinterval <output-1.bam> -o <output-2.bam> Auwera et al., 2013)
cufflinksOpts="-u -N”; UnifiedGenotyperOpts="-stand_call_conf 10 —stand_emit_conf 5”; refTag=< LinfJPMC5.tsv>; ploidy=2; . .
CNV custom script CNV bamfile=<input.bam>; paired=1; runName=<output.bam>; qualities=1; ignoreBamStatus=1; noBamRmdup=1; noBamSort=1; (Dowrnng etal, 2011; Rogers etal.,
N S o 2011; Trapnell et al., 2012)
gzipFastqOnSuccess=0; singleCopyThreshould=1.85
GATK 311 \dentificacio de SNPs -T UnifiedGenotyper -nt 4 -rf ReassignMappingQuality -DMQ 60 -R <referenceGenome.fasta>-1 <bamfile> -gim SNP -ploidy <estimated ploidy> - (Depristo et al., 2011; Van Der
UnifiedGenotyper G 0 <output.vcf> -L <chromosome> -stand_call_conf 10 -stand_emit_conf 5 Auwera et al., 2013)
GATK 3.1-1 \dentificacio de InDels -T UnifiedGenotyper -nt 4 -rf ReassignMappingQuality -DMQ 60 -R <referenceGenome.fasta> -| <bamfile>-glm INDEL -ploidy <estimated ploidy> (Depristo et al., 2011; Van Der
UnifiedGenotyper ¢ -0 <output.vcf>-L <chromosome> -- -stand_call_conf 10 -stand_emit_conf 5 Auwera et al., 2013)
GATK 3.1-1 Filtro SNPs -T VariantFiltration -R reference.fasta -V <input.vcf> -0 <output.vcf> --filterExpression "QD<2.0" --filterName "QDFilter" --filterExpression (Depristo et al., 2011; Van Der
VariantFiltration : "MQ<40.0" --filterName "MQFilter" --filterExpression "FS>60.0" --filterName "FSFilter" --filterExpression " Auwera et al., 2013)
GATK 3.1-1 Filtro InDels -T VariantFiltration -R reference.fasta -V <input.vcf> -<output.vcf >--filterExpression "QD<2.0" --filterName "QDFilter" --filterExpression "FS>200" (Depristo et al., 2011; Van Der
VariantFiltration . --filterName "FSFilter" --filterExpression "ReadPosRankSum<-20.0" --filterName "ReadPosFilter" Auwera et al., 2013)
SNPEFF 3.6b ':‘T:Sflzo G VENENIES 6 SRS eff -c <configFile> -s <output.html> <Reference_Genome> <input.vcf> > <output.vcf> (Cingolani et al., 2012)
PLINK 1.07 Anélise estatistica plink --bfile <inputPrefix> --assoc --perm —allow-no-sex (Purcell et al., 2007)
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6.4. VALIDACAO DAS PREDICOES DA ANALISE DE BIOINFORMATICA

A analise de variacdo estrutural, descrita no item 6.3.2., destacou diferencas significativas
entre 0s grupos cura e recidiva quanto a presenca de quatro genes in tandem, localizados
no cromossomo 31. A presenca desses genes nos isolados de L. (L.) chagasi foi verificada
por PCR individual de cada gene, assim como por PCR para amplificar o fragmento

contendo os quatro genes de acordo com a figura 8.

As reacdes de PCR individuais para cada gene foram conduzidas com a enzima Phusion®
DNA polimerase, utilizando o tamp&o HF (High Fidelity) de acordo com as recomendacdes
do fabricante (ID 1, ID 2, ID 3 e ID 4 — tabela 5). A reacdo de PCR para amplificar o
fragmento correspondente aos quatros genes in tandem (LinJ.31.2370-LinJ.31.2400) foi
conduzida com a enzima Long PCR Enzyme Mix de acordo com as indica¢des do fabricante
(ID 7 — Tabela 5). Os detalhes de cada reacdo de PCR e os detalhes sobre os iniciadores
utilizados estéo descritos nas tabelas 5 e 6, respectivamente. Os produtos de PCR foram
separados e visualizados em gel de agarose-TAE (0,6% — 1,0%, indicado nas respectivas
figuras) contendo SYBR® Safe.

oL4621 0OL4622

> <«
0OL4613 0L4614 OL4615 0L4616 0L4617 0L4618 0OL4619 0L4620
> « > <« > <«
e o ——#
| 1 I | ! | 1 |
I 1423 bp 1 ! 137bp | ! 2727 bp ! ! 1562 bp !

Chr 31

/4 /
7// oL4621 = €~ oLae22 l/L
————

~1200 bp

Figura 8 — Estratégia de PCR para validar os dados obtidos na andlise de variagdo estrutural. Cinco
reacOes de PCR independentes foram realizadas para verificar a presenca ou auséncia dos genes LinJ.31.2370,
LinJd.31.2380, Linj.31.2390 e LinJ.31.2400 no cromossomo 31 de todos os isolados de L. (L.) chagasi e da cepa
de referéncia PP75. As reacdes de PCR para cada gene individual (OL4613/0L4614; OL4615/0L4616;
0OL4617/0L4618; e OL4619/0L4620) foi realizada com enzima Phusion® DNA polimerase, enquanto que a PCR
para verificar a presenca simultinea desses quatro genes in tandem (OL4621/0L4622) foi realizada com a
enzima DNA polimerase Long PCR Enzyme Mix e com a enzima Phusion® DNA polimerase. Para todas as
reacOes foram realizados 35 ciclos.
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Tabela 5 — Detalhes das rea¢des de PCR utilizadas no presente estudo.

PCR Vol Condigdes de ciclagem
Mistura reacional fi .Ia Aplicacao

ID  Produto de PCR (bp) ina Etapa ToCb  Tempo

Desnaturaggo inicial  98°C 3 min. Triagem para a presenca do
30 ng de DNA referido gene nos isolados
98°C 30 sec. ini
gendmico / colonia, ,?-\l:wrwmlﬁilca a0 do referido gene
. 200 uM dNTPs, 0,5 uM 20 L 30 - 35 ciclos 61°C 30 sec. piiticac 9
1 LinJ.31.2370 Fw OL4614, 05 y(MRV  ou para montagem do constructo
(1423 bp) 0L4613 tar'np"Elo HE 50 L 72°C 2 min. a ser transfectado.
1xe 0 2'U de Triagem, por PCR de col6nia,
Phusi6n® Extensio final 720¢ 10 mi do referido gene na etapa de
: Xtensao final min. subclonagem em células
DH5a.
30 ng de DNA Desnaturagdo inicial  98°C 3 min. Triagem para a presenca do
gendmico / colbnia, 98°C 30 sec referido gene nos isolados
) 200 uM dNTPs, 0,5 uM ’ clinicos.
2 i 22250 Fw OL4616, 0,5 uM Rv 20 uL 35 ciclos 60°C 30 sec. Triagem, por PCR de col6nia,
(1137 bp)
p 0OL4615, 400 uM 68°C 1 mi do referido gene na etapa de
betaina, tampédo HF 1x 10k subclonagem em células
€ 0,2 U de Phusion®. Extens&o final 68°C 10 min. DH5a.
30 ng de DNA Desnaturacao inicial  98°C 3 min.
gendmico, 200 uM 98°C 30
LinJ.31.2380 dNTPs, 0,5 uM Fw sec. Amplificagado do referido gene
3 S OL4616, 0,5 uM Rv 50 uL 30 ciclos 60°C 30 sec. para montagem do constructo
(1137 bp)
p OL4615, tampéo HF 68°C  1mi a ser transfectado.
1xe 0,2U de min.
Phusion®. Extens&o final 68°C 10 min.
30 ng de DNA Desnaturacdo inicial  98°C 3 min. Triagem para a presenca do
gendmico / coldnia, 8 referido gene nos isolados
LinJ.31.2390 200 uM dNTPs, 0,5 uM 98°C 30 sec. clinicos.
4 el Fw OL4618,0,5uM Rv 20 puL 35 ciclos 60°C 30 sec. Triagem, por PCR de col6nia,
(2727 bp)
p OL4617, 400 uM 68°C 3 mi do referido gene na etapa de
betaina, tampédo HF 1x 10k subclonagem em células
€ 0,2 U de Phusion®. Extens&o final 68°C 10 min. DH5a.
30 ng de DNA Desnaturagéo inicial  98°C 3 min.
gendmico, 200 uM 98°C 30
LinJ.31.2390 dNTPs, 0,5 uM Fw sec. Amplificagdo do referido gene
5 - OL4618, 0,5 uM Rv 50 uL 30 ciclos 60°C 30 sec. para montagem do constructo
(2727 bp)
P OL4617, tampéo HF o ) a ser transfectado.
1xe 0,2 U de 68°C 3 min.
Phusion®. Extenséo final 68°C 10 min.
Desnaturacao inicial  98°C 3 min. Triagem para a presenca do
30 ng de DNA omc 30 refe_ndo gene nos isolados
gendmico / coldnia, sec. ;I:;"C“(;IS %0 do referido gen
) 200 pM dNTPs, 0,5 uM 20 uL 30 - 35 ciclos 63°C 30 sec. [MLTEEELEI0) ([0 (RIS (LS
6 LinJ.31.2400 Fw OL4620,05 MRV ou para montagem do constructo
(1562 bp) 0L4619 tar’n ’éo HE 50 UL 72°C 2 min. a ser transfectado.
1xe 0 2'U dep H Triagem, por PCR de col6nia,
Phusi6n® = 20 final 220 10mi do referido gene na etapa de
: xtensdo final i subclonagem em células
DH5a.
Desnaturacao inicial  94°C 5 min.
10 ng de DNA 96°C 30 sec. :
genc“)gmico 200 M Triagem para a presenca
dNTPS. 0.4 UM Fw 10 ciclos 63°C 30 sec. (fragmento de ~14 kb) e/ou
OL462’2 64 M RV o . auséncia (fragmento de ~1,2
,  Lind.31.2370-Lin).31.2400 /o5 D'MKso 206 25 L 68°C 10 min. kb) do locus contendo os
(~ 14kb efou ~1,2 kb) oL ° H o genes LinJ.31.2370,
tampé&o (Long PCR 96°C 30 sec. ¢ -
com 15mM MgCl2) 1x ) LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e
625U de Logg é’CR 25 ciclos 63°C 30 sec. LinJ.31.2400 nos isolados
Enzyme Mix 68°C 11,5 min. clinicos.
Extenséo final 68°C 10 min.
Desnaturagao inicial  98°C 3 min. Amplificagéo da regido génica
30 ng de DNA ¢
endmico. 200 uM onde ocorreu a perda do locus
gNTPs 05 LM l::W 20 L 98°C 30 sec. contendo os genes
8 LinJd.31.2370-LinJ.31.2400 0L4622, 0,5 uM Rv - 30 - 35 ciclos 63°C 30 sec. L!nJ.31.2370, L|n_J.31.2380,
(~1200 bp) OL4621. tampdo HFE 50 UL LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400
1xe 0 2'U dep H 72°C 1 min. para ser ligado no pGEM T
" easy e posteriormente
Phusion®. Extensao final 72°C 10 min. seqﬁengiado
%S;é/?i%ﬁgl 2370) Desnaturagéo inicial  98°C 3 min. Amplificagéo do referido gene
| colonia, 206 HM 20Ul 98°C 30 sec. para rtnonta;getmddo constructo
LinJ.31.2370-Ty dNTPs, 0,5 UM Fw H , . a ser transtectado. -

9 (1089 bp) 0LA4738, 0.5 uM Rv ou 30 ciclos 68°C 30 sec. Triagem, por PCR de col6nia,
0L4639, tampao HF 50 pL 720C 1 min. do referido gene na etapa de
1xe 0.2 U de subclonagem em células
Phusion®. Extenséo final 72°C 10 min. DH5a.
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PCR Vol Condigdes de ciclagem
Mistura reacional fi .Ia Aplicacao
ID  Produto de PCR (bp) ina Etapa ToCb  Tempo
15GnEg|vc|jeL[')'j/_:\31 P Desnaturacéo inicial ~ 98°C 3 min. Amplificagéo do referido gene
+LinJ.31.
Feaonia, 200w o " 98°C 30sec.  Paamontagem do consiructo
USRI GNP, D A 1257 ou 30 ciclos 68°C 30 sec. Triagem, por PCR de col6nia,
(1179 bp) 0OL4740, 0,5 pM Rv .
o 50 pL . do referido gene na etapa de
OL4741, tampé&o HF 72°C 1 min. subclonagem em células
1x e 0,2 U de
Phusion®. Extens&o final 72°C 10 min. DH5a.
15 ng de DNA Desnaturacdo inicial  98°C 3 min ificacs i
- . Amplificagao do referido gene
GEM+LinJ.31.2390
5F<):o|6nia, 200 M ) 98°C 30 sec. para montagem do constructo
LinJ.31.2390-Ty dNTPs, 0,5 uM Fw 20t . a ser transfectado.
11 (277'1 b ) OL474’2 O 5 UM RV ou 30 ciclos 68°C 30 sec. Triagem, por PCR de col6nia,
P » i3 HY 50 pL . do referido gene na etapa de
OL4743, tampéo HF 72°C 3 min. subclonagem em células
1xe 0,2 U de
Phusion®. Extens&o final 72°C 10 min. DH5a.
15 ng de DNA Desnaturacgéo inicial  98°C 3 min ificacs i
- . Amplificacéo do referido gene
GEM+LinJ.31.2400
Fealonia, 200 g 20 98°C  30sec.  Paramontagem do consiructo
12 e e L SIS, B2 I 79 ou 30 ciclos 68°C 30 sec. Triagem, por PCR de col6nia,
(1071 bp) OL4744, 0,5 pM Rv !
o 50 pL . do referido gene na etapa de
OL4745, tampéo HF 72°C 1 min. culsabrEsE G GAulES
1xe 0,2 U de o . o . DH5q 9
Phusion®. Extenséo final 72°C 10 min. .
pPGL631-Lind.31.2370 Col6nia, 200 pM Desnaturagdo inicial  95°C 3 min.
(1506 bp) ?OI\ILT 4231’2 5 %\/Il_4':6\;\116 95°C 30 sec PCR de colonia para triagem
pGL631-LinJ.31.2380 ouoL 461%“()” : simultanea da positividade da
(1220 bp) 30 ciclos 60°C 30 sec. etapa de transformacédo em
13 pGL631-LinJ.31.2390 0L4620), 0,5 “~M Rv 20 L células DH5a e da posigcdo do
(2810 bp) o ?#:rxgbgﬁgffz 15U 68°C  1-3min. inserto sem TAG ligado ao
?]%523;;)_an.31.2400 de Tag DNA Extensao final 68°C 10 min. vetor final pGL631 (pRib)
polimerase.
pGL631-LinJ.31.2370-Ty Colonia, 200 pM Desnaturacao inicial  95°C 3 min.
(1172 bp) o ?ONEZS%OOSU%III_EZO 959C 30 sec PCR de colénia para triagem
pGL631-LinJ.31.2380-HA ou OLA742 ou ' simultanea da positividade da
(1262 bp) 30 ciclos 60°C 30 sec. etapa de transformacédo em
= pGL631-LinJ.31.2390-Ty Olleady), s i Ry AD L células DH5a e da posigdo do
(2852 bp) o OULATAT, R 68°C  1-3min. inserto com TAG ligado ao
®
PGL631-LinJ.31.2400-HA  hermopol ixe 15U o , vetor final pGL631 (pRib)
(1154 bp) de Tag DNA Extenséo final 68°C 10 min.
polimerase.
f p"OTOZtO; nbgsgmgl— 30 ng DNA gendmico, Desnaturagéo inicial  95°C 3 min.
5!np;]|:§mbt3c‘>r?il§ogo?naﬁ) 200 uM dNTPs, 0,5 uM 95°C 30 sec.
LinJ.31.2380 (1763 bp) Fw (OL2380), 0,5 uM ’ Verificagdo da integragdo do
5 pl:om.t)tor ribosomal- Rv OL4613 ou OL4615 80 ciclos 64°C 30 sec. constructo linearizado no locus
15 LinJ.31.2390 (3356 bp) ou OL4617, OL461~9 20t 68°C 3 min. ribossomal do isolado MG11A.
s . ou OL4747), tampao =
5’ promotor ribosomal- ThermoPol® 1x e 1.5 U Construgdes sem TAG
LinJ.31.2400 (2186 bp) ' . )
5’ promotor ribosomal- dgli-:-:graDsNeA Extens&o final 68°C 10 min.
pGL631 (671 bp) p :
5" promotor ribosomal- ggonﬁh?lﬁﬁgsgogqécﬁi\n Desnaturaco inicial  95°C 3 min.
I;n‘]r.::'bztzzoriggsglrﬁgz °P) A ((CILEEE), 5 (1 95°C  30sec. Verificacdo da integragéo do
P Rv OL4739 ou OL4741 . Gao da Integrag
LinJ.31.2380-HA (1787 bp) 30 ciclos 64°C 30 sec. constructo linearizado no locus
eE 5’ promotor ribosomal- O Le Ol AN ribossomal do isolado MG11A
P 0OL4745), tamp&o 68°C 3 min 5 '
L!nJ.31.2390'—Ty (3377 bp) ThermoPol® 1x e 1.5 U i Construcdes com TAG
5’ promotor ribosomal- de Taq DNA ittt i T
LinJ.31.2400-HA (1700 bp) e xtensao final min.

2 Vol. Final, volume reacional final para a reagéo de PCR.

b ToC, temperatura em ° C.

min., minuto; sec., segundos
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Tabela 6 — Informagdes dos iniciadores utilizados no presente estudo.

Iniciadores (Primers)

Utilizacao
ID? Sequéncia® Tipo® Tm¢
0OL4613 ATCTAGATTATAAATCCAGTGCGATCG Rv 60°C Identificagdo e/ou amplificagdo do gene
LinJ.31.2370 sem TAG. Fw anela na regido
OL4614 TATAAGCTTCTGTCATCACTCTTGTTAATGCG Fw 63°C  intergénica.
OL4615 ATCTAGACTAGAGGGCGACGTGCTCAT Rv 67°C  |dentificacio elou amplificacio do gene
OL4616 TATAAGCTTATGGCTCGAGCTCGTTTCC Fw g7ec  LinJ.31.2380 sem TAG
OL4617  ATCTAGACTGCTACGCGCTCCTGTG Rv 65°C Identificacé@o e/ou amplificacéo do gene
OL4618 TATAAGCTTATGACCCTGCAGTGCGAT Fw geoc  LinJ.31.2390 sem TAG.
0L4619 ATCTAGACAGATTGCAGAATTCACGC Rv 62°C Identificacdo e/ou amplificagdo do gene
LinJ.31.2400 sem TAG. Fw anela na regido
OL4620 TATAAGCTTGCGTGGTTATATACGTGAGCG Fw 64°C  intergénica.
0OL4621 AGTTGAGTCTGCTCCGGTG Rv 63°C Identificagéo da presenca simultanea dos genes
LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e
OL4622 TTCACGTCACGGCCAAAG Fw 63°C  |inJ.31.24000.
0L4716 GCCGTCGTGTTCTGAAGG Rv 65 °C fifﬂ“;lncz';%e”to SRS TR S0 e
OL4717 GCGGATTGAAATCACCGTC Rv 65 °C fifﬂ“;fcz'g%emo da parte interna do gene
0L4718 CTTCTCCGCCTGCCTGTC Rv 66 °C fif]‘juflncz'gg"ge”to SR MEE GO EETE
OL4719 GATGGATGCAGCATTTTCG Rv 64.°C fﬁ‘jf{‘;‘g&emo da parte interna do gene
OL4720 CGTGACTGAAAATCTGCGG Rv 64 °C fﬁ‘}“;lncz'gggemo S8 TS TEMmE B e
OL4721 GCGACGAGTCCTAGTTTCG Rv 63°C fﬁ‘jf{‘;‘:&emo da parte interna do gene
[o]
Oldzels  TAECECTATEEEEEEEEEETET Y [ChC Identificac@o e/ou amplificagdo da ORF do gene
oLa73g ATCTAGATTAGTCAAGTGGATCTTGGTTAGTATGGACCTC sgoc  Lind.31.2370. TAGGED.
TAAATCCAGTGCGATCGGCTC
oLa7ao  TACCGGTATGTACCCGTACGACGTCCCGGACTACGCT . 67°C
ATGGCTCGAGCTCGTTTCC w MemMGméoeMUamMMuméodaORFdogene
OL4741 ATCTAGACTAGAGGGCGACGTGCTCATAG Rv 67oc  HinJ.31.2380. TAGGED.
0
OL4742 TACCGGTATGACCCTGCAGTGCGATG Fw 68°C | jonificacdo elou amplificacdo da ORF do gene
oLa7as  ATCTAGACTAGTCAAGTGGATCTTGGTTAGTATGGACCTC ooc  Lind.31.2390. TAGGED.
CGCGCTCCTGTGCGG
oLazas TACCGGTATGTACCCGTACGACGTCCCGGACTACGCT - 69°C
ATGCGCCGCGCCATAT w MemmaméoemuampmwmﬁodaORFdogene
OL4745 ATCTAGATTACTTACGAGAGCGGCTCTTGAGG Rv gooc  LinJ.31.2400. TAGGED.
0L4747 GCAGAAGCACTGTCGAATAGG Rv 64 °C a’;“iz‘;nc'amemo de insertos no vetor pGL631
0L4794 CGATAAGCTTGATATCGAATT Fw 57°C f;)%qiginc'amemo de insertos no vetor pGL631
OL2380 CATTCCGTGCGAAAGCCGG FW 73°C Verificagdo da integracdo no locus ribossomal.
= L ———— Fw 60°C S;imnuamemodewsenosnovemrpGEMT
SP6 ATTTAGGTGACACTATAG Ry 490c  Sequenciamento de insertos no vetor pGEM T

easy

21D, identificacé@o dos iniciadores.

b As regides da sequéncia de nucleotideo destacadas correspondem a sitios de restricdo para nucleases (Xbal: vermelho
(TCTAGA); Hindlll: Azul (AAGCTT); Agel: laranja (ACCGGT)) e Tags fusionadas (C-terminal Ty — EVHTNQDPLD; e N-
terminal HA Human influenza hemagglutinin — YPYDVPDYA). Cédon sublinhado/negrito e em italico/negrito correspondem aos
cédons de iniciacdo e terminag¢&o para a transcrigdo, respectivamente.

¢ Fw, forward (senso); Rv, reverse (antisenso).

4 Temperatura de anelamento do iniciador calculada no site NEB (http://tmcalculator.neb.com/#!/), considerando a reagéo de
PCR com a enzima Phusion®.
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6.5. VERIFICAGAO DA HOMOGENEIDADE DOS ISOLADOS DE L. (L.) chagasi

Em relacdo a presenca ou auséncia dos genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e
LinJ.31.2400, a homogeneidade dos isolados de L. (L.) chagasi utilizados neste estudo foi
verificada por clonagem. O processo de clonagem foi conduzido em meio sélido SDM79
acrescido de 10% SFBi, 5 pg/mL de hemina e 10 uM de 6-biopterina (Ubeda et al., 2014).
Para cada isolado, diferentes quantidades de células (500, 10° e 10%) foram plaqueadas,
incubadas a 25°C e diariamente monitorada para o aparecimento de colénias (6 — 12 dias).
E importante ressaltar que n&do foi possivel separar clones no meio liquido LIT
(suplementado com 10% SFBi e 2% de urina masculina estéril) e, em sua forma sélida
apenas foi possivel visualizar clones em placas com pelo menos 107 células, dessa forma o

meio SDM79 foi selecionado para o processo de clonagem.

Para cada isolado submetido ao processo de clonagem, 16 clones foram expandidos em
meio LIT (suplementado com 10% SFBi e 2% de urina masculina estéril) e, o DNA genémico
destes foi extraido de acordo com o item 6.1. A presengca dos genes LinJ.31.2370,
LinJd.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 foi verificada pela reagdo de PCR ID 7 (Tabela
5).

6.6. REEXPRESSAO GENICA NO LOCUS RIBOSSOMAL DE L. (L.) chagasi

A reexpressao individual dos genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400
no isolado clinico MG11A, que naturalmente os perdeu, foi alcangada por integracdo das
construcdes no locus ribossomal do parasita, utilizando o vetor pGL631 (pRib — figura 9)
(MiRlitz et al., 2000).
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ORI

0000 pGL631 (pRib)

7.798bp 2000 — L

PAC

CPB 2.8 IR

Figura 9 — Vetor pGL631 (pRib). Pacl e Pmel, enzimas de restricdo utilizadas para liberar o fragmento a ser
transfectado; 5’ 18S e 3’ 18S, 18S ribosomal RNA locus — regido de integragdo por recombinagdo homologa no
locus ribossomal; pX SL: Splicing Signal; MCS: Multiple cloning site; Notl, enzima de restricdo utilizada para
preparar o vetor para a ligagdo com o inserto; PAS, PolyA Site; SAS: Splice Aceptor Site; PAC, marca de sele¢édo
(puromicina) para as células de transfectadas; CPB: regido intergénica (IR) do locus da Cisteina Proteinase B de
L. Mexicana; ORI, Origem de Replicagao bacteriana; AMP, marca de selegdo (ampicilina) para as células DH5a
transformadas. Imagem gerada no software CLC Genomics Workbench v.7.

6.6.1. Obtencédo das Construcdes

Para cada gene a ser reexpresso, duas construcoes, fusionada (Tagged) ou n&o fusionada

(Untagged) a Tags, foram obtidas de acordo com a estratégia esquematizada na figura 10.

As amplificacdes dos fragmentos génicos foram realizadas pelas rea¢gfes de PCR ID 1, ID 3,
ID 5 e ID 6, para a estratégia Untagged, e pelas reacées de PCR ID 9, ID 10, ID 11 e ID 12,
para a estratégia Tagged (Tabela 5). ApOs essa etapa, foi adicionada a mistura reacional 5
U de Taq DNA Polymerase e esta foi incubada a 72°C por 30 minutos. Posteriormente os
fragmentos gerados por PCR foram separados em gel de agarose-TAE 0,8% e purificados

utilizando o kit QIAquick Gel Extraction, de acordo com as indica¢des do fabricante.

Em seguida foram conduzidas as reac¢des de ligacdo dos insertos purificados com o vetor

pGEM T easy. Essas reacfes foram processadas a 4°C por aproximadamente 12 horas,
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utiizando a propor¢do 1 vetor : 3 inserto em volume final de 10pL, de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Ao fim dessa etapa, 50 pyL de células DH5a foram
transformadas, com 5 pl do produto reacional, por choque térmico: incubagéo sequencial de
30 minutos em gelo, 30 segundo a 42°C e 2 minutos em gelo. Posteriormente foi adicionado
as células DH5a 400 pL de meio de cultura Luria Broth (LB). Apds 1h de incubagéo a 37°C,
as células DH5a transformadas foram clonadas em meio LB so6lido acrescido de 100 pg/mL
de ampicilina (incubacgéo a 37°C overnight). Para cada construcdo, 10 clones foram triados
por PCR de colbnia como descrito na tabela 5.

Clones com reacéo de PCR positiva, para cada construgdo, foram expandidos em meio LB
acrescido de 100 pg/mL de ampicilina (37°C overnight). Em seguida o DNA plasmidial foi
purificado, utilizando o kit QIAprep® Spin Miniprep, de acordo com as indicacdes do

fabricante e, sequenciado para verificagdo de mutagdes na ORF (eurofins).

A liberacdo dos insertos das constru¢des no pGEM foi realizada por digestdo com a enzima
de restricdo Notl-HF em tamp&o CutSmart (10 U Notl-HF/1 pg de plasmideo, incubagéo a
37°C overnight). Para a construgdo pGEM-LinJ.31.2390 a digestao foi realizada com as
enzimas Notl-HF e Scal-HF, com a finalidade de gerar dois fragmentos menores referentes
ao vetor, uma vez que este apresenta tamanho similar ao inserto, impossibilitando a
separacdo em gel de agarose. Os produtos das digestdes foram separados em gel de
agarose-TAE 0,8% e posteriormente purificados, utilizando o kit QIAquick Gel Extraction de

acordo com as especificacdes do fabricante.

A reacdo de linearizacdo e a desfosforilacdo das extremidades 5 do vetor final pGL631
foram realizadas concomitantemente, utilizando as enzimas Notl-HF e fosfatase alcalina
(CIP) em tampédo CutSmart (10 U Notl-HF + 10 U CIP/1ug ug de plasmideo, incubacédo a
37°C overnight). Os produtos da digestao foram separados em gel de agarose-TAE 0,8% e
posteriormente purificados, utilizando o kit QIAquick Gel Extraction de acordo com as

especificacBes do fabricante.

A reacdo de ligagédo dos insertos com o vetor pGL631 foi processada a 16°C por 20 horas
com 400 U da enzima T4 DNA ligase em seu respectivo tampao, utilizando a relacdo 1:3
(vetor : inserto) em volume final de 10 pL. Ao fim dessa etapa, 50 uL de células DH5a foram
transformadas, com 5 ul do produto reacional, por choque térmico e estas foram clonadas,
como previamente descrito. Para cada construcdo, até 10 clones foram triados por PCR de
colénia (ID 13 e ID 14 — Tabela 5) para verificar simultaneamente a presenca da construcao

e a posicéo do inserto no vetor.
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Clones com reacdo de PCR positiva, para cada construcdo, foram expandidos e o DNA
plasmidial foi purificado como previamente descrito. Em seguida o DNA plasmidial foi

sequenciado para verificagdo de mutacdes na ORF (eurofins).

6.6.2. Transfeccéo

As construcdes contendo 0s genes a serem reexpressos e 0 vetor pGL631 sem inserto
(utilizado como controle nos ensaios de susceptibilidade a miltefosina), foram digeridos com
as enzimas de restricdo Pacl e Pmel (120 U Pacl e 120 U Pmel para 40 pg de DNA) em
tampdo CutSmart a 37°C overnight. Em seguida os produtos das digestfes foram separados
em gel de agarose-TAE 1,2% e posteriormente purificados utilizando o kit QlAquick Gel

Extraction, de acordo com as especificacdes do fabricante.

O DNA purificado foi concentrado por precipitacdo: para isto foi adicionado as amostras 0,1
volume de acetato de sédio 3M (pH 5,3) e 2,5 volumes de etanol PA a -20°C para 1 volume
da amostra de DNA. Apds incubacgédo a -20°C por 1 hora as misturas foram centrifugadas a
20.000 g, 4°C por 30 minutos e o precipitado lavado com 500 pL de etanol 70% a -20°C
(sem ressuspender o mesmo) por centrifugagdo a 20.000 g, 4°C por 5 minutos. Apés a
remocao do sobrenadante os tubos foram mantidos abertos por 5 minutos para evaporagao

do etanol. O DNA precipitado foi ressuspendido em 15 yL de agua ultra pura.

O processo de transfecgéo foi realizado por eletroporacdo no sistema Amaxa (programa U-
033), utilizando 5x107 células do isolado MG11A (inicio da fase logaritmica de crescimento —
3° dia no meio LIT suplementado com 10% SFBi e 2% de urina masculina), ressuspendidas
em 100uL da solugéo “ice cold Human T Cell Nucleofector” (Lonza), e 4 — 8 ug do DNA (10
— 15 pL) previamente preparado. Imediatamente apds a transfecgdo as células foram
transferidas para 10 mL de meio liquido SDM79 acrescido com 10% de SFBi, 5 pg/mL de
hemina e 10 uM de 6-biopterina. Apds 12 horas de incubagdo a 25°C, a células foram
plaqueadas em meio sélido SDM79 acrescido com 10% de SFBi, 5 pg/mL de hemina, 10 uM
de 6-biopterina e 100 pg/mL de puromicina. Os clones selecionados foram mantidos em
meio liquido LIT acrescido com 10% de SFBi, 2% de urina masculina e 50 pug/mL de

puromicina.
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6.6.3. Verificacdo da Integracdo das Construcfes e da Reexpressdo dos Produtos
Génicos

A integracdo das construcdes no locus ribossomal do isolado de L. (L.) chagasi (MG11A) foi
verificada por reacdes de PCR (ID 15 e 16 — Tabela 5), utilizando os primers Rv de cada

inserto e o Fw do locus ribossomal.

A expressdo das proteinas referentes aos genes reexpressos foi avaliada por Western
blotting. Os extratos proteicos totais foram obtidos por ressuspensdo das células,
previamente lavadas com PBS (2.000 g por 10 minutos a 4°C), em tampao da amostra do
sistema SDS-PAGE (2x10° células/uL). Essa mistura foi incubada a 95°C por 10 minutos e
posteriormente centrifugada a 10.000 g por 1 minuto. Em seguida, 20 pL dos extratos
soluveis foram resolvidos em gel Bis-Tris (gradiente 4 — 12%), utilizando tampao de corrida
NuPAGE MOPS SDS. A migracao das proteinas ocorreu a 50 V por 30 minutos e, em

seguida a 100 V até o término da corrida.

As proteinas foram transferidas para membrana de PVDF (Amersham™ Hybond™) na
unidade de transferéncia semiseco (Bio-Rad) por aplicagdo de 20 V durante 30 minutos. Em
seguida as membranas foram lavadas com solugéo TBST (cloreto de s6dio 137 mM, Tween-
20 0,1%, Tris 20 mM, pH 7,6) e incubadas com o tampé&o de bloqueio (TBST acrescido de
5% de leite desnatado em pd) por 1,5 horas a temperatura ambiente. Apdés o bloqueio, as
membranas foram incubadas overnight a 4°C com os anticorpos primarios anti-Ty e anti-HA
nas diluicbes de 1:500 e 1:10.000 (preparados em TBST acrescido de 5% de leite
desnatado em p0), respectivamente. Apés trés etapas de lavagem com TBST por 10
minutos, as membranas foram incubadas por 45 minutos a temperatura ambiente com o
anticorpo secundario (anti-camundongo) conjugados com peroxidase na diluicdo de
1:50.000. As ligactes especificas foram reveladas com o kit ECL™ Prime Western Blotting
Detection Reagent e detectadas apos exposicao em filme Hyperfiim ECL. As imagens dos
filmes foram transformadas em formato digital, utilizando scanner. A proteina EF-1a foi
utilizada como controle de loading, o qual foi realizado sobre as mesmas membranas
utilizadas para detectar as proteinas marcadas com Ty e HA (anticorpo primario anti- EF-1a,

1:50.000; e anticorpo secundario anti-mouse, 1:50.000).
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Figura 10 — Estratégia de reexpressédo dos genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 no isolado MG11A. Com a finalidade de verificar a sintese do
produto génico reexpresso no isolado transfectado, os mesmos foram fusionados a Tags (Ty ou HA) para posterior detec¢do por Western blotting. Sabendo que as Tags
podem interferir na atividade proteica, simultaneamente foi conduzida a estratégia de reexpresséo dos referidos genes sem fusiona-los a Tags.
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6.7. INVESTIGAGAO DO MECANISMO DE PERDA DE GENES EM L. (L.) chagasi

Para investigar o possivel mecanismo de perda dos genes in tandem LinJ.31.2370,
LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 nos isolados de L. (L.) chagasi analisados no
presente estudo, todos isolados que apresentaram reacdo de PCR ID 8 (Tabela 5) positiva,
tiveram as regides intergénicas (IR) imediatamente localizadas acima do gene LinJ.31.2370
e abaixo do gene LinJ.31.2400 sequenciadas. Para isso, os produtos de PCR da reacdo ID
8, apds adicdo do desoxirribonucleotideo adenosina pela enzima Tagq DNA polimerase,
foram purificados, utilizando o kit MinElute® PCR purification, de acordo com as indicaces
do fabricante e, em seguida os fragmentos foram ligados no vetor de clonagem pGEM T
easy (1 vetor : 3 inserto). As células DH5a foram transformadas com as construgdes no
pPGEM e clonadas, como previamente descrito no item 6.6.1. O DNA plasmidial foi purificado
com kit QIAprep® Spin Miniprep, de acordo com as recomendagdes do fabricante e,

enviados para serem sequenciados, utilizando os primers do vetor T7 e SP6 (eurofins).

As sequencias de nucleotideos obtidas para cada isolado foram concomitantemente
alinhadas contra a regido correspondente do genoma de L. (L.) infantum JPCM5
(cromossomo 31: 1121889 — 1135849) e com a mesma regido do genoma de L. (L.) chagasi
(sequéncia consenso obtida a partir de todos os isolados analisados no presente estudo). O

alinhamento foi realizado utilizando o software CLC Genomics Workbench v.7.

Em seguida foi conduzida uma busca por sequéncias repetidas no genoma de L. (L.)
infantum JPCM5 (v5). Essa andlise foi realizada por blastn no TriTrypDB
(http:/fritrypdb.org/tritrypdb/), utilizando como pontos de partida: (i) a sequéncia formada
pela juncdo das regifes intergénicas posicionadas logo acima do gene LinJ.31.2370 e logo
abaixo do gene LinJ.31.2400; (ii) e, as sequéncias repetidas localizadas no cromossomo 31
(1122312-1122898 e 1135041-1135470) de L. (L.) infantum JPCMS5 (v3), previamente
reportadas por Ubeda (2014) que gentiimente nos foram enviadas pelos autores. Foram
consideradas sequéncias repedidas aquelas com tamanho entre 200 — 2.500 bp e com
identidade maior que 85% (Ubeda et al., 2014).
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6.8. INDUCAO DE RESISTENCIA A MILTEFOSINA EM ISOLADOS DE L. (L.) chagasi

Para verificar se a perda do locus contendo os genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380,
LinJ.31.2390, LinJ.31.2400 est4 associada com a pressao de droga, dois isolados de L. (L.)
chagasi (MAO1A e MG14A), que se mostraram homogéneo para a presenca desses genes,
foram cultivados com concentracdes crescente de miltefosina, com incremento de 1 uM da
droga. Para cada etapa de inducdo de resisténcia, o DNA gendmico dos isolados foi
extraido de acordo com o item 6.1 e a presenca ou auséncia dos referidos genes foi
verificada pela reacdo de PCR ID 7 (Tabela 5). O perfil de susceptibilidade in vitro da forma
promastigota a miltefosina também foi determinado (de acordo com o item 4.2) em cada

etapa da inducéo de resisténcia.

O isolado MG11A, que previamente foi caracterizado como resistente a miltefosina e
homogéneo para a auséncia dos genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390,
LinJ.31.2400, também foi cultivado sob pressédo de droga para avaliagdo do fendtipo de
susceptibilidade in vitro a miltefosina.
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RESULTADOS

1. CARACTERIZACAO in vitro DO FENOTIPO DE SUSCEPTIBILIDADE A
MILTEFOSINA DOS ISOLADOS DE L. (L.) chagasi

by

A susceptibilidade in vitro a miltefosina das formas amastigotas e promastigotas, dos
isolados de L. (L.) chagasi, obtidos de pacientes que apresentaram diferentes respostas ao
tratamento com miltefosina, foi determinada pelo ensaio de infeccdo de macréfagos
peritoneais (realizado por Monti-Rocha (2012)) e pelo ensaio com AlamarBlue®,

respectivamente.

Os resultados da andlise de susceptibilidade in vitro das formas amastigotas e
promastigotas, dos 26 isolados obtidos dos pacientes antes do tratamento com miltefosina,
mostraram que aqueles provenientes de pacientes que evoluiram para cura terapéutica
apresentam maior susceptibilidade a droga (ICsp médio de 5,02 uM e 2,13 uM para as
formas amastigota e promastigota, respectivamente) quando comparado com os isolados
obtidos de pacientes que apresentaram falha ao tratamento (ICso médio de 13,13 uM e 3,21
MM para as formas amastigota e promastigota, respectivamente) (Figura 11 (a) e (b)). Os
valores de ICsp, para 0s grupos cura e recidiva, apresentam diferenca estatistica com p-valor
de 0,0012 e 0,0111 (t-student com o post hoc Mann-Whitney) para as formas amastigotas e
promastigotas, respectivamente. Apesar da analise estatistica mostrar diferenca no ICso
entre os grupos para a forma promastigota, a diferenga em valor numeérico absoluto é muito
pequena (razdo < 2), quando comparada com o da amastigota (razdo > 2). Esses dados
mostram que o teste de susceptibilidade in vitro para a forma amastigota mostra uma

correlagdo mais segura com a resposta clinica.

Dentre os isolados de pacientes que apresentaram falha ao tratamento dois mostraram perfil
de susceptibilidade a miltefosina divergente do grupo recidiva (MG17A, Clsg = 3,9 uM; e
PIO1A, Clso = 3,7 pM), baseado nos resultados obtidos do ensaio de infecgdo de
macrofagos. Contudo, os valores de ICso dos pares desses isolados, obtidos ap6s o
tratamento e na falha terapéutica (MG17B/MG17C e PIO1B/PI01C), mostraram que estes
sdo menos susceptiveis in vitro a miltefosina (ICso >15 pM) (Figura 11 (c)). Dessa forma, a
falha ao tratamento, nesses casos, pode estar relacionada com aquisicdo/selecdo de
resisténcia por presséo da droga. Entretanto, o perfil de susceptibilidade observado para a
forma promastigota desses isolados ndo apresentou correlacdo com a forma amastigota

nem com desfecho clinico apresentado pelo paciente (Figura 11 (d)).
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Considerando que o conceito de cura utilizado neste trabalho foi baseado na resposta
clinica do paciente, dois pares de isolados de L. (L.) chagasi obtidos de pacientes que
curaram ap6s o0 tratamento, mas que apresentaram falha parasitologica inicial
(MG14A/MG14B e MG19A/MG19B) foram avaliados. Os perfis de susceptibilidade in vitro a
miltefosina das formas amastigotas e promastigotas desses isolados, mostraram que 0s

isolados obtidos ap6s o tratamento sdo menos susceptiveis a miltefosina, quando
comparados com 0s seus pares que nao foram submetidos a pressédo da droga (Figura 11

(c) e (d)).
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Figura 11 — Susceptibilidade in vitro dos isolados de L. (L.) chagasi a miltefosina. Comparacado entre os
valores de ICso das formas intracelulares amastigotas (a) e das formas promastigotas (b) dos isolados de L. (L.)
chagasi, obtidos antes do tratamento com miltefosina, de pacientes que apresentaram diferentes respostas
clinicas ao tratamento com miltefosina (cura: n=14; recidiva n=12). Perfil de susceptibilidade das formas
amastigotas (c) e das formas promastigotas (d) dos isolados obtidos de um mesmo paciente antes e apos o
tratamento (MG14, MG17, MG19 e PI01) e durante a falha terapéutica (MG17 e PI01). A, antes do tratamento; B,
depois do tratamento; e C, durante a falha terapéutica. ICso corresponde a concentracdo de miltefosina que
reduz em 50% o numero de macréfagos infectados ou que reduz em 50% a sobrevivéncia das formas
promastigotas do parasita.
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2. ANALISE PROTEOMICA

2.1. COMPARACAO DO PERFIL PROTEICO ENTRE ISOLADOS DE L. (L. chagasi
OBTIDOS DE PACIENTES QUE APRESENTARAM DIFERENTES RESPOSTAS AO
TRATAMENTO COM MILTEFOSINA

Para investigar as diferencas entre o perfil proteico, dos isolados de L. (L.) chagasi obtidos
de pacientes que apresentaram diferentes desfechos clinicos ao tratamento com miltefosina,
foi utilizado a técnica 2D-DIGE. A andlise protedmica por 2D-DIGE foi conduzida com um
pool de trés replicatas biolégicas para cada isolado de L. (L.) chagasi: (i) um isolado de
paciente que apresentou cura terapéutica (C, MG14A); (i) e um isolado de paciente que
apresentou falha ao tratamento (R, MG11A). As imagens dos trés géis, obtidos de acordo
como descrito na metodologia, foram analisadas utilizando o software Decyder 7.0, o qual
mostrou que os perfis proteicos obtidos foram altamente reprodutiveis em termos de nimero

total de spots e posicao relativa.

A analise das imagens detectou uma média de 810 + 11.8 spots por gel, corados pelos
CyDye. Os spots detectados apresentaram massa molecular variando entre 14 e 100 kDa,
com a maioria dos spots proteicos localizados em regides de massa molecular acima de 14
kDa (Figura 12).

A andlise diferencial entre os isolados MG11A (R) e MG14A (C) foi realizada sobre 823
matched spots. Para inferir diferenca na intensidade relativa de um spot entre os diferentes
fendtipos foi considerado os seguintes critérios: (i) deteccao de forma consistente em todas
as replicatas experimentais; (i) e significAncia estatistica (0<0.05) entre os diferentes
fendtipos. Utilizando esses critérios foram detectados 46 spots proteicos diferencialmente
expressos entre os isolados obtidos de pacientes que apresentaram diferentes respostas ao
tratamento com miltefosina. Desses 46 spots, 26 (56,5%) apresentaram maior intensidade
relativa e 20 spots (43,5%) apresentaram menor intensidade relativa no isolado do grupo
recidiva MG11A (R) (Figura 12). Esses spots foram processados para identificagdo proteica

por espectrometria de massas em MALDI-ToF/ToF.
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Cy3 - MG14A (C) Cy5 - MG11A (R) Cy2 — Controle Interno

Sobreposicao de Cy3 e Cy5

Figura 12 — Andlise protedmica comparativa (2D-DIGE) entre os isolados de L. (L.) chagasi obtidos de
pacientes que apresentaram diferentes respostas ao tratamento com miltefosina. (a) Gel bidimensional
representativo do perfil proteico dos isolados dos grupos cura (C) e recidiva (R) e do controle interno. (b) Imagem
derivada da sobreposi¢édo das imagens obtidas do Cy3 (C) e do Cy5 (R) de um mesmo gel. Em destaque estdo
representados os spots diferencialmente expressos entre os diferentes fenotipos: as linhas soélidas e pontilhadas
indicam os spots com expressao aumentada e reduzida, respectivamente, no isolado do grupo recidiva. As
informag6es de identificagdo das proteinas correspondentes aos nimeros dos spots destacados estdo listadas
nas tabelas 7, 8 e 9. Obs.: O spot com ID 38 foi excluido das andlises.
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2.2. IDENTIFICAGAO DOS SPOTS PROTEICOS DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS

Utilizando a analise por MALDI-ToF/ToF foi possivel identificar com alto nivel de confianca
41 (89,1%) dos 46 spots diferencialmente expressos. Esses 41 spots correspondem a 50
proteinas (34 ndo redundantes). A tabela 7 mostra as informacdes da identificacdo desses
41 spots. Os valores de MM e pl estimados pelo gel bidimensional (experimental) mostraram
uma boa correlacdo com os valores preditos das proteinas identificadas (indice de
correlacdo de Sperman: r = 0,97, p < 0,0001 para massa molecular; e r = 0,69, p < 0,0001
para ponto isoelétrico). Entretanto, algumas variagcdes foram observadas, sugerindo a
visualizacdo de fragmentos ou de modificacdes pos-traducionais (Figura 13). Devido a
presenca de mais de uma proteina em um mesmo spot, nove spots foram excluidos das
andlises posteriores. Dessa forma, permaneceram 32 spots com identificacdo de uma Unica
proteina (proteina dominante, ou de maior propor¢do nos spots proteicos), as quais
correspondem a 22 proteinas nao redundantes.
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Figura 13 — Andlise de correlagao entre os valores experimentais e teéricos de massa molecular e ponto
isoelétrico das proteinas identificadas dos isolados de L. (L.) chagasi. (a) Correlacdo entre os valores
experimentais e tedricos de massa molecular relativa (Mr). (b) Correlagdo entre os valores experimentais e
tedricos de pl. Essa analise foi realizada com todas as 50 proteinas identificadas.
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Tabela 7 — Spots proteicos diferencialmente expressos entre os isolados de L. (L.) chagasi, obtidos de pacientes que apresentaram diferentes respostas clinicas
ao tratamento com miltefosina, identificados por espectrometria de massas (MALDI-ToF/ToF).

%lm Proteina (gi)® ?/IDrag)bservada ppm gﬁgﬁ;t Sequéncias de Peptideos
Putative 2,4-dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid aldolase 1176.6530 231 42 K.GLLGYVPESNK.N
1 [Leishmania infantum JPCM5] 2151.0923 38.1 47 R.YVFPQMYFSPELQAATDK.L + Oxidation (M)
(gi|134070342|emb|CAME8679.1) 2479.2197 50.8 31 K.GIDIAFLGQNDLCMSMGLYDGR.Y + Carbamidomethyl (C); Deamidated (NQ); 2 Oxidation (M)
1176.6276 1.45 7 K.GLLGYVPESNK.N
1454.6569 11.5 13 R.SVYQPQQCMNAK.G + Carbamidomethyl (C); Deamidated (NQ)
1469.6536 1.67 56 R.SVYQPQQCMNAK.G + Carbamidomethyl (C); Oxidation (M)
Put'ative 2,A—gihydroxyhept—2—ene—1,7—dioic acid aldolase 135 0254 4.69 104 R.YVFPQMYFSPELQAATDK.L
2 [Leishmania infantum JPCM5] S
(9i]134070342|emb|CAM68679.1]) 2151.0183 3.72 83 R.YVFPQMYFSPELQAATDK.L + Oxidation (M)
2446.1440 9.83 50 K.GIDIAFLGQNDLCMSMGLYDGR.Y + Carbamidomethyl (C)
2462.1318 6.87 28 K.GIDIAFLGQNDLCMSMGLYDGR.Y + Carbamidomethyl (C); Oxidation (M)
2478.1238 5.65 23 K.GIDIAFLGQNDLCMSMGLYDGR.Y + Carbamidomethyl (C); 2 Oxidation (M)
1176.6288 2.47 66 K.GLLGYVPESNK.N
Putative 2,4-dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid aldolase 1469 6602 6.16 61 R.SVYQPQQCMNAK.G + Carbamidomethyl (C); Oxidation (M)
[Leishmania infantum JPCM5] L
(gi|134070342|emb|CAM68679.1]) 2151.0234 6.09 103 R.YVFPQMYFSPELQAATDK.L + Oxidation (M)
3 2478.1343 9.89 29 K.GIDIAFLGQNDLCMSMGLYDGR.Y + Carbamidomethyl (C); 2 Oxidation (M
) ) ) ) 932.5409 22.4 42 R.DIFATPIR.G
Pusive poceseme bl b Losimane | omswo 409 s RVEQUEVAGK A
1529.7837 17.9 47 R.QAGICICGLLPDGR.A + 2 Carbamidomethyl (C)
1208.6333 -4.07 93 R.HSTINDLPVGR.N
1436.7397 -11.77 85 K.GGLGEMHIPVLADK.S
- _ S _ 1452.7343 -11.86 79 K.GGLGEMHIPVLADK.S + Oxidation (M)
4 E]‘f’;itt'::ﬁ]]m(giol‘ig‘;g‘l’gig’l’;g&‘ﬁgggfa[_"l‘f)'Shma”'a 1534.8057 -3.54 135 R.DYGVLIEESGIALR.G
1687.8535 -6.79 123 R.EAAPQFSGQAVVNGAIK.D + Deamidated (NQ)
2716.3650 5.09 205 K.LNTQVVAVSCDSVYSHLAWVNTPR.K + Carbamidomethyl (C)
3321.6179 13.4 81 R.VLEAFQYADENGDAIPCGWKPGQPTLDTTK.A + Carbamidomethyl (C)
5 Putative translation elongation factor 1-beta [Leishmania ~ 1040.5055 -10.08 42 R.DGLIWGDHK.L
infantum JPCMS5] (gi|134074101|emb|CAM72843.1|) 1908.9077 -0.49 103 R.LNAQPFVSGFSPSSEDAR.I
1236.7133 -6.36 58 R.HVFPSIVGRPK.N
1515.7426 -4.32 87 K.IWHHTFYNELR.V
1561.6979 -9.59 100 K.SEYDESGPSIVHNK.C
, Actin [Leishmania infantum JPCM5] 1689.7917 -9.55 115 K.KSEYDESGPSIVHNK.C
(9il134067044|emb|CAM65150.1[) 1946.8844 -5.59 130 K.YPIEHGIVTNWDDMEK.|
1962.8750 -7.75 90 K.YPIEHGIVTNWDDMEK.| + Oxidation (M)
2047.0131 -7.12 96 R.VNPEQHNVLLTEAPMNPK.Q + Oxidation (M)
2277.0093 1.92 86 K.EQLCYVALDFEEEMTNSAK.S + Carbamidomethyl (C)
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%lm Proteina (gi)® ?/IDrag)bservada ppm gﬁgﬁ;t Sequéncias de Peptideos
2308.0344 0.51 86 K.SANEEAFELPDGNVMMVGNQR.F
2326.1121 -26.94 25 R.ELYGNIVLSGGSTMFLNLPER.L + Oxidation (M)
3038.5732 4.93 246 R.TTGIVLDAGDGVTHTVPIYEGYSLPHAVR.R
1208.6313 -5.72 100 R.HSTINDLPVGR.N
1452.7283 -16.00 51 K.GGLGEMHIPVLADK.S + Oxidation (M)
o Putative mitochondrial peroxiredoxin [Leishmania 1534.8013 -6.40 126 R.DYGVLIEESGIALR.G
infantum] (gi|16751316|gb|AAL25846.1|) 1687.8429 -13.08 116 R.EAAPQFSGQAVVNGAIK.D + Deamidated (NQ)
2716.3501 -0.40 189 K.LNTQVVAVSCDSVYSHLAWVNTPR.K + Carbamidomethyl (C)
3321.6072 10.2 71 R.VLEAFQYADENGDAIPCGWKPGQPTLDTTK.A + Carbamidomethyl (C)
1197.5493 1.96 41 K.HGEVCPANWK.K + Carbamidomethyl (C)
o Cytosolic peroxiredoxin [Leishmania infantum] 1245.6216 -3.22 27 R.QITVNDMPVGR.N + Oxidation (M)
(9i|16751318|gb|AAL25847.1]) 1332.7094 8.54 24 R.GLFIIDPNGMVR.Q + Deamidated (NQ)
1347.7137 3.54 32 R.GLFIIDPNGMVR.Q + Oxidation (M)
1302.6864 -14.44 82 R.NVIIEQAYGAPK.I
1346.6399 -16.94 81 R.GYVSPYFVTDAK.A
1376.6549 -5.67 98 K.DPFENMGAQLVR.Q
1392.6426 -10.79 31 K.DPFENMGAQLVR.Q + Oxidation (M)
1434.7028 -2.96 116 K.ELESLANDSSLTR.D
Chaperonin HSP60, mitochondrial precursor 1582.8881 -1.91 170 R.AAVQEGIVAGGGTALLR.A
11 [Leishmania infantum JPCM5] 1625.7928 -3.93 97 R.YVNMFEAGIIDPTR.V
(gil134074164|emb|CAM72906.1]) 1641.7795 -8.90 76 R.YVNMFEAGIIDPTR.V + Oxidation (M)
1766.8226 -4.14 80 K.TMATELEVVEGMSVDR.G
1797.0449 -2.47 125 K.IQSIHSLLPALNHVVR.S
1881.8378 -4.40 137 K.VLEASEESVGYDAQNDR.Y
1925.1399 -2.29 79 K.KIQSIHSLLPALNHVVR.S
1964.9824 -3.79 82 K.AIEFKDPFENMGAQLVR.Q
992.4570 13.9 30 K.AGFSGDDAPR.H
1236.7347 11.0 24 R.HVFPSIVGRPK.N
1515.7706 14.2 44 K.IWHHTFYNELR.V
1561.7225 6.17 93 K.SEYDESGPSIVHNK.C
= Putative mitochondrial peroxiredoxin [Leishmania 1689.8186 6.38 96 K.KSEYDESGPSIVHNK.C
infantum] (gi|16751316|gb]AAL25846.1]) 1946.9105 7.82 93 K.YPIEHGIVTNWDDMEK.|
2047.0345 3.33 81 R.VNPEQHNVLLTEAPMNPK.Q + Oxidation (M)
2308.0696 15.8 88 K.SANEEAFELPDGNVMMVGNQR.F
2326.1277 -20.23 18 R.ELYGNIVLSGGSTMFLNLPER.L + Oxidation (M)
3038.5999 13.7 89 R.TTGIVLDAGDGVTHTVPIYEGYSLPHAVR.R
Putative 2,4-dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid aldolase  1176.6396 11.7 39 K.GLLGYVPESNK.N
13 [Leishmania infantum JPCM5] L
2151.0405 14.0 100 R.YVFPQMYFSPELQAATDK.L + Oxidation (M)

(0i]134070342|emb|CAM68679.1|)
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%lm Proteina (gi)® ?/IDrag)bservada ppm gﬁgﬁ;t Sequéncias de Peptideos
966.5067 2.45 19 R.VFTPEAFR K
1275.5852 11.0 12 R.NPAEHTSYSNR.A
14 Stress-induced protein stil [Leishmania infantum 1314.6349 1.89 31 R.RYDDAIAAYEK.G
JPCM5] (gi|134067520|emb|CAM65800.1|) 1581.6974 4.90 33 K.CIAECEHGIEHAR.E + 2 Carbamidomethyl (C)
1749.8849 476 70 K.AIQLDEQNSVLYSNR.S
1800.7960 433 55 K.IPNDGDDEEEERPSAK.A
977.5908 13.3 53 R.LVSLYQVR.S
1377.6752 12.5 97 K.ALGPENTFVCNR.S + Carbamidomethyl (C)
_ _ o 1592.7698 18.3 65 K.DMVCSPGGTTIEAVR.F + Carbamidomethyl (C)
16 S’g’g‘;/'l'g]e(';'lg;rlb;gg'lastzel;fﬁl;ll%gszeogfo'jr_‘lml)a“'a infantum 4 508 7596 14.9 57 K.DMVCSPGGTTIEAVR.F + Carbamidomethyl (C); Oxidation (M)
1624.8073 456 53 R.AQSYEMAAQAVLGAAK.M + Oxidation (M)
2206.1606 11.2 49 K.LVISMAAGVPTATIENHCPPK.T + Carbamidomethyl (C)
2222.1511 9.15 48 K.LVISMAAGVPTATIENHCPPK.T + Carbamidomethyl (C); Oxidation (M)
_ - o 966.5181 10.8 18 R.EYLLAAMR.V
17 chgiﬂea’?gl l'i’é‘z%tggggg:é’#’;ﬁl{l&g?g&éﬂf infantum 1139.7004 955 46 R.QIGVVQOLVR.A
1434.7483 7.49 46 K.KPISEGYALWDR.E
1341.7485 -0.01 78 K.VVSTGGNISVPVGR.E
1360.7157 -4.59 106 R.IFNVLGDAIDQR.G
1376.6659 -3.42 128 K.GHGGFSVFAGVGER.T
1486.7341 -1.18 110 R.VAQSALTMAEYFR.D
1502.7201 7.11 48 R.VAQSALTMAEYFR.D + Oxidation (M)
. o o 1690.7949 -5.37 78 K.CVLVYGQMNEPPGAR.A + Carbamidomethyl (C)
18 ?gtc"",sl‘g? gﬁgﬁg%ﬁg flgﬁ]“bnlgg‘&'ggg;iﬁ'l{’l‘)'”fam”m 1891.9954 2.20 157 R.DVEGQNVLLFIDNIFR.F
2003.9889 1.71 172 R.AVAESGIYPAVNPLECASR.| + Carbamidomethyl (C)
2021.0331 1.63 158 R.DEPLTLEIVQHLDANTGR.C
2272.1733 4.02 183 R.IPAAVGYQPTLAEDLGMLQER.I
2288.1655 2.80 73 R.IPAAVGYQPTLAEDLGMLQER.| + Oxidation (M)
2697.4333 5.21 230 K.ELQDIIAVLGIDELSEEDKVVVDR A
3744.9021 11.2 188 K.GSITSVQAVYVPADDITDPAPATTFSHLDATTVLDR.A
1255.7345 27.1 74 K.GVPESVLSALQR.T
19 Metallo-peptidase, Clan MA(E), Family M3 [Leishmania 1385.7880 30.1 37 K.VFALDLFEYIR.S
infantum JPCM5] (gi|134070535|emb|CAM68878.1]) 1838.9326 22.1 114 R.DNLNTTQLFYDLEPR.V
1898.9595 245 98 R.VVELETFSIDNFESNR.Q
1208.6467 7.03 58 R.HSTINDLPVGR.N
Putative mitochondrial peroxiredoxin [Leishmania 1534.8197 5.59 122 R.DYGVLIEESGIALR.G
20 infantum] (gi|16751316|gb|AAL25846.1]) 1687.8610 -2.35 66 R.EAAPQFSGQAVVNGAIK.D + Deamidated (NQ)
2716.3655 5.27 157 K.LNTQVVAVSCDSVYSHLAWVNTPR.K + Carbamidomethyl (C)
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%lm Proteina (gi)® ?/IDrag)bservada ppm gﬁgﬁ;t Sequéncias de Peptideos
1178.6533 -3.01 76 K.VFFILGGPGSGK.G
_ _ _ o 1626.9178 7.20 122 R.SGNIVPSEITVELLR.Q
fg‘i‘ltfgxgﬁa%elnﬁﬁfrfb'l‘g‘:mg'gihlnl‘)a“'a infantum JPCMS] 1953 9g18 5.79 139 R.LVEDFGYTHFSAGELLR.E
2039.0088 5.23 122 R.QAIADHPNSVGYVIDGFPR.K + GIn->pyro-Glu (N-term Q)
2056.0334 425 135 R.QAIADHPNSVGYVIDGFPR.K
945 5725 444 39 K.LPVFWQR.T
1000.5123 38.9 34 K.LYASDFER.A
o Conserved hypothetical protein [Leishmania infantum 1605.8418 413 85 K.TTWEDNIETEVLR.K
JPCMBS] (gi|134073755|emb|CAM72492.1]) 1845.9348 39.8 146 K.ETQASGEADYTNIPPPR.L
2075.0911 42.0 46 R.TKETQASGEADYTNIPPPR.L
2210.2014 41.9 121 R.SIVEGFAVDVQGTYVNEAVGR.T
1469.6329 -12.43 34 R.SVYQPQQCMNAK.G + Carbamidomethyl (C); Oxidation (M)
Putative 2,4-dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid aldolase 1730.9562 -1.52 109 K-KHDVILGLFLFGTDR.V
[Leishmania infantum JPCM5] 2150.9922 -8.42 89 R.YVFPQMYFSPELQAATDK.L + Oxidation (M)
22 (gil134070342|emb|CAME8E79.1]) 2446.1196 -0.15 107 K.GIDIAFLGQONDLCMSMGLYDGR.Y + Carbamidomethyl (C)
2478.1033 -2.62 27 K.GIDIAFLGQNDLCMSMGLYDGR.Y + Carbamidomethyl (C); 2 Oxidation (M)
Putative proteasome alpha 7 subunit [Leishmania 932.5302 10.9 41 R.DIFATPIR.G
infantum JPCM5] (gi|134070852|emb|CAM69211.1|) 1529.7616 3.47 66 R.QAGICICGLLPDGR.A + 2 Carbamidomethyl (C)
1023.5317 -22.12 51 R.FVIDMASLK.R
1037.5353 -5.94 21 K.LEPFTFQR.R
1252.6631 -4.27 59 K.SKLEPFTFQR.R
1338.6567 -17.46 82 M.PTEAHGWAALSAK.S
1479.7560 -4.34 91 K.LANAMGAEVTVFTR.S
Putative NADP-dependent alcohol dehydrogenase 1496.7063 0.92 66 K.ISIECINEAYER.M + Carbamidomethyl (C)
23 [Leishmania infantum JPCM5]
(gi[134069817|emb|CAM68143.1]) 1534.7570 -5.15 125 K. TPTFGGYSDHVVVR.E
1662.8530 -4.13 43 K.KTPTFGGYSDHVVVR.E
1849.9624 -6.35 32 K.LALVGMPEHAHPPLDPR.R
1865.9542 -7.96 31 K.LALVGMPEHAHPPLDPR.R + Oxidation (M)
2411.0396 -2.49 138 R.GLEQYCVNGASFTYNSTQQDK K + Carbamidomethyl (C); Deamidated (NQ)
2796.2922 3.34 151 R.DVGPDDVVINIAYCGVCHSDVHQAR.D + 2 Carbamidomethyl (C)
‘ o o 1122.6683 473 29 R.QIGVVQQLVR.A + GIn->pyro-Glu (N-term Q)
24 chgiﬂeé}"zgl lq’;ﬂ%‘ggggg:g’ggﬁ;&g?ggﬁﬂ;‘" infantum 1139.6968 6.39 43 R.QIGVVQQLVR.A
1434.7485 7.63 53 K.KPISEGYALWDR.E
1302.6964 -6.76 73 R.NVIEEQAYGAPK.I
Chaperonin HSP60, mitochondrial precursor 1346.6553 -5.50 64 R.GYVSPYFVTDAK.A
25 [Leishmania infantum JPCM5] 1376.6675 3.49 111 K.DPFENMGAQLVR.Q
(qil134074164|emb|CAM72906.1]) 1392.6539 -2.67 0 K.DPFENMGAQLVR.Q + Oxidation (M)
1582.8977 4.16 131 R.AAVQEGIVAGGGTALLR.A
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Resultados

%;Ot Proteina (gi)® ?/IDrag)bservada ppm gﬁgﬁ;t Sequéncias de Peptideos
1625.8044 3.21 129 R.YVNMFEAGIIDPTR.V
1641.7898 -2.63 69 R.YVNMFEAGIIDPTR.V + Oxidation (M)
1766.8424 7.07 59 K.TMATELEVVEGMSVDR.G
1797.0540 2.59 93 K.IQSIHSLLPALNHVVR.S
1881.8544 4.43 134 K.VLEASEESVGYDAQNDR.Y
1925.1475 1.66 62 K.KIQSIHSLLPALNHVVR.S
2481.2329 -1.06 192 K.TNDLAGDGTTTSAVLVDSIFGEGLK.C
1302.7155 7.91 78 R.NVIIEQAYGAPK.I
1582.9149 15.0 141 R.AAVQEGIVAGGGTALLR.A
Chaperonin HSP60, mitochondrial precursor 1625.8243 15.5 84 R.YVNMFEAGIIDPTR.V
26 [Leishmania infantum JPCM5] N
(9i|134074164]emb|CAM72906.1]) 1641.8092 9.20 44 R.YVNMFEAGIIDPTR.V + Oxidation (M)
1819.8419 -3.94 105 K.DDTVMLNGGGDAAAVKER.V + Deamidated (NQ)
1881.8752 15.5 130 K.VLEASEESVGYDAQNDR.Y
1110.5142 13.1 66 K.ECVQSGQFR.L + Carbamidomethyl (C)
1615.8647 10.4 97 K.VKPNEESWTWVLK.E
1743.8446 10.8 129 R.YYDEAGEVLVNMNVK.N
Putative ribonucleoprotein p18, mitochondrial precursor 1759.8358 8.58 64 R.YYDEAGEVLVNMNVK.N -+ Oxidation (M)
27 [Leishmania infantum JPCM5] 1783.9537 13.5 66 K.RVPTELVQQNEANASK.A
(9il134068463|emb|CAME6753.1)) 1841.9501 5.93 127 K.EHPSTLAQQQSLFDIK.|
1860.7393 10.1 41 K.FCAMMDLMEEMQHR.N + Carbamidomethyl (C); 2 Oxidation (M)
1892.7190 4.55 48 K.FCAMMDLMEEMQHR.N + Carbamidomethyl (C); 4 Oxidation (M)
2291.1499 11.7 95 K.KYDLFGYEVDTNTALWIDK.V
966.5310 24.2 20 R.EYLLAAMR.V
1122.6919 25.8 40 R.QIGVVQQLVR.A + GIn->pyro-Glu (N-term Q)
28 Conserved hypothetical protein [Leishmania infantum 1139.7186 25.5 52 R.QIGVVQQLVR.A
JPCMS] (gi|134066959|emb|CAM65064.1() 1434.7820 31.0 83 K.KPISEGYALWDR.E
1474.8602 20.7 37 K.ATLNTELLMLLSR.S
1490.8549 20.3 25 K.ATLNTELLMLLSR.S + Oxidation (M)
1162.5505 7.75 52 R.TPAYFYESGK.R
1270.5382 17.7 46 R.ESGGFGWEMDR.E
_ . o 1286.5231 9.70 28 R.ESGGFGWEMDR.E + Oxidation (M)
(Tgﬁl’fgzggggglgggfﬁ égg'ﬂrﬂ?”'a infantum JPCMS] 451 7086 15.2 22 K.LMVTGAQYMDLIR.E
30 1526.7804 6.46 18 K.LMVTGAQYMDLIR.E + Oxidation (M)
1637.8372 14.8 110 K.TSVDNIYAIGDVTNR.V
2474.1785 14.0 28 K.ISDFHSTIGVHPTSAEELCSMR.T + Carbamidomethyl (C)
4 _ . . 1122.6434 15.0 35 R.NIEGIPINPR.A
E}’;ﬁi‘;’ﬁq‘g‘ggﬂg; gﬂi;j’gggﬁ%lf;:}:’glnc';bd'égfg‘f_"ﬁ;"a 1394.8190 135 68 R.AVNGPLVILEDVR.K
1593.9164 10.4 19 R.QLYPPINILPSLSR.L + GIn->pyro-Glu (N-term Q)
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Resultados

%lm Proteina (gi)® ?/IDrag)bservada ppm gﬁgﬁ;t Sequéncias de Peptideos
1610.9521 16.0 43 R.QLYPPINILPSLSR.L
1675.9226 12.7 a7 K.AVVQVFEGTSGIDVVR.S
1715.9576 14.6 49 K.TVLFLNLANDPTIER.|
_ o o 1062.5651 26.8 34 R.LYWQEPAR.V
fggﬁéﬁgi lq’é‘i%tygg;g:;’;:ﬁlec”;[,\h;'zsgg?fl')a infantum 1980.0259 26.1 124 K.LMDQSLPVYDDVVTGVGR.L + Oxidation (M)
32 2405.2446 33.8 68 K.SYPVQPHNLNELQQPPDSWR.K
14-3-3 protein-like protein [Leishmania infantum JPCM5] ~ 1373.6315 25.3 45 R.YYAEIDSGDGQR.Q
(9i|134074098|emb|CAM72840.1]) 1649.9073 28.4 66 K.ATDVANSSLAPTHPIR.L
1354.6224 1.15 84 K.CVTWSNGNIFR.S + Carbamidomethyl (C); Deamidated (NQ)
1363.7219 0.23 69 R.SQTLDYIASPLR.F
_ - - 1517.7609 0.96 123 K.QLSADGYNVILEGR.S + GIn->pyro-Glu (N-term Q)
chgiﬂeé}’?gi H)éa%t?gggg:;;%ﬁllkn_ggg&éﬂl)a infantum 1525.8335 0.13 131 K.VPTVAQQTQGEVIR.F
1534.7864 0.28 88 K.QLSADGYNVILEGR.S
3 1613.8892 -0.33 104 R.FELVIPDVEVLGQR.R
1921.9382 -5.51 107 K.EITEESLTDELLSSVEK.R
Putative 2-hydroxy-3-oxopropionate reductase 1132.5927 2:55 67 K. AGERPVSVWNR. T}
[Leishmania infantum JPCM5] 1719.8141 1.28 42 K.SGSAQCWTLDVKPDR.L + Carbamidomethyl (C)
(9i|134071195|emb|CAME9880.1) 2245.1860 1.66 80 R.EGAIFVDNSTIKPSVAQEIAR.R
1212.5847 13.4 23 K.WFVVDEFDR.C
34 Putative RNA helicase [Leishmania infantum JPCM5] 1397.6843 -7.43 41 R.ELAYQIEQEFK.R
(9i|134069547|emb|CAM67870.1]) 1947.9235 2.05 41 R.ENGFEHPSEVQHQALPK.A + Deamidated (NQ)
2050.1096 3.96 107 K.VPQGQKPYCQAVVLVHAR.E + Carbamidomethy! (C)
1211.6976 -10.80 98 R.VLIIGGGDGGVVR.E
1311.6732 -8.58 100 M.PGPGLLPDGWFR.E
N . - 1577.6947 -20.12 63 R.EESTMWPGQAQGLK.V + Oxidation (M)
35 Jsggm)?'gl f:)’,%heaessae?g:n?aéxi\n[légggﬁﬁ?Ia infantum 4 056 gog1 -10.58 121 K.GPASELFGADFYTNVLR.|
2018.0194 -12.23 111 K.RAPDSVYDVIIIDTTDPK.G
2476.2146 -9.79 96 K.SADTDVTVPMRPVESLGFADQLK.Y
2492.2083 -10.21 39 K.SADTDVTVPMRPVESLGFADQLK.Y + Oxidation (M)
905.5067 25.2 30 K.SWASLVSR.A
1003.5474 15.4 37 K.WAVSLQGSR.L
1050.5590 11.8 a1 K.VNVFDELSK.A
36 Conserved hypothetical protein [Leishmania infantum 1177.6160 17.0 85 K.NAANIADLYGR.H
JPCM5] (gi|134071523|emb|CAM70212.1|) 1196.5509 8.72 53 K.GHVFMDFAEK.V + Oxidation (M)
1438.7965 9.06 24 R.AALGPMSAHLVSLR.N + Oxidation (M)
1698.8179 10.3 48 R.LMFNTTGSVTDDEIR.A
1714.8075 7.14 87 R.LMFNTTGSVTDDEIR.A + Oxidation (M)
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%lm Proteina (gi)® ?/IDrag)bservada ppm gﬁgﬁ;t Sequéncias de Peptideos
992.5257 311 24 K.YWLNPSGR.F
37 S-adenosylmethionine synthetase [Leishmania infantum  1094.5674 30.8 15 R.GGPHGDAGLTGR.K
JPCMS5] (gi[321398550|emb|CBZ08891.1]) 1344.6895 26.2 17 R.DGSLEWARPDAK.T
1489.7175 24.8 41 K.TQVTVEYDYDTR.E
1155.5586 13.6 76 K.LSFDDNAAFR.Q
Putative succinyl-CoA ligase [GDP-forming] beta-chain 1196.7515 12.9 42 K ALNTTIPIVVR.L
[Leishmania infantum JPCM5]
(gi|134074072|emb|CAM72814.1)) 1775.9916 0.81 116 K.GQLVNTLYVTEAVAGIK.R
39 1826.9188 8.57 136 R.NSGLVIHPVEDFDSAAR.K
Cysteine conjugate beta-lyase,aminotransferase-like 1285.6241 14.2 46 K.ASENGFYDILR.D + Deamidated (NQ)
protein [Leishmania infantum JPCM5] 1557.8359 12.0 50 K.AVNLGQGFPSFAPPR.L
(9i|134072590|emb|CAM71304.1) 2157.0730 8.55 31 K.VLQYSEQAPLAHQYCPPR.G + Carbamidomethyl (C)
1199.5369 2.74 39 R.FWMCVATER.S + Carbamidomethyl (C)
1215.5219 -5.46 21 R.FWMCVATER.S + Carbamidomethyl (C); Oxidation (M)
1304.6493 0.91 118 K.DVLAVAFSPDDR.L
Activated protein kinase c receptor (LACK) - LiP36 sy S &5 RIABYDEDVEILPSRRL
40 [Leishmania infantum] 1747.8027 -0.92 45 R.VWNVAGECMHEFLR.D + Carbamidomethyl (C)
(gil321398491|emb|CAME9514.2]) 1763.7894 -5.57 18 R.VWNVAGECMHEFLR.D + Carbamidomethyl (C); Oxidation (M)
1798.9406 -2.22 109 K.INVESPINQIAFSPNR.F
1865.9156 -3.13 59 R.GWVTSLACPQQAGSYIK.V + Carbamidomethyl (C)
2964.3716 -7.73 142 R.LEGHTGFVSCVSLAHATDYALTASWDR.S + Carbamidomethyl (C)
945.5220 33.8 44 R.SIVGWNNR.I
1000.5258 225 34 R.IGSWCHIK.D + Carbamidomethyl (C)
1089.6722 28.2 91 R.AVILVGGFGTR.L
1139.6735 36.4 51 K.FIPSLVHGNR.E
1152.6613 17.5 54 R.INAGIYIFNK.S
“ GDP-mannose pyrophosphorylase [Leishmania 1418.8182 20.6 99 R.FTVIGASLIDPSAK.I
infantum JPCM5] (gi|134069789|emb|CAM68115.1) 1782.8324 34.4 85 R.ETEQLHTEDMEHQR.G
1798.8226 31.5 63 R.ETEQLHTEDMEHQR.G + Oxidation (M)
1814.9669 32.9 102 K.YGVVVYSPONYQIER.F
2017.1870 35.7 84 K.AVGVTEVILAVAYRPEAMK.E
2033.1718 30.4 36 K.AVGVTEVILAVAYRPEAMK.E + Oxidation (M)
2436.2542 36.8 208 K.IGDGAVIGPYASIGANCVIGESCR.I + 2 Carbamidomethyl (C)
1162.5474 5.08 56 R.TPAYFYESGK.R
1270.5291 10.5 57 R.ESGGFGWEMDR.E
o Trypanothione reductase [Leishmania infantum JPCM5]  1286.5178 5.58 51 R.ESGGFGWEMDR.E + Oxidation (M)
(9i|134067080]emb|CAM65344.1]) 1510.7898 9.39 64 K.LMVTGAQYMDLIR.E
1526.7753 3.12 16 K.LMVTGAQYMDLIR.E + Oxidation (M)
1637.8237 6.57 138 K.TSVDNIYAIGDVTNR.V
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Resultados

%lm Proteina (gi)® ?/IDrag)bservada ppm gﬁgﬁ;t Sequéncias de Peptideos
2456.2617 1.98 169 R.AYDLVVLGAGSGGLEAGWNAAVTHK.K
2474.1694 10.3 92 K.ISDFHSTIGVHPTSAEELCSMR.T + Carbamidomethyl (C)
1122.6343 6.91 41 R.NIEGIPINPR.A
1394.8102 7.19 65 R.AVNGPLVILEDVR.K
4 ' . . 1593.9158 9.99 65 R.QLYPPINILPSLSR.L + Gln->pyro-Glu (N-term Q)
E?;tt'xﬁq‘fggo,w'; gﬂ?;j’ggg%z%;ﬁg{‘é;ﬂgﬂ‘?ﬁ?'a 1675.9147 7.94 118 K.AVVQVFEGTSGIDVVR.S
1715.9449 7.15 103 K.TVLFLNLANDPTIER.I
2103.1885 8.37 107 K.IPLFSGAGLPHNEIAAQIVR.Q
2179.1167 6.32 110 K.ELNESYSVKPHLEYTTIR.A
1188.6049 -14.30 88 K.IVDGNDSLSLR.H
1267.6221 -24.27 64 R.STVTLNSAEFAK.I
1355.7908 -25.71 81 R.NIILGLNLASLSK.V
1582.7532 -25.39 82 -.MLEAQVQYASLWK.R + Oxidation (M)
Putative proliferative cell nuclear antigen (PCNA) 1653.7178 -17.23 48 K.AEARDEDEHEPISR.R
43 [Leishmania infantum JPCM5] 1928.8190 -14.44 153 R.HDDDSDVVTLTSENPER.T
(9il134068565|emb|CAME6862.1]) 1987.8618 -13.60 135 K.DSPCMVEYGIDNVGYLR.Y + Carbamidomethyl (C)
2003.8517 -16.00 83 K.DSPCMVEYGIDNVGYLR.Y + Carbamidomethyl (C); Oxidation (M)
2027.8927 -18.39 66 K.LLEIEAESMGIPEMDYR.S + 2 Oxidation (M)
2249.0239 -10.25 212 K.FSSSGDVGQGYTFLQAAGVSDR.S
2548.2439 -6.29 84 K.AEGGNGAIGVEVAMEEPITLSFALR.F + Deamidated (NQ); Oxidation (M)
1191.6345 25.8 24 K.VDLSVIQDMR.N + Oxidation (M)
o Pqtative nitrilase [Leishmania infantum JPCMS5] 1590.7786 20.0 62 K.LFNSSMTFGSDGALK.H + Oxidation (M)
(9i]134070599|emb|CAM68945.1]) 1767.9116 35.8 64 R.AVDNQQYVFLCSPAR.D + Carbamidomethyl (C)
2420.2112 41.9 44 R.FDEGEVLSAGNDATAISLDEHTK.F + Deamidated (NQ
1469.6564 3.57 33 R.SVYQPQQCMNAK.G + Carbamidomethyl (C); Oxidation (M)
Putative 2,4-dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid aldolase  1730.9785 114 108 K.KHDVILGLFLFGTDR.V
45 [Leishmania infantum JPCM5] L
(gil134070342|emb|CAM68679.1)) 2151.0129 1.20 60 R.YVFPQMYFSPELQAATDK.L + Oxidation (M)
2447.1353 12.8 63 K.GIDIAFLGQNDLCMSMGLYDGR.Y + Carbamidomethyl (C); Deamidated (NQ)
1037.5267 -14.24 27 K.LEPFTFQR.R
1252.6510 -13.93 65 K.SKLEPFTFQR.R
1338.6577 -16.71 90 M.PTEAHGWAALSAK.S
1479.7506 -7.99 91 K.LANAMGAEVTVFTR.S
Putative NADP-dependent alcohol dehydrogenase 1496.6973 -5.10 75 K.ISIECINEAYER.M + Carbamidomethyl (C)
46 [Leishmania infantum JPCM5]
(gil134069817|emb|CAM68143.1]) 1534.7429 -14.35 125 K.TPTFGGYSDHVVVR.E
1662.8428 -10.27 68 K.KTPTFGGYSDHVVVR.E
1849.9540 -10.89 43 K.LALVGMPEHAHPPLDPR.R
1865.9442 -13.33 38 K.LALVGMPEHAHPPLDPR.R + Oxidation (M)
2796.2646 -6.53 217 R.DVGPDDVVINIAYCGVCHSDVHQAR.D + 2 Carbamidomethyl (C)
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Resultados

Spot . b Mr Observada Mascot An i P
D2 Proteina (gi) (Da) ppm Score¢ Sequéncias de Peptideos
1372.5950 19.3 82 K.SEETGEFEMTGR.V
1620.8092 20.2 104 R.VENVVNFSASFDHR.I
Putative dihydrolipoamide acetyltransferase precursor 1854.8888 22.0 95 K.NLEIPHYYLFDDCR.V + Carbamidomethyl (C)
[Leishmania infantum JPCM5]
(gi|134073811|emb|CAM72550.1]) 1941.0317 21.6 49 K.GTPPANPNFIDIPVTTMR.S
47 1957.0194 17.7 22 K.GTPPANPNFIDIPVTTMR.S + Oxidation (M)
2045.0947 24.3 98 R.ANILVPEVNSSWQGDFIR.Q
913.5115 20.2 27 K.SFFFIPR.L
Metallo-peptidase, Clan MG, Family M24 [Leishmania 1240.6177 17.8 46 K.LEGYENFGGVRII
infantum JPCM5] (gi|134073415|emb|CAM72143.1]) 1387.7186 16.0 27 K.TIYNAVLDAHDR.V
1770.9240 18.7 78 K.LPEGTALATSTDYLYR.V

21D, identificac@o dos spots proteicos.

® Os Numeros de acesso (gi) correspondem ao codigo identificador obtido no NCBI Geninfo.

¢ Mascot score proteico com significancia estatistica (p<0,05) na homologia e identidade da proteina.

Mr, massa molecular relativa. ppm, partes por milh&o.

99



Resultados

As proteinas identificadas, correspondentes aos spots com presenca de uma Unica proteina,
foram classificadas em 12 categorias funcionais de acordo com as anotacées do Gene
Ontology e Panther (Figura 14 e Tabelas 8 e 9). As proteinas com maior abundancia relativa
no isolado do grupo recidiva foram classificadas majoritariamente nas categorias de
proteinas com atividade antioxidante/detoxificacdo, chaperonas e envolvidas na resposta ao
stress. Por outro lado, proteinas envolvidas na via de protedlise e no citoesqueleto
apresentaram regulagéo reduzida no isolado do grupo recidiva. As proteinas com processo
biolégico desconhecido ou hipotéticas representaram 14,3% e 27,3% das proteinas
identificadas nos isolados dos grupos recidiva (MG11A) e cura (MG14A), respectivamente.

AC AR

Categoria funcional

Unkown biological process / Hypothetical protein
Cytoskeleton protein

Monosacharide and phospholipid metabolic process / Translation
Amino acid metabolism

Carbohydrate metabolism

Respiratory electron transport chain

DNA replication and repair

Protein targeting and signal transduction
Proteolysis

Protein biosynthesis

Antioxidant / Detoxification

Protein folding / Chaperones and stress protein

5 4 3 2 1 0 1 2 3 4 5

Nuamero de spots proteicos em cada categoria

Figura 14 — Categorizagdo funcional das proteinas identificadas. Classes dos processos bioldgicos dos
spots proteicos com presenca de uma Unica proteina. A categorizacdo funcional foi baseada nas anotagfes do
Gene Ontology e Panther. Isolado de L. (L.) chagasi obtido de paciente que apresentou cura (C) e falha (R) ao
tratamento com miltefosina.

Como pode ser observado nas tabelas 8 e 9, algumas proteinas foram identificadas em
spots com diferentes localizacbes no gel: a chaperonina Hsp60 (spots 11, 25 e 26), a
peroxiredoxina (spots 4, 9 e 10), a alcool desidrogenase dependente de NADP (spots 23), a
aldolase acida 2,4-dihydroxyhepto-2-eno-1,7-dioico (spots 1, 2, 13 e 16) e uma proteina
hipotética (spots 17, 24 e 28). Esses achados indicam provavelmente a ocorréncia de

modificagBes pos-traducionais, mutacdo e/ou isoformas destas proteinas.
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Resultados

Tabela 8 — Proteinas identificadas com regulagéo aumentada no isolado de L. (L.) chagasi (MG11A)
obtido do paciente que apresentou falha ao tratamento com miltefosina.

Ratio T-test i
ID*  Protein Identity b Acce55|00n
(R/C) (P) number

Protein folding / Chaperones and stress proteins’
11 Chaperonin Hsp60, mitochondrial precursor 1.28 0.014 gi 134074164
25 Chaperonin Hsp60, mitochondrial precursor 1.35 0.026 gi 134074164
26 Chaperonin Hsp60, mitochondrial precursor 1.34 0.026 gi 134074164
14 Stress-induced protein stil 1.23 0.016 gi 134067520
Antioxidant / Detoxification’
4 Mitochondrial peroxiredoxin 1.36 0.007 gi 16751316
9 Mitochondrial peroxiredoxin 1.38 0.008 gi 16751316
10 Cytosolic peroxiredoxin 1.42 0.011 gi 16751318
Protein biosynthesis’
5 Translation elongation factor 1-beta 111 0.007 gi 134074101
Protein targeting and signal transduction’
40 Activated protein kinase c receptor (LACK) 1.15 0.043 gi 321398491
DNA replication and repair'
43 Proliferative cell nuclear antigen (PCNA) 1.25 0.044 gi 134068565
Respiratory electron transport chainf
18 ATPase beta subunit 1.15 0.019 gi 134070254
Metabolic enzymesf

Carbohydrate metabolism
23 NADP-dependent alcohol dehydrogenase 1,43 0.026 gi 134069817
46 NADP-dependent alcohol dehydrogenase 1.35 0.048 gi 134069817

Amino acid metabolism
1 2,4-dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid aldolase =~ 1.85 0.007 gi 134070342
2 2,4-dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid aldolase =~ 1.78 0.007 gi 134070342
13 2,4-dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid aldolase 1.92 0.015 gi 134070342
16 Pyrroline-5-carboxylate reductase 1.25 0.016 0i 321399182

Monosaccharide and phospholipid metabolic process / Translation

41 GDP-mannose pyrophosphorylase 1.24 0.043 gi 134069789
Unknown biological process / Hypothetical proteinsf

27 Ribonucleoprotein p18, mitochondrial precursor 121 0.027 gi 134068463
21 Conserved hypothetical protein 111 0.026 gi 134073755
36 Conserved hypothetical protein 1.28 0.036 gi 134071523

p
(exp/pred)

5.71/5.33
5.64/5.33
5.75/5.33

6.33/5.90

5.47/6.43
5.27/6.43

6.57/7.72

4.7414.61

6.26/6.05

4.93/4.82

5.17/5.14

6.37/5.96
6.51/5.96

5.76 /5.80
5.81/5.80
5.61/5.80
6.38/6.22

6.04/5.70

5.89/6.74
5.33/5.82
5.95/6.11

Mre
(exp/pred)

60/59.32
60 /59.32
61/59.32

62/62.20

25/25.35
24125.35

21/22.12

36/23.22

40/34.35

43/32.39

55/56.26

44 /38.43
44 /38.43

33/30.38
33/30.38
33/30.38
30/28.65

45/41.81

171/21.30
30/29.11
45/ 35.58

Reported association to
drug resistant phenotype

Reg

+/+

+/+

+/+

Ref

(Drummelsmith et al.,
2004; Matrangolo et al.,
2013)

(Walker et al., 2012) /
(Matrangolo et al.,
2013)

(Wyllie et al., 2008;
Daneshvar et al., 2012;
Matrangolo et al.,
2013) / (Daneshvar et
al., 2012)

(Biyani et al., 2011)

(El Fadili et al., 2009)

(Kumar et al., 2010;
Matrangolo et al.,
2013) / (Chawla et al.,
2011)

(Walker et al., 2012;
Matrangolo et al.,
2013) / (Matrangolo et
al., 2013)

(Daneshvar et al.,
2012; Matrangolo et al.,
2013)

(Sharma et al., 2009)

2 Spot ID, Numero correspondente aos spots indicados na figura 12.

b Ratio, abundéancia relativa dos spots proteicos dos isolados dos grupos R (recidiva) sobre C (cura).
¢ NUimero de acesso correspondente ao banco de dados de L. (L.) infantum de acordo com NCBI.

9 pl, Ponto isoelétrico (exp, experimental; e pred, predito).
¢ Mr, Massa molecular relativa, kDa (exp, experimental; e pred, predito).

f Categorias funcionais de acordo com as anotagdes dos processos bioldgicos do Gene Ontology e Panther.

Reg, regulacéo; Ref, referéncias.
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Tabela 9 — Proteinas identificadas com regulagéo reduzina no isolado de L. (L.) chagasi (MG11A) obtido

do paciente que apresentou falha ao tratamento com miltefosina.

ID2  Protein Identity

Proteolysisf

19 Metallo-peptidase, Clan MA(E), Family M3

Metabolic enzymesf

Amino acid metabolism
35 Spermidine synthase (SPDSYN)

37 S-adenosylmethionine synthetase

44 Nitrilase

45 2,4-dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid aldolase

Translation

34 RNA helicase

Cytoskeleton proteinsf
7 Actin

12 Actin

Ratio
(CIR)P

1.24

141

1.20

1.27

2.19

143

1.36

Unknown biological process / Hypothetical proteins’

17 Conserved hypothetical protein
24 Conserved hypothetical protein

28 Conserved hypothetical protein

151
151
1.47

T-test
(9]

0.019

0.036

0.036

0.047

0.048

0.035

0.007

0.014

0.019
0.026
0.027

Accession
number¢

gi 134070535

0i 134066976

gi 321398550

gi 134070599

0i 134070342

0i 134069547

gi 134067044

gi 134067044

gi 134066959
gi 134066959
gi 134066959

pld
(exp/pred)

6.27/5.84

5.34/5.18

5.95/5.50

6.25/5.99

6.01/5.80

6.34/8.82

5.7715.41

5.60/5.41

4.81/4.72
4.88/4.72
4.7514.72

Mre
(exp/pred)

68/77.18

37/32.91

52/43.10

34/31.11

34/30.38

50/58.76

52/42.02

48/42.02

45/39.14
45/39.14
45/39.14

Reported association to
drug sensitive phenotype

Reg

+/ ¥

+/+

Ref

(Kumar et al., 2010;
Biyani et al., 2011;
Matrangolo et al.,
2013)

(Drummelsmith et al.,
2004; Verma et al.,
2007; Walker et al.,
2012; Matrangolo et al.,
2013)

(Matrangolo et al.,
2013)

(Daneshvar et al.,
2012)

(Chawla et al., 2011;
Matrangolo et al.,
2013) / (Biyani et al.,
2011)

(Drummelsmith et al.,
2004) / (Drummelsmith
et al., 2004; Sharma et
al., 2009; Matrangolo et
al., 2013)

2 Spot ID, Numero correspondente aos spots indicados na figura 12.
b Ratio, abundancia relativa dos spots proteicos dos isolados dos grupos C (cura) sobre R (recidiva).

¢ Ndmero de acesso correspondente ao banco de dados de L. (L.) infantum de acordo com NCBI.

4 pl, Ponto isoelétrico (exp, experimental; e pred, predito).

¢ Mr, Massa molecular relativa, kDa (exp, experimental; e pred, predito).
f Categorias funcionais de acordo com as anota¢des dos processos bioldgicos do Gene Ontology e Panther.

Reg, regulacéo; Ref, referéncias.
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2.3. VALIDAGCAO DA ANALISE PROTEOMICA

A validacao dos resultados da analise protedmica comparativa entre os isolados MG11A (R)
e MG14A (C) foi realizada por 2D-western blotting. De acordo com a variacdo na intensidade
relativa observada na abordagem protedmica, as proteinas fator de elongacéo 1-beta (EF-
18, com expressdo aumentada no isolado do grupo recidiva) e a-tubulina (normalizador)
foram selecionadas para a verificacdo da diferenca de expresséo entre os isolados obtidos
de pacientes que apresentaram cura (C) e falha (R) ao tratamento com miltefosina. As duas
proteinas foram detectadas por avaliacdo visual nos dois grupos, e pode-se observar que
EF-18 apresenta maior abundancia relativa no isolado do grupo recidiva, o que foi
confirmado pela andlise densitométrica (Figura 15). As razBes dos sinais entre R/C
calculadas foram: 1,05 e 1,57 para a-tubulina e EF-1B, respectivamente. Esses dados estéo
de acordo com os obtidos na analise prote6bmica, e confirmam que a EF-1B apresenta

expressao aumentada no isolado do grupo recidiva.

(a)

-1.05- EF-1p

-1.1

115

Cc R
(b) Cc R
59""*“& a-tubulina
39 kDa =
. EF-1B
.
(c)
2 Qe
5 4 -
£ 35
2
5 304
p
5 254
2
£ 204
2
o 154
=
£ 104
s
g 54
I
a-tubulina EF-1p

Figura 15 - Validacdo da analise protedmica. (a) Representacdo grafica do nivel de expressdo do spot
proteico EF-1P entre os isolados obtidos de pacientes que apresentaram cura (C) e falha (R) ao tratamento com
miltefosina (p <0,01). A quantificagdo do spot proteico foi realizada pelo médulo “Differential In-gel Analysis” do
software DeCyder 7.0. Cada circulo (azul ou vermelho) representa a abundancia do referido spot em um gel
individual, expressa como razéo de volume em relagdo ao seu correspondente no controle interno. (b) Imagens
do 2D-western blotting individualmente obtidas, para a verificagcdo da expressao das proteinas EF-1 e a-tubulina
(normalizador) nas amostras dos isolados dos grupos cura (C) e recidiva (R). (c) Analise densitométrica das
proteinas EF-1B e a-tubulina (normalizador) nos isolados dos grupos cura (C) e recidiva (R).
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3. ANALISE GENOMICA

Para investigar a variacdo genética natural em isolados de L. (L.) chagasi e procurar por um
possivel padrdo genémico relacionado com o fenétipo de resisténcia a miltefosina, o DNA
genbmico de 32 isolados de L. (L.) chagasi obtidos de pacientes que apresentaram
diferentes respostas ao tratamento com miltefosina foram sequenciados por NGS. Desses,
26 isolados foram obtidos antes do tratamento, 4 apds o tratamento e 2 obtidos durante a

falha terapéutica.

Os dados provenientes do sequenciamento pelo Illlumina foram inicialmente analisados pelo
FastQC, o qual verificou a qualidade dos mesmos e reportou 0 resumo estatistico
apresentado na tabela 10. A cobertura de sequenciamento de cada isolado foi determinada
utilizando o genoma de L. (L.) infantum JPCM5 como referéncia, e variou de 11 a 24x, com

uma cobertura media de 16x (Tabela 10).

Os resultados do mapeamento/alinhamento dos conjuntos de reads de cada isolado contra o
genoma de referéncia de L. (L.) infantum JPCM5 mostrou uma elevada taxa de alinhamento
total, variando de 98,43 a 99,15%, com valor médio de 98,82%. E importante ressaltar que a
menor taxa de alinhamento concordante exatamente 1 vez foi de 91,12%. Esses dados
mostram que as espécies L. (L.) chagasi e L. (L.) infantum apresentam alta similaridade
genética. Apesar desta similaridade no genoma, alteragfes de nucleotideos entre essas
espécies foram observadas (797 SNPs e 275 InDels homozigotos em todos os isolados

clinicos analisados), destacando variagcado genética interespecies.

104



Resultados

Tabela 10 — Resumo estatistico dos dados obtidos das analises de sequenciamento e mapeamento dos
isolados/cepa de L. (L.) chagasi.

Isolado? gonteudo NUmero de Tamanho dos Ndmero fje bases Cobertura® Alinhamentolc
e CG% reads reads sequenciadas mapeamento
MAO1A 59 830281 35-301 478716624 15 98,89%
MAO2A 59 932603 35-301 538433018 16 99,06%
MAO3A 59 816978 35-301 470059904 14 98,72%
MAO4A 59 1018386 35-301 586006559 18 98,85%
MAO5A 59 896187 35-301 515708989 16 98,98%
MAO7A 59 1000948 35-301 575316413 18 98,94%
MG11A 59 962694 35-301 551550491 17 98,67%
MG12A 59 1114447 35-301 638667973 19 98,87%
MG13A 59 1380504 35-301 794777191 24 99,15%
MG14A 59 979346 35-301 560044795 17 98,99%
MG14B 59 816242 35-301 467119065 14 99,09%
MG15A 59 752024 35-301 427665589 13 98,74%
MG16A 59 1076416 35-301 619932655 19 98,99%
MG17A 59 995997 35-301 570887988 17 98,83%
MG17B 59 1093860 35-301 625959010 19 98,58%
MG17C 59 838292 35-301 480099581 15 98,68%
MG18A 59 862035 35-301 492894217 15 98,54%
MG19A 59 903509 35-301 514412890 16 98,44%
MG19B 59 752245 35-301 426861694 13 98,43%
PIO1A 59 957273 35-301 550445652 16 98,95%
PI01B 59 1072146 35-301 615401790 19 98,59%
Pl01C 59 1009706 35-301 582633487 18 98,88%
PI02A 59 717654 35-301 409343413 13 98,63%
PIO3A 59 1121701 35-301 645079725 19 98,57%
PIO4A 59 936812 35-301 538817093 16 98,82%
PIOSA 59 744720 35-301 429747972 13 99,02%
PIO7A 59 624293 35-301 358954372 11 99,03%
PIOBA 59 705558 35-301 406955211 13 99,07%
PIO9A 59 673472 35-301 387302014 12 99,01%
PI10A 59 721839 35-301 412770158 13 98,63%
PI11A 59 878485 35-301 503820566 16 98,94%
PI12A 59 940005 35-301 536841322 16 98,68%
PP75 59 769924 35-301 439460378 13 98,94%

2 ldentificacdo dos isolados/cepa de referéncia de acordo com a tabela 2.

b Cobertura de sequenciamento, nimero de vezes que um nucleotideo é sequenciado durante o processo. Expresso
como média granular do nimero de bases sequenciadas por amostra em relagcdo ao nimero de bases do genoma de
referéncia (L. (L.) infantum JPCM5 — 32126170 bp).

€ Taxa de alinhamento total reportada apés o mapeamento/alinhamento do conjunto de reads de cada isolado contra o
genoma de referéncia, L. (L.) infantum JPCMS5.
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3.1. PADRAO GENOMICO DE DIVERSIDADE DE SNPs E InDels NOS ISOLADOS DE L.
(L.) chagasi

A partir do mapeamento dos reads dos isolados de L. (L.) chagasi contra o genoma de
referéncia L. (L.) infantum JPCM5, as variacdbes de SNPs e InDels presentes nesses

isolados, foram identificadas.

A andlise inicial de SNP de todos os 32 isolados (A, B e C) identificou um namero total
198.029 SNPs, que geraram 26.627 alteragdes n&o silenciosas em regides codificantes do
genoma de L. (L.) infantum. No genoma dos isolados clinicos analisados também foi
identificado a presenca de 15.502 InDels (6.371 insercdes e 9.131 dele¢bes). Dentre os
efeitos gerados por essas variagdes no genoma, 1,33% (776) e 0,007% (4) corresponderam
aos efeitos de FRAME-SHIFT e STOP-GAINED, respectivamente. Entretanto apds a
aplicacdo de filtros para a remocado de alteracbes relacionadas a espécie L. (L.) chagasi e
aqueles SNPs presentes em um unico isolado, foram observados: 8.374 SNPs para todos
os isolados analisados (A, B e C); 8.356 SNPs para os isolados obtidos antes do tratamento
(A); e 454 InDels tanto na andlise incluindo todos os isolados clinicos (A, B e C), como ha

analise que utilizou apenas os isolados obtidos antes do tratamento (A).

Apesar do elevado niumero de varia¢des observadas nas andlises de SNPs e InDels, ndo foi
possivel identificar um padrédo genémico comum nos isolados de um mesmo grupo (baseado
na resposta clinica, cura ou recidiva). De forma similar, nenhum padrdo gendmico
completamente discriminatério foi identificado com relacdo ao fenétipo de resisténcia a
miltefosina entre os isolados dos grupos cura e recidiva, por regido geografica (dados nao

mostrados).

Com o objetivo de destacar as variacdes génicas possivelmente relacionadas com o
fenotipo de resisténcia a miltefosina, os isolados obtidos antes do tratamento (A) foram
separados nos grupos cura e recidiva e, os dados de SNPs e InDels identificados foram
analisados pelo teste estatistico Chi-quadrado. A significaAncia estatistica desta analise foi
confirmada pela andlise de permutacdo, e as variagbes significativas (p < 0,05) foram

organizadas por genes e estao descritas nas tabelas 11 e 12.
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Tabela 11 — Varia¢8es génicas de SNPs entre os isolados de L. (L.) chagasi dos grupos cura e recidiva.

Resultados

SNP SNP A¢
Gene . i Isolados* para SNP"
Cra  Produto génico Grupo Posicdo chiz  perm. POf por
ID Ortélogo no R Ac  AAd b SNP Gene
pe
genoma C R C R Grupo CURA Grupo RECIDIVA
MAO1 MAO2 MAO3 MAO4 MAO5 MG12 MG14 MG11 MG15 MG16 MG18 PI01 PI02 PI03
263690 G C wsss 0225 0036 MG19 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 PI10 PIL2
MAO1 MAO2 MAO3 MAO4 MAOS MG12 MG14
263697 A G 133M 0127 0011 T o MG11 MG15 MG16 MG18 PI02 PI03 PI12
peptidyl dipeptidase,
_ . . MAO1 MAO2 MAO3 MAO4 MAOS MG12 MG14 MG11 MG15 MG16 MG17 MG18 PI01 PI02
LinJ.01.0850 1 putatlve,metallo-p_eptldase. 0OG5_127067 263736 T G N349K 0,225 0,036 MG19 PI04 PI05 PI07 P08 PI109 PI110 PI03 PI12
Clan MA(E), Family M3
MAO1 MAO2 MAO3 MAO4 MAOS MG12 MG14 MG11 MG15 MG16 MG17 MG18 PI01 PI02
263741 ¢ T AV 025 0036 MG19 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 PI10 PIO3 PI12
MAO1 MAO2 MAO3 MAO4 MAOS MG12 MG14 MG11 MG15 MG16 MG17 MG18 PI01 PI02
263750 T A 13N 0225 0,036 MG19 PI04 PI05 PIO7 PI08 PI09 PI10 PIO3 PI12
Lind.02.0270 2 ABCL transporter, putative 0G5_126568 134538 G A HI374Y 0036 0,037 MG12 PI07 MG11 MG16 MG17 MG18 PI02 PI03 PI11
ATP-dependent Clp protease
LinJ.02.0680 2 subunit, heat shock protein 78~ OGS5_126636 316256 C T REeIC 0,008 0,002 ’,;"l’(’)‘glp’l"i'goz MAO3 MAOS PI04 PIOS PIO7 PIO8 )15
(HSP78), putative
LinJ.02.0710 2 ?I'ngg;y'ca’boxypep“dase OG5 _127067 323516 A G K307R 0016 0,021 6 0 6 0  MAOL MAO4 MAOS PI04 PI05 PIO7
LinJ.04.0300 4 gsgg‘;cmfuranc’s'dase’ OG5_134818 94336 T A S96T 0,038 0,032 7 1 7 1 MAO1 MAO2 MAO3 MG12 MG14 P04 PI07 MG18
301462 C A PiQ 0037 0,044 0 MAO3 MAG5 PI05 PI08 PIL10
; - ) 301470 A G IV 0,037 0,044 0 MAO3 MAOS5 PI05 PI08 PI10
LinJ.08.0700 8 amastin-like protein 0OG5_132980 2
301527 C G P2A 0037 0044 6 | O MAO3 MAO5 MG11 PI05 PI08 PI10
301915 C G AI55G 0065 0,045 - 2 MAO1 MAO2 MAO3 MG12 MG19 PI04 PI08 PI10  MG13 PI02
LinJ.08.0740 8 tuzin, putative 0G5 173452 310451 A C EI®5A 0039 0032 1 |5 1 5 | MA02 MAO7 MG17 PI0L PIL1 PI12
suppressive
LinJ.08.1050 8 immunomodulating factor, 0GS5_145870 441695 C A N23K 0011 0038 5 0 5 0  MAO2 PI04 PIOS PIO8 PI09
putative (TSIF)
LinJ.10.0410 10 gﬂf‘a‘ﬁg"me”” transporter, 0GS5_129265 178476 cC A Ls43 0029 003 5 0 5 0  MAO3MGL2 MG19 PI09 PI10
ATP-binding cassette protein 503955 C A R8s3S 0115 0044 6 MAOL MAO3 MG14 MG19 PI07 PI10 e 1> MG16 MGLT MG18
LinJ.11.1230 11 subfamily A, member 3, OG5_126568 T ——
utative (ABCA3
p ( ) 505425 G A G1373S 0,034 0,009 6 MAO5 MG12 MG14 MG19 PI08 PI10 MG18 PIO1 PI02 PI11
513644 A G TS50A 0061 0036 |6 MAO1 MAO4 MAO5 MG12 MG14 MG19 L"{Sggﬁﬁfgms MG16 MG18 PIOL PI02
ATP-binding cassette protein 513785 T G S507A 0026 0025 | 5 MAOL MAO4 MG19 PI04 PI08 MAOT 1S3 MGL5 MG16 MG18 Ploz2 PI03
LinJ.11.1240 11 subfamily A, member 4, OG5_126568 MAO7 MG11 MG13 MG15 MG16 MG18
utative (ABCA4.
p ( ) 515018 T @ S1008P 0,012 0,005 4 MAO1 MAO5 P104 PI05 PI02 PI03 PI11 PI12
515102 G A V1ol 0061 003 | 6 MAO1 MAOS MG12 PI04 PI05 PI09 T oL MG13 MG1S MG18 Plo1 Ploz
03 PI11 PI12
ATP-binding cassette protein 524274 C G  D63IE 0115 0043 6 MAOL MAO4 MG14 PI05 PI07 PI09 e e A > G168 MGLT MG18
LinJ.11.1260 11 subfamily A, member 5, OG5_126568
putative (ABCAS) 527351 C G TI657S 0,06 0,031 MR, V07 VTS 50 (A TG (NI MG13 MG15 PI01 PI12

MG19 PI104 PI07 P109
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SNP SNP A9
Gene . Grupo oA por por Isolados* para SNP"
Cra  Produto génico ) Posicao Chiz  Perm
ID Ortélogo no Rb At AAd 0o ot SNP Gene
genoma C R Grupo CURA Grupo RECIDIVA
Lin).12.0200 12 Pg’ﬁ’;i‘gﬁ“m' protein, unknown 5 183315 148589 T C Si26P 0011 0,007 1 MAOL MAOZ MAD3 MAQ4 MADS PIOS PIOTPIOS g1
. surface antigen protein 2, OG5 _linf|Lind MAO1 MA02 MAO3 MA0O4 MAO5 MG12 PI04
LinJ.12.0662 12 R Fohees 388538 A C EI76A 0043 0013 2 i PI02 PI11
) surface antigen protein 2, MAO1 MAO2 MAO3 MAO4 MG12 MG14 PI04 MAO7 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17
LinJ.12.0663 12 Sutative OG5_133076 396281 A G D62G 0191 0,040 Pl07 PI0o MOG18 PIOL P02 P103 P11 P12
405029 C A T05K 0014 0020 1 4 MA04 MAO7 MG16 MG18 PI11
405039 G C  Mm108l 0003 0012 1 5 PI08 MAO7 MG16 MG18 PI11 PI12
405046 C G HIID 0001 0013 3 5 MAO4 PI08 PI09 MAO7 MG16 MG18 PI01 P11
405064 A G M7V 0002 0014 2 | 6 MAO3 PI05 MAO7 MG11 MG16 MG18 PI11 PI12
405066 G A MUl 0011 0003 0 2 MG16 PI11
405067 G A GII8R 0010 0018 0 2 MAO7 MG18
405068 G C GI8A 0002 0018 0 2 MAO7 MG18
LinJ.12.0665 12 E‘d?;ﬁ/ia”t'ge" [ 2, OG5_133429 405074 G A  GI20E 0018 0,039 1 |5 PI08 MAO7 MG16 MG18 PI11 PI12
405079 A G S1226 000l 0003 O | 5 MAO7 MG16 MG18 PI11 PI12
405096 C G DI27ZE 0001 0016 6 1 MAO1 MAO2 MAO5 PI07 PI08 PI09 MG11
MAO1 MAO2 MAO3 MAO4 MAO5 MG12 MG14 MAO7 MG11 MG13 MG16 MG17 MG18
dEils A € RES Opd Ope MG19 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 PIL0 PIO1 PI02 PI03 PI11 PI12
MAO7 MG11 MG13 MG15 MG17 MG18
405624 G T N303K 0013 0028 |7 MAO3 MAO4 MG14 PI04 PIO5 PI0OS PI09 TSNSt
405764 C T  A3B0V 0048 0,007 2 PIO3 PI11
405766 G G351C 0,168 0,019 1 PI11
MAOL MAO2 MAO3 MAO4 MAOS MG12 MG14
411744 G C  E225Q 0053 0011 5 MG1S PIO4 P07 DI08 P16 PLLD MAO7 MG15 MG18 PI03 PI12
MAOL MAO2 MAO3 MAO4 MAOS MG12 MG14
411768 G A E233K 0029 0001 5 MG1S PIOA P05 DI 108 PIOS PILO MAO7 MG15 MG18 PI03 PI12
. surface antigen protein 2, MAO1 MA02 MA03 MA04 MAO5 MG12 MG19
Lin).12.0666 12 Dutative 0G5_161933 411813 T C S248P 0091 0,035 5 Bioa PIO7 P08 PIoS PO MAO7 MG15 MG18 PI03 PI12
MAOL MAO2 MAO3 MAO4 MAOS MG12 MG14
411816 T G S249A 0053 0011 5 MG1G PIO4 PIOT DI08 P1G PLLD MAO7 MG15 MG18 PI03 PI12
MAOL MAO2 MAO3 MAO4 MAOS MG12 MG14
411857 C G S262R 0091 0031 5 ME16 PIOY P08 DI0S P10 MAO7 MG15 MG18 PI03 PI12
LinJ.12.0667 12 hypothetical protein OG5_154537 414193 C T A7V 0047 0038 1 4 MA02 MG13 MG15 MG16 PI02
421427 C A RI53 0036 0044 2 - PI04 PI09 MG11 MG13 MG16 MG18 PI02 PI03 PI11
421446 C T TIS9M 0087 0038 0 2 MG16 PI02
Lind.12.0668 12 ;ﬂgi‘i/eeamlgen protein 2, 0G5_133076 421457 A C 1163L 0,087 0,038 0 2 - MG16 PI02
422397 c T  T478l 0087 0028 0 2 MAO7 MG15
422480 A T  Ts04s 0089 0023 |5 MA02 MG12 PI04 PI05 PI08 MAOT MGL5 MGL6 MG17 MG18 Pl01 Pl02
. surface antigen protein 2, OG5_linf|Lind MA07 MG13 MG15 MG16 MG17 MG18
LinJ.12.0670 12 el ey 429351 T A V50E 0147 0045 | 7 MAO04 MAO5 MG12 MG19 PI04 PI08 PI09 SEeT
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Isolados* para SNP"

SNP SNP A¢
Gene . Grupo ica por por
Cra  Produto génico ) Posicéo hiz  Perm
ID Ortélogo ho R Ac  AAd ge P? SNP Gene
genoma
438536 A T s44T 0164 0,037
LinJ.12.0690 12 surface antigen protein 2 OG5_161933 438983 A C  K193Q 0017 0,013
precursor
439099 T G S231R 0035 0034
Lind13.0220 13  Small Rab GTP binding 0G5 126724 71413 G A A6V 0000 0,004
proteln, putatlve
LinJ.13.0200 13 gﬁ?:t'l'\f; radial spoke protein, 5 159135 96697 A G  E38G 0038 0,024
i , 269506 C T GI21E 0010 0,005
LinJ.13.0740 13 P! gz, 0G5_180805
conserved
269524 T C E1156 0091 0044
LinJ.14.0200 14 hypothetical protein, OG5_130376 87137 C T  SI86F 0,000 0,005
conserved
LinJ.14.0730 14 fatty acid elongase, putative ?f%_ggu_m 263720 G A TI5OM 0073 0,048
LinJ.14.0780 14 fatty acid elongase, putative OG5_204198 288000 T C M205V 0,036 0,040
480733 A G NI1150S 0054 0,040
481084 A G NI267S 0030 0,020
481552 A G N1423S 0053 0,030
LinJ.14.1180 14 kinesin K39, putative OG5_126585 482716 C T  AI81V 0099 0037
483046 C T  AI921V 0054 0045
483471 A G  T2063A 0036 0021
486192 A G  T2970A 0036 0024
493521 G A  AI538T 0039 0034
494368 G C  GI820A 0024 0,029
LinJ.14.1190 14 kinesin K39, putative OG5_126585 495052 A c E2048A 0,001 0,030
495133 A G  K2075R 0110 0,027
LinJ.15.1260 15 gﬂf;ﬁgz'de GO 1, 0G5_150010 497543 C T SN 0,191 0,041
. mitochondrial ornithine
Lin).16.0220 16 transporter 1-ike protein 0G5_169666 79003 G T  T304K 0003 0020
X hypothetical protein,
Lin).16.0690 16 el 0G5_128129 246138 G A  SO3F 0,001 0,011
LinJ.16.1030 16 hypothetical protein, unknown o6 135978 378143 T C  V470A 0011 0,010

function

Grupo CURA

Grupo RECIDIVA

MAO01 MAO2 MAO3 MAO4 MAQO5 MG12 MG14
MG19 PI104 PIO5 PI07 P08 PI10

MAO2 PI07

MAO1 MG14 PI04 PI07 PI09

MAO1 MAO2 MAO3 MAO5S PI04 PIO5 PI0O7 PIO8
P109 PI110

MAO1 MAO2 MAO4 P104 P105 PI08 PI09
MAO1 MAO2 MAO3 MA04 MAO5 MG19 PI04

PI05 PI108 PI109 PI10

MAO02 MAO3 MA04 MAO5 MG14 PI04 PI05 PI07
PI108 PI09 PI10

MAO1 MAO2 MAO3 MAO5 PI04 PIO5 PI07 PI08
PI109 PI110

MAO02 MAO3 MA04 MAO5 MG12 MG14 MG19
P104 PI05 P107 P108

MAO02 MAO4

MAO1 MAO3 MAO4 MAO5 MG14 MG19 PI04
PI05 PI07 PI10

MAO1 MAO2 MAO3 MA04 MG14 MG19 PI04
PI05 PI108 PI09 PI10

MAO1 MAO2 MAO3 MA04 MAO5 MG14 MG19
P104 PI05 PIO7 PI08 PI09

MAO03 MAO5 MG12 MG14 MG19 PI07 PI08
PI109 PI110

MAO02 MAO3 MA04 MA05 MG12 MG14 MG19
P104 PI07 PI10

MAO1 MAO2 MAO4 MAOS P104 PI05 PI08 P109
PI110

MAO1 MA0O2 MAO3 MA04 MG12 PI04 PI05 PI09
PI110

MAO1 MA03 MG14 MG19 PI07 PI08
P104

MAO1 MAO2 MAO3 MA04 MAO5 MG12 MG19
P104 PI05 PI08 PI09 PI110

MAO01 MAO2 MAO3 MAO4 MAO5 MG12 MG14
P104 PI05 PI07 P108 P109 PI10

MAO1 MAO3 MAO4 MG12 MG14 MG19 PI05
P107 P109

MAO01 MAO2 MA0O3 MAOS PI104 PI05 PIO7 P108
P109

MAOQ5 MG12 MG15 PI05 PI10

MAOQ5

MAOQ7 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17
MG18 PIO1 PI02 PI11 PI12

MG11 MG13 MG15 MG16 MG18 PI02 PI11
PI12

MAO7 MG11 MG15 MG16 MG17 PI03 PI11
PI12

PI12

MG16

MG16 PI02

MG13 MG19 PI01 PI102 PI03 PI12
PI12

MG16 PIO1 PI11 PI112
MG11 MG13 MG18 PI01 PI02 PIO3 PI11

MG18 PI01 PI02

MG15 MG16 PI02

MAO7 MG16 MG18 PI03 PI11
MAO07 MG18 PI02 PI03

MAO07 MG16 PI01

MG15 PI11

MG11 MG18

MG17
MAO7 MG13 MG16 MG18 PI01 PI12

MG11 MG13 MG17 PI02 PI103

MG11 MG13 MG15 MG16 MG18 PI111

MAQ7 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17
MG18 PIO1 PI02 PI03 PI11 PI12

PI12

MG11 MG13 MG16 MG17 MG18 PI01 PI03
PI11

MA07 MG16 MG17 MG18 PI03 PI11 PI12
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Resultados

SNP SNP A¢
Gene . Grupo P por por Isolados* para SNP"
Cra  Produto génico ) Posicao Chiz  Perm
ID Ortélogo no Rb At AAd 0o ot SNP Gene
genoma C R C R Grupo CURA Grupo RECIDIVA
LinJ.16.1050 16 L‘gﬁ:;':sgga' (et OG5 132978 390534 A G N271D 0016 0,021 6 0 6 0  MAO3MG12 MG14 PI05 PI08 PI10
599553 C T  A245T 0031 0024 1 |6 MG14 MG15 MG17 PI01 PI02 PI03 PI11
LinJ.16.1550 16 kinesin, putative OG5_126585 603512 T C DI1I136G 0046 0040 O 3 4 MAO7 PI11 PI12
603554 T C DI122G 0046 0050 3 0 MAO5 PI05 PIO7
LinJ17.0270 17 ITREEE] e, OG5 183418 96989 G T  AL019D 0,000 0,009 1 R VAL WMRE2 TS [T PR (RIS IO PSS o
conserved P109
LinJ.18.1030 18 Hypothetical repeat protein 0G5_156608 422788 G A R25Q 0005 0029 |5 MAO3 MAOS MG12 MG14 PI04
; ATGB/AUT7/APGS/PAZ2, MAO7 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17
Lin).19.0850 19 putative (ATGEB.2) 0G5_137181 355993 cC T PI6L 0113 0017 MA02 MAO3 MAD4 MAOS MG12 PI04 PI0B PIL0 b e S e i Piio
LinJ.19.1120 19 hypothetical protein, unlikely ~ OG5_133707 484873 C T A8V 0011 0026 MAD2 MAO7 MG11 MG13 MG15 PI01
A glycerol uptake protein, MA07 MG11 MG13 MG16 MG17 MG18
LinJ.19.1310 19 B 0G5_128109 561242 G A E5IK 0,059 0,018 MAO1 MAO2 MAO3 MG12 MG19 e
. ) ! MAO2 MAO4 MAO5 MG12 MG14 MG19 PI04
LinJ.19.1680 19 hypothetical protein 0G5_152365 689054 A G  SI525G 0,091 0044 BI0s PI07 P0G P09 P16 MG16 MG17 MG18 PI01 PI02
MAOL MAO2 MAO4 MAO5 MG12 MG14 MG19 MAO7 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17
: i _ TS © T MY Gl Opm PI04 PI05 MG18 PI01 PI02 PI03 PI11 PI12
LinJ.19.1690 19 hypothetical protein OG5_152365 AT AR A S S IS Fa
716078 C G  A1158G 0030 0014 SR AT e MG16 PI02 PI12
. hypothetical protein, MAO7 MG11 MG13 MG16 MG18 PI01 PI02
LinJ.20.0100 20 ool 0G5_144452 28005 G T  S1072Y 0115 0,047 MAO2 MAO3 MAO4 MG12 MG19 PI05 PI03 P11 PI1a
LinJ.20.0940 20 L‘é’ggg:sggaj [, 0G5 142225 365194 T C L1203 0003 0010 MG15 MG16 MG18
aminoacylase, putative,N-
LinJ.20.1730 20  acyl-L-amino acid 0G5_127543 715300 G A A3V 0059 0025 MAOL MAO2 MAO3 MG14 PI10 MAQ7 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17
/ ) PI02 PI03 PI11 PI12
amidohydrolase, putative
LinJ.21.1160 21 histone H2A OG5_126570 382447 A G T52A 0018 0,018 MA04 PI07 PI08 PI09 PI10
MAO7 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17
298751 T G SI132A 0044 0,037 MAO2 MAO4 MAO5 MG14 MG19 MG18 PIL Pl12
LinJ.22.0670 22 A2 protein OG5_146485 99718 T A L454H 0,031 0,028 MAO3 MAO4 MG12 MG14
299790 T L478P 0,000 0,008 MAO3 MG14 PI04 PI05
: : : MAO1 MAO2 MAO3 MAO4 MAO5 MG12 MG14
LinJ.22.0680 22 3'azrel-related protein 0G5_157933 305478 G T  G487C 0091 0,035 e T STt (TS (BTG MG15 MG17 MG18 PI03 PI11
Lind.22.1070 22 Egﬁggﬁgga' protein, OGS5_145966 473772 cC T  S313N 0,001 0,030 MG15 MG16 MG17 MG18
Lind22.1160 22  Dypothetical protein, unknown o5 456585 503770 C T  Al976T 0028 0019 MG12 PI07 IH(EAA MICHS WSS WEily (Ao (I (AT
function PI11 PI12
ATP-binding cassette protein
LinJ.23.0230 23 subfamily C, member 1, 0OG5_126561 71679 C G F826L 0,044 0,035 - MG11 PIO1 PI02
putative (ABCC1)
ATP-binding cassette protein
LinJ.23.0240 23 subfamily C, member 2, 0G5 126561 77941 C T S22L 0010 0,045 3 5 WMAGR AGRREAGS WA NS (PO (P MG11 MG13 PI12

putative (ABCC2)

P107 P108 P109 PI10
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Resultados

SNP
Gene : Grupo Posica Isolados* para SNP"
a a osigdo )
D Cr Produto génico Ortélogo o ARG Chi2 Efe,—m_
pE
genoma Grupo CURA Grupo RECIDIVA
96378 T L7595 0051 0,033 mgl MAO4 MG19 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 MG11 PI12
Lin).23.0200 23 ABC-thiol transporter (MRPA)  OG5_126561  ggggq A 1833F 0092 0,050 MAOL MAO2 MAO4 MAOS PI07 PI08 PI10 MG17
97904 G E1268K 0,038 0,034 MAO1 MG14 MG19 PI05 PI07 PIOS PI09 PI03
. Poly(A)-specific ribonuclease i
LinJ.23.0660 23 PABN. putative 0G5_128150 225968 T FosL 0037 0,038 MAO2 PI04 PI05 PI08 PI09
e ihetical orotein. unk 528813 G L240V 0054 0,046 MA02 MAO4 MG14 PI07 oL MO10 MGLT MG18 PI01 PI02 PI03
LinJ231320 23 yPoihetcalprotein unknown - oq5 185573 VG L1 MOL16 MGL7 MGL8 PIOLPIOR. Pl
528826 T C  123M 0054 0,046 MAO2 MA04 MG14 PI07 pOLLMO10 MGLT MGL8 PIOLPIOZ PI03
536201 C G Vv240L 0,050 0,035 MAO1 MAO2 MG12 MG14 MG19 PI09 PI10 MG18
LinJ.23.1340 23 m’;}gﬁ"ca’ protein, unknown g 184200 536203 T A Q239L 0050 0035 MAO1 MAO2 MG12 MG14 MG19 PI09 PI10 MG18
536213 G C 1236V 0050 0,035 MAO1 MAO2 MG12 MG14 MG19 PI09 PI10 MG18
. hypothetical protein, MAO7 MG11 MG13 MG16 MG17 MG18
LinJ.25.1720 25 ol 0G5_151686 644110 G T  A233E 0017 0,009 MAO4 PI07 PI10 Pl02 P11
s B e 880844 A L8sF 0,046 0,050 MAO1 MAO2 MG12 pioa S ME15 MGL6 MGL7 PI02 PIOS PiLL
LinJ.25.2570 25 galactosyltransferase 6 0OG5_129839
(ScG6) 880845 REIC 0,046 0,050 MAOL MAO2 MG12 o213 MGL5 MGL6 MGL7 PI02 PIOS PILL
LinJ.26.1110 26 hypo_thetlcal protein, unknown 0G5_183708 361559 A944S 0,010 0,018 MAOQ1 MAO2 MAO3 MAOS PI04 PIOS5 PI07 P108 PIL2
function PI09 PI10
: kinetoplast-associated MAO7 MG13 MG15 PI01 PI02 PI03 P11
Lind.27.0250 27 Droteinike protoin 0G5_126854 59236 A590V 0,017 0,015 MAO2 PI08 o
calpain-like cysteine 154854 G2949D 0,059 0,010 MAOL MAO2 MAO3 MAO4 MAOS MG12 MG14 MAO7 MG13 MG16 PI11 PI12
Lind.27.0500 27 peptidase, putative,cysteine 0G5 130635 MG19 PI04 PI08 PI09 PI10
o eptidase, Clan CA, famil =
(p;z? putative Y 158730 D4241G 0,104 0,040 mgglpmo;(r)\gA&%yelz MG14 MG19 PI04 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17
Lind.27.1470 27 Sm';‘tfvgc'd U AEE, 0OG5_130822 635424 A39T 0,016 0,018 MAO2 MAO5 PI04 PI05 PI08 PI09
Lind.27.1500 27 amino acid ransporter, 0G5_130822 645237 R394H 0,004 0,002 MA02 MAO3 MAO5 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09
putative (AAT24)
: hypothetical protein, MAO7 MG11 MG15 MG16 MG17 MG18
LinJ.29.0110 29 et OG5_141556 36642 E378V 0115 0,045 MAO2 MAQ4 MG14 MG19 PI08 PI09 SNSRI
LinJ.30.1050 30 Eggggﬁgga' protein, OG5_183848 326940 R76C 0,002 0,038 MAO2 PI04 PIO5 PI08 PI09
heat shock 70-related protein
: : ) MAO1 MAO2 MAO3 MAO4 MG12 MG14 MG19
LinJ.30.2470 30 1, mlt'ochondnal precursor, OG5_126744 919508 E334D 0,016 0,004 PI04 PI07 PI0O8 PI09 PI10 MG18 PI01 PI02
putative
. amino acid permease 3 MAO1 MA02 MA03 MA04 MAO5 MG12 MG14
Lin).31.0910 31 (AAP3) 0G5_142921 335742 V480L 0110 0,024 MG1S PI04 PI0S BI7 PI08 PITO MAO7 MG13 MG15 MG18 PI01 P12
A sodium stibogluconate MA07 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17
LinJ.31.0950 31 T TR AT OG5_140928 349789 K53IN 0061 0,012 MAO1 MAO4 MAOS5 PI04 PI05 PI07 T (I IR (A (o
) hypothetical protein, MAOL MAO2 MAO3 MAO4 MAO5 MG12 MG14
Lin).31.1270 31 e 0G5_142250 495451 D764G 0,000 0,001 MG1S Plo4 PI0S 107 PI08 Plos P10 MG15 MG17 PI02 PI12
LinJ.31.1480 31 hypothetical protein, unknown o5 153849 g4281 GIS5A 0,008 0,034 MAO2 MAO3 MAO5 P104 PI05 PI07 PIO8 PI09 PI12

function
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Resultados

PI105 PI108 PI09

SNP SNP A¢
Gene . Grupo oA por por Isolados* para SNP"
Cra  Produto génico ) Posicao Chiz  Perm
ID Ortélogo no Rb At AAd 0o ot SNP Gene
genoma C R C R Grupo CURA Grupo RECIDIVA
. amino acid permease MA07 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17
LinJ.31.1830 31 (AATE2) 0G5_139635 836598 T Cc 164V 0061 0018 | 6 6 MAOL MAO4 MAO5 MG14 MG19 PI09 Me1g o1 PIog Pt Blas
; amino acid permease MAOL MAO2 MAO3 MAO4 MAOS MG12 MG14 MAO7 MG11 MG13 MG16 MG18 PI02 PI03
LinJ.31.1850 31 i 0G5_139635 847182 c T OGIR 0,225 0,031 MG PI04 PI0S PI0y PI0 PI0S PITO oo
Lind.31.2050 31 hypothetical protein, unknown 0G5_183917 069997 c T A83T 0,000 0,006 1 1 MAOQ1 MAO2 MAQ3 MAO5 PI104 PIO5 PI07 P08 PI12
function PI09 PI10
LinJ.31.2290 31 Rj{ﬁg}gs"c"" protein, unknown 5 963069 1094343 A C  Y1213D 0016 0,019 6 0 6 0  MAD2 MAO4 MAOS PI04 PI07 PIO9
3,2-trans-enoyl-CoA
LinJ.31.2320 31  isomerase, mitochondrial 0G5 130243 1106350 C T  S115N 0,008 0,001 1 1 mglpmoz MAO3 MG14 PI04 PIOS PIO7 PIO8 )
precursor, putative
1133600 A T  1328Q 0003 0033 4 5 MAO4 MG19 PI04 PI10 MAO7 MG11 MG13 MGL18 PI03
1133604 T C  M327v 0001 0019 3 5 MAO4 MG19 PI10 MAO7 MG11 MG13 MG18 PI03
1133606 T A Y326F 0001 0019 3 5 MAO4 MG19 PI10 MAO7 MG11 MG13 MG18 PI03
1133679 C T  V302M 0006 0022 5 - MAO4 MG12 PI05 PI09 PI10 MAO7 MG11 MG13 MG18 MG19 PI03 P11
1133694 C T  V207M 0000 0004 5 6 MG12 MG19 PIO5 PI09 PI10 MAO7 MG11 MG13 MG18 PI03 P11
1133697 G A R296W 0000 0006 5 6 MAO4 MG12 MG19 PI05 PI09 MAO7 MG11 MG13 MG18 PI03 P11
MAOL MAO2 MAO3 MA04 MAO5 MG12 MG14 MAO7 MG11 MG13 MG16 MG17 MG18
ey e T NS @R Gl MG19 PI04 PI05 PI07 PI09 PI10 PI01 PI02 PIO3 PI11 PI12
MAOL MAO2 MAO3 MAO5 MG12 MG14 MG19 MAO7 MG11 MG13 MG15 MG16 MGL7
; 3,2-trans-enoyl-CoA ey € 6 by ORI Gy PI04 PI05 PI07 PI09 PI10 MG18 PI01 PI02 PI03 P11 PI12
Lin)31.2400 31 iSomerase, mitochondrial e MAOL MAO2 MAO3 MAO5 MG12 MG14 MG19 MAO7 MG11 MG13 MG15 MG16 MGL7
recursor, putative
# . LR A G R CICUip e PI04 PIO5 PI07 PI09 PI10 MG18 PI01 PI02 PI03 PI11 PI12
MAOL MAO2 MAO3 MAO5 MG12 MG19 PI04 MAO7 MG11 MG13 MG15 MG16 MGL7
My T Gl GEED - @Y PIO5 PI07 PI09 PI10 MG18 PI01 PI02 PI03 PI11 PI12
MAOL MAO2 MAO3 MAO5 MG12 MG19 PI04 MA07 MG13 MG15 MG16 MG17 MG18
e e A P GEED - @Y PIO5 PI09 PI10 PIO1 PI02 PI03 PI11 PI12
MAOL MAO2 MAO3 MAO5 MG12 MG19 PI04 MAO7 MG11 MG13 MG15 MG16 MGL7
g @ € WeEs oD Gl PIO5 PI07 PI09 PI10 MG18 PI01 PI02 PI03 PI11 PI12
MAOL MAO2 MAO3 MA04 MAO5 MG12 MG14 MAO7 MG11 MG13 MG15 MG16 MGL7
e © A P DU e MG19 PI04 PI05 PI07 PI09 PI10 MG18 PI01 PI02 PI03 PI11 PI12
MAOL MAO2 MAO3 MA04 MAO5 MG12 MG14 MA07 MG11 MG13 MG15 MG16 MGL7
ese A G A O @il MG19 PI04 PI05 PI07 PI09 PI10 MG18 PI01 PI02 PI03 PI11 PI12
) RNA polymerase ii largest MA07 MG11 MG15 MG16 MG17 MG18
LinJ.31.2680 31 Subunit (RPOML &) 0G5 126637 1254441 G A V366A 0,002 0025 | 7 7 MAO4 MAOS MG12 MG14 MG19 PI05 PI08 PIO1 Pl02 PIOS PILL
: acetyl-CoA carboxylase, MAO4 MAOS MG12 MG14 MGL19 PI05 PI08 MAO7 MG11 MG15 MG16 MG17 MG18
LinJ.31.3080 31 v 0G5_127493 1380994 C G  11442M 0,003 0,030 bIo PIO1 Pl03 PIO3 PIL
phosphoglycan beta 1,3
LinJ31.3330 31  galactosyltransferase 5 0G5 120830 1461387 G C  RI0IP 0115 0029 | 7 7 MAO1 MAO2 MAQ3 MG12 MG14 MG19 PI08 MAOT MOLL M3 MeLs Me1eMaLT
eces) G18 PI01 PI03
LinJ.33.2400 33 L‘gﬁ‘s’gﬁgg”" [N, 0G5 173527 917373 G A AIBT 0016 0015 6 O 6 | 0  MAO3MAO5 MG12 MG19 PI0O7 PI10
_ _ 1380475 G A G1904D 0,029 0,031 5 MAO1 MAO2 MAO3 MAD4 MG12 MG14 MG19 MG11 MG13 MG16 PI01 PI03
) hypothetical protein, P104 PI05 PI08 PI09
LinJ.33.3230 33 e o 0G5_140248 6 51 MAGS MAGA MAGS MG12 MG14 PIO.
1380525 G A E1921K 0,019 0,008 2 MAOL MAQ3 MAO4 MAOS MG12 MG14 P04 MG18 PI03
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Resultados

SNP SNP A¢
Gene . Grupo P por por Isolados* para SNP"
Cra  Produto génico ) Posicao Chiz  Perm
ID Ortélogo no Rb At AAd 0o ot SNP Gene
genoma C R C Grupo CURA Grupo RECIDIVA
306386 T C K80BR 0011 0018 0 MG13 MG16 MG18 PI01 PI03
MAO7 MG11 MG13 MG15 MG16 PI01 PI02
LinJ340710 34  flagellar attachment zone 0Gs_126585 306674 C T G700 0000 0000 1 MAOL e
protein, putative
MAOL MAO2 MAO3 MAO4 MAOS MG12 MG14
308024 T C K260R 0124 0,034 VG106 PI04 PIOT D18 PI0S PID MAO7 MG11 MG13 MG17 PI02 PI03 PI12
. flagellar attachment zone MAO1 MA02 MAO3 MA0O4 MAO5 MG12 MG14
LinJ.34.0720 34 DR, putative 0G5_126585 311002 C G E831Q 0110 0023 6 MG19 DI04 PI0S DIOS PI0S PI1D MG13 MG15 MG16 PI01 PI02 PI11
. serine/threonine-protein MAO3 MAO5 MG14 MG19 PI05 PI07 PI08 PI09
LinJ.34.0850 34 e e o e W 0G5_129030 354320 A C  N285T 0036 0,021 2 PI0 MG11 MG13
LinJ.34.1160 34 tuzin-like protein 2551_1%.?@ 485543 A T  F266l 0025 0028 0 4 0 MAO7 PIOL PI11 PI12
70984 A G TIBA 0017 0014 2 MAO2 MG12 m%ﬂ?“ e Wi ey (e
i hypothetical protein, MAO3 MAO4 MG14 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 MAO7 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17
Hind35.0290 35 conserved 065135243 71075 U € VTR OUED @k PI10 MG18 PI01 PI02 PI03 PI11 PI12
71203 A G TI8IA 0025 0,030 MG11 MG13 MG16 PI11
178753 A G S500G 0065 0,038 MroL MAO2 MAOS MG12 MG14 MG19 PI0S PIOL PI02
. proteophosphoglycan ppg3,
Lin)-85.0800 35 b taive OG5_126579 178756 A G T510A 0,065 0,038 MPOL MAOZ MAOS MG12 MG14 MG19 PI0S PIOL PI02
184919 G A R2564H 0059 0,039 MG12 PI09
192047 C G L1395V 0091 0,017 MAO1 MAO4 MAOS MG12 MG14 PI09 PI10 MG11 MG17 MG18 PI03 PI12
MAOL MAO2 MAO3 MAO4 MAOS MG14 MG19
192227 C G 455V 0110 0,026 BI04 PI0S 107 PIO PI0G P10 MG11 MG15 MG16 PI03 PI11 PI12
193487 G C vB7sL 0019 0,030 MAO1 MAO5S
195344 G A Al494T 0008 0,006 MAOL MAO3 MG12 MG14 MG19 PI04 PI07
LinJ.35.0510 35 proteophosphoglycan ppg4 OG5_126579 VAL AGR AEE MEi2 EiS Pl Fis
195884 A G  TI67T4A 0001 0,007 PI07 PI08 P100 MG13 PI12
196181 G A  S1773G 0,008 0,027 MAO4 MAO5 PI09 MG11 MG17 PI03 PI12
197537 T C C225R 0032 0015 MG11 MG13 MG16 MG17 PI03 P11
198266 C G L2468V 0046 0,038 MAO7 MG13 MG16 MG17 MG18
206838 G C  vesL 0038 0,036 MAO2 MAO3 MAO5 MG14 MG19 PI04 PI08 MG15
208149 T ¢ cs3R 0016 0,006 mgz MAO3 MAO5 MG14 MG19 PI04 PIOS PIO7 1
MAO2 MAO3 MAO4 MAOS MG12 MG14 MG19 MAO7 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17
208479 ¢ G leav 0087 0039 PIO4 PI05 MG18 PIO1 PI03 PI12
MAOL MAO2 MAO3 MAO4 MAO5 MG12 MG14
Lin35.0520 35  proteophosphoglycan ppgd 0G5_126579 ~ 208569 ¢ G L6783V 0039 0016 MG19 PI04 PI05 PI08 PI09 MAO7 MG13 MG15
200211 A G T887A 0038 0,029 MA03 MG12 P04 PI05 PI07 PI09 AOT MGL3 MG15 MG16 MGL18 PIOL PI03
MAOL MAO2 MAO3 MAO4 MAO5 MG12 MG14
209547 G A G99S 0012 0,000 NG9 P14 PI0S DI0y PIOB PIoS PITO MAO7 MG15 PI01 PI02
200553 C G L1001V 0225 0,035 MADL MAD2 MAO3 MAO4 MAOS MG12 MG14 MAO7 MG11 MG17 MG18 PI01 PI03 PI11

MG19 PI04 PIO5 PI07 PI08 PI109 PI110
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Resultados

Gene
ID

LinJ.35.0530

Cra

35

Produto génico

proteophosphoglycan 5

Grupo
Ortélogo

OG5_126579

SNP SNP A¢
+ h
Posicao chiz perm por Isolados* para SNP!
no Rb Ac AAd pe Pf SNP
genoma C R Grupo CURA Grupo RECIDIVA
MAOL MAO2 MAO3 MAOS MG12 MG14 MG19
210459 A G TI303A 0133 0,039 e s e MG13 MG15 MG16 MG17 PI02 PI03 PI11
211134 G A Al528T 0041 0026 0 3 MAO7 PIO1 PIO3
211836 G A G1762S 0039 0040 3 0 MA04 MG12 PI10
213372 C G L2274V 0004 0022 |7 @ 2 MAO1 M102 MAO3 MAO5 PI04 PI07 PI09 MG11 MG16
213519 G A A2323T 0038 0045 | 7 1 MAOL MAO2 MAOS MG12 MG19 PI07 PI09 PIL2
MAOL MA03 MAO5 MG12 MG14 MG19 PI04
218806 T C  V348A 0016 0,004 . 3 A MAO7 PIOL PI11
218827 A G Q35%R 0008 0006 |7 | 0O MAO1 MA03 MG19 PI04 PI05 PI07 PI09
MAO2 MAO3 MAO4 MAO5 MG12 MG19 PI04
218862 G A G367S 0091 0,034 5 e o aeos MAO7 MG15 PI03 PI11 PI12
MAOL MAO2 MAO3 MAO4 MAOS MG12 MG14 MG11 MG13 MG15 MG16 PI01 PI03 PI11
AT CHEE MG19 PI04 PI05 PIO7 PI08 PI09 PI10 PI12
210967 G C RBP 0014 0016 | 7 | 1 MAO1 MA04 MAOS MG19 PI04 PI08 PI10 PI02
220070 G C Q769H 0027 0,044 . 2 Mg MA0Z MAOS MAOS MG12 MG19 P04 MG13 Pi01
222589 A G TI609A 0023 0013 3 0 MAOL MG14 PI09
MAOL MA02 MAO3 MAO4 MG12 PI04 PIO5 P07
223252 C G L1830V 0073 0,040 . 4 o0 i MG13 MG18 PIOL PI02
223972 C G L2070V 0003 0012 3 0 MAOL MAO4 MG14
224183 G A R2140H 0048 0020 2 0 MAO5 MG12
224731 A G S2323G 0006 0004 0 1 PIO1
224992 T C  C2410R 0005 0017 3 MG12 MG14 PI04 MA07 MG13 MG15 MG16 MG18 PI01 PI12
MA02 MA03 MAO4 MAOS MG12 MG14 MG19
226795 G A A3011T 0091 0,035 5 e o e MA07 MG13 MG15 PI03 PI12
MAOL MA02 MAO3 MAO4 MAOS MG12 MG14
208472 A G 13570V 0110 0,028 6 s A s MG11 MG15 MG16 PI02 PI03 PIL1
220009 C G L3749V 0038 0040 | 7 1 MA02 MA03 MAO4 MG19 PI04 PI08 PI09 MAO7
MAOL MAO2 MAO4 MG12 MG14 MG19 PI04
220222 G A A3820T 0042 0033 . 6 e oo MG11 MG13 MG17 MG18 PI03 PI11
220987 A G T4075A 0016 0018 | 6 O MAO1 MG12 P04 PI07 PI08 PI09
MAOL MAO2 MAO3 MAO4 MAO5 MG12 MG14 MAO7 MG11 MG13 MG16 MG18 PI02 PI03
A AL B WEIA O G MG19 PI04 PI05 PIO7 PI08 PI09 PI10 PILL PI12
MAO1 MAO2 MAO3 MAQ4 MAO5 MG14 MG19
232276 C T  R4838C 0091 0,049 5 N o MAO7 MG11 MG17 MG18 PI01
MAOL MAO3 MAO4 MAOS MG12 MG14 MG19
232606 G C  V448L 0005 0,002 1 AP MG15
MAOL MAO3 MAO4 MG12 MG14 MG19 PI04
232651 G C  V493L 0054 0,036 g S MG11 MG17 PI0L
233476 G A  G5238S 0008 0008 | 7 0 MAO1 MA03 MAOS MG12 MG19 P04 PI08
MAOL MAO2 MAO3 MG12 MG14 MG19 P04
233872 C T RS370C 0010 0,006 . 2 e P o8 oo MG17 PI12
234158 T G L5465R 0029 005 5 0 MA02 MA03 MG19 PIO5 PI09
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Resultados

SNP SNP A¢
Gene . Grupo s por por Isolados* para SNP"
Cra  Produto génico ) Posicao i2
ID Ortélogo no RV Ac  AAd geh' Efe"m- Gene
genoma C R Grupo CURA Grupo RECIDIVA
LinJ.35.0540 35 proteophosphoglycan 5 OG5_126579 236654 G A A403T 0,020 0,019 MAO2 MG14 MG19 PI04 PI05 PI07 PI08 PI10 PIO1
Lin).35.1990 35 L‘gﬁ‘s’gxgga' Rlee 0G5_148991 785376 C A T913K 0065 0043 MAO2 MAO3 MAO4 MG12 MG19 PI04 PIO5 PI09  MG11 MG13

MG11 MG13 MG15 MG16 MG17 MG18
PIO1 PIO2 PIO3 PI11

LinJ.35.5080 35 Egﬁgé’:ﬁgga' protein, OG5_140622 1941935 C G  S585W 0,000 0,002 MG12 PI05 PI08 PI09

sterol 24-c-methyltransferase, MAO3 MA04 MAO5 MG12 MG14 MG19 PI04

MG11 PIO1 PI11

LinJ.36.2520 36 OG5_129172 958044 A G 1321V 0,030 0,015

putative PI05 PI08 PI09 PI10
Lina36.3370 36  (ypothetical protein, 0G5 141788 1279929 C A D356Y 0,001 0,015 MAO1 MAO2 MAOS MAOS PI04 PIOS PIO PIO8 - )5
conserved PI09
LinJ.36.7360 36 poeicelpiolel] OG5 146646 2670444 G A  R3TW 0001 0007 |7 O 7 | 0 MAO2 MAOS5 PI04 PIO5 PI0O7 PI08 PI09

conserved

2Cr, cromossomo.

5 R, nucleotideo no genoma de referéncia, L. (L.) infantum JPCM5.

¢ A, nucleotideo alterado no genoma dos isolados de L. (L.) chagasi.

4 AA, alteracgéo a nivel de aminoéacido devido & mutagéo no genoma.

€ Chi? p, p-valor obtido no teste estatistico Chi-quadrado.

fPerm. p, p-valor obtido apds o teste de permutagdo. Destacado em vermelho/negrito os valores de p < 0,01.

9 SNP A, frequéncia de SNP nos grupos Cura (C, n=14) e Recidiva (R, n=12). 0 T 2 (R)ou14(0).
"lsolados destacados em negrito apresentam mutagdo em todos os alelos (homozigoto) para o referido SNP.

OBS.: anélise posterior do gene LinJ.31.2400 mostrou que este NAO esté presente em: 11 dos 12 isolados obtidos de pacientes que apresentaram falha terapéutica (presente apenas em PI12A); e em 3
dos 14 isolados obtidos de pacientes que apresentaram cura (MAO4A, MG12A E MG19A). Assim, variagbes nesse gene para esses isolados podem ser atribuidas ao gene LinJ.31.2320, o qual é
ortélogo do gene LinJ.31.2400.
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Tabela 12 — Variac6es génicas de InDels entre os isolados de L. (L.) chagasi dos grupos cura e recidiva.

Resultados

InDels InDels A9
Gene . Cox Isolados* para InDel?
Cra  Produto génico Grupo Posicdo chiz  perm. P&
ID Ortélogo no EFF® Rc Ad . - _InDels
pe p
Genoma cC R Grupo CURA Grupo RECIDIVA
MAO7 MG11 MG13 MG15
438509 Fs - A 0030 0,047 ',;"Igglp’l‘géoz MAO4 MADS Pi04 MG16 MG17 MG18 PIOL PI03
Linl12.0600 12  Surfaceantigenprotein2 o5 141933 P2
precursor - AGTGCCGCCAG MAO1 MAO2 MAO3 MAO4 MAO5
439295 Fs GCGGCGCCCAC - 0,116 0,006 MG12 PI04 PI05 PI07 P08 PI09 MG16 MG17 MG18 PI01 PI11
T PI10
aminoacylase, putative,N- MAO7 MG11 MG13 MG16
LinJ.20.1720 20 acyl-L-amino acid OG5_127543 713455 F.S A - 0,115 0,036 E‘(ngpﬂﬁo“ eils el (Fles MG17 MG18 PI01 PI02 P03
amidohydrolase, putative PI11 PI12
MAO7 MG11 MG13 MG15
TCATGCA MAO1 MAO2 MAO3 MAO5 MG12
3.2-trans-enoyl-CoA 1134439 Fs - GAGCCA 2001 0,000 MG19 PI04 PI05 PI07 PI09 PI10 ';"I‘g;‘;:\ffgl"z"elg PI01 P102
LinJ.31.2400 31 isomerase, mitochondrial 0OG5_130243 MAO7 MG11 MG13 MG15
precursor, putative CAGTTG MAO1 MAO2 MAO3 MAQ5 MG12
1134456 Fs - 0,000 0,000 MG16 MG17 MG18 PI01 PI02
CG MG19 PI04 PI05 PI07 PI09 PI10 PI03 PILL P12
. amastin-like surface OGS5_linf|Lind
Lin).34.1020 34 S (T S o 415894 F.S AG - 0,029 0,047 5 0 MAO2 MG14 PI04 PI07 PI08

aCr, cromossomo.

b Efeito gerado pela insercéo/delecdo. F_S, Frame-Shift.
¢ R, nucleotideos no genoma de referéncia, L. (L.) infantum JPCM5.

4 A, nucleotideos inseridos/deletados no genoma dos isolados de L. (L.) chagasi.
€ Chi2 p, p-valor obtido no teste estatistico Chi-quadrado.

fPerm. p, p-valor obtido apds o teste de permutagdo. Destacado em vermelho/negrito os valores de p < 0,01.

T 22 (R)ou 14 (O).

9 InDel A, frequéncia de InDel nos grupos Cura (C, n=14) e Recidiva (R, n=12). 0

"solados destacados em negrito apresentam mutagdo em todos os alelos (homozigoto) para o referido InDel.

OBS.: anélise posterior do gene LinJ.31.2400 mostrou que este NAO esté presente em: 11 dos 12 isolados obtidos de pacientes que apresentaram falha terapéutica (presente apenas em PI12A); e
em 3 dos 14 isolados obtidos de pacientes que apresentaram cura (MAO4A, MG12A E MG19A). Assim, variagcdes nesse gene para esses isolados podem ser atribuidas ao gene LinJ.31.2320, o
qual é ortélogo do gene LinJ.31.2400.
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Resultados

Apesar da maioria das variacfes génicas destacadas nessa andlise estatistica ter ocorrido
de forma heterozig6tica, algumas variacdes homozigoéticas foram observadas. Dentre estas,
podemos destacar as representadas por p<0,01 identificadas predominantemente nos
isolados do grupo cura (LinJ.13.0220 (small Rab GTP binding protein), LinJ.14.0290,
LinJ.17.0270, LinJ.31.1270, LinJ.31.2050 e LinJ.36.7360 (proteinas hipotéticas)) ou nos
isolados do grupo recidiva (LinJ.35.5080 (proteinas hipotética)).

Contudo, considerando os valores de cobertura obtidos no sequenciamento desses
isolados, é preciso ter cautela na utilizacdo dos resultados da analise de identificacdo de
SNPs e InDels, principalmente para os genes localizados em cromossomos com ploidia

maior que 2. Dessa forma, esses dados seréo melhores explorados em trabalhos futuros.

3.2. VARIACAO NO NUMERO DE COPIAS DE CROMOSSOMOS E GENES NOS
ISOLADOS DE L. (L.) chagasi

Além da diversidade gendmica quanto a presenca de SNPs e InDels, foi também avaliado a
variagdo no numero de copias (CNV) de cromossomos e genes. Este tipo de variacdo
representa uma classe de alteracdo na qual segmentos génicos podem ser duplicados ou
deletados.

Essa andlise revelou diferengas no numero de copias de cromossomos entre os isolados
analisados, mostrando variagcdo no grau de aneuploidia e significativa plasticidade génica do
parasita Leishmania (Figura 16). Os resultados dessa anélise mostram que, na populagéo
de L. (L.) chagasi analisada a maioria dos cromossomos sao diploides, embora apenas 10
cromossomos apresentaram-se dissémicos em todos os isolados (LinJ.07, LinJ.15, LinJ.19,
LinJ.22, LinJ.24, LinJ.27, LinJ.28, LinJ.29, LinJ.34 e LinJ.36). Cromossomos trissémicos
também foram observados e o cromossomo 31, como tem sido reportado (Rogers et al.,
2011), apresentou-se tetrassOmico na maioria dos isolados e pentassdmico nos isolados
PI0O1A, PIO3A e MAO4A. Contudo, baseado no niumero de copias de cromossomos nao foi
possivel identificar variagdes que segreguem os isolados dos grupos cura e recidiva (Figura
16).
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Resultados

Color Key
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Figura 16 — Variagcdo no numero de copias de cromossomos entre os isolados

de L. (L.) chagasi. O heatmap mostra o status do niimero de cépias dos 36 cromossomos

para os 32 isolados analisados como: dissdémico (2, amarelo), trissdbmico (3, laranja), tetrassémico (4, vermelho) e pentassdmico (5, vermelho escuro). A, antes do tratamento;
B, depois do tratamento; e C, durante a falha terapéutica.
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Resultados

Os resultados da andlise de variacdo do numero de copias de gene foi expresso pela dose
génica, a qual foi estimada considerando o valor da ploidia dos respectivos cromossomos.
Essa andlise mostrou que, o numero de copias de genes variou consideravelmente,
evidenciando a ocorréncia de duplicacbes e delecbes génicas nos isolados analisados
(Tabelas 13, 14 e Al). E importante observar que os dados de CNV foram mantidos como
valores ndo discretos, uma vez que os isolados clinicos ndo foram previamente clonados,
podendo estes serem constituidos de uma populacdo heterogénea de L. (L.) chagasi. As
diferencas em termos de dose génica entre 0s grupos cura e recidiva foram determinadas
pelo teste estatistico Mann-Whitney. Essa analise foi realizada utilizando apenas os isolados
obtidos antes do tratamento e mostrou diferenga significativa (p < 0,01) em 93 grupos
ortélogos (OG5), os quais correspondem a 100 genes. Desses, 24 OG5 (25 genes)
apresentaram maior dose génica e 69 OG5 (75 genes) apresentaram menor dose génica

nos isolados do grupo recidiva (Tabelas 13 e 14 e Figura 17).

119



Resultados

Tabela 13 — Genes com numero aumentado de cOpias nos isolados de L. (L.) chagasi do grupo recidiva.

Média - Nimero de cépias de genes Mediana - Nadmero de c6pias de genes  Mann-

Grupo - Ref ; Perm.
ortélogo Gene ID Cra Produto génico Hap. SLHI—EX SE,CPIBIVA Razio R/CS S{JUF?X SEggNA Razio R/CS \F/)\ghnney pe

OG5_148059 LinJ.19.0630 LinJ.19 histone H3 variant, putative 1 0,56 3,20 5,74 0,00 2,98 0,012 0,009
0OG5_148814 LinJ.28.0780 LinJ.28  hypothetical protein, conserved 1 0,85 2,19 2,58 1,01 1,72 1,71 0,010 0,008
OG5_142814  LinJ.36.0220  LinJ.36 gnigficgf‘s‘g:ﬁ:;”::F:t{‘;g?ebéﬁ‘neSs;gr}gmipgggg‘?‘putawe 1 1,40 2,29 1,64 1,27 2,19 1,73 0,008 0,008
OG5_146975 LinJ.30.2560 LinJ.30 hypothetical protein, conserved 1 1,50 2,19 1,45 1,56 2,27 1,46 0,001 0,001
OG5_129658  LinJ.34.4360  LinJ.00 g;‘;‘;’i‘ger specific 2-hydroxyacid dehydrogenase- like 1 2,92 4,22 1,45 2,92 4,21 1,44 0,003 0,003
OG5_128569 LinJ.25.0830 LinJ.25  hypothetical protein, conserved 1 1,66 2,35 1,42 1,68 2,31 1,38 0,003 0,003
OG5_127106 t:zj;ggg;g Lind.25  succinyl-CoA synthetase alpha subunit, putative 2 3,71 4,96 1,33 3,66 4,79 1,31 0,004 0,004
OG5_154422 LinJ.34.0340 LinJ.34 hypothetical protein, conserved 1 1,67 2,20 1,32 1,82 2,25 1,23 0,005 0,005
OG5_148710 LinJ.25.1620 LinJ.25 protein kinase, putative 1 1,84 2,43 1,32 1,86 2,43 1,31 0,000 0,000
OG5_143956 LinJ.36.1080 LinJ.36  hypothetical protein, conserved 1 1,63 2,14 1,32 1,61 2,10 1,30 0,003 0,002
OG5_183564 LinJ.12.0860 LinJ.12 hypothetical protein, unknown function 1 1,79 2,33 1,30 1,77 2,08 1,17 0,002 0,002
OG5_142238 LinJ.29.2020 LinJ.29 hypothetical protein, conserved 1 1,70 2,21 1,30 1,66 2,15 1,30 0,009 0,009
OG5_183806 LinJ.29.0900 LinJ.29 hypothetical protein, unknown function 1 2,01 2,50 1,24 2,05 2,48 1,21 0,008 0,007
OG5_184163 LinJ.36.4550 LinJ.36 hypothetical protein, unknown function 1 1,71 2,11 1,24 1,74 2,10 1,20 0,006 0,004
OG5_143937 LinJ.30.3140 LinJ.30 hypothetical protein, conserved 1 1,77 2,16 1,22 1,71 2,16 1,26 0,002 0,002
OG5_131535 LinJ.12.0470 LinJ.12 hypothetical protein, conserved 1 1,84 2,19 1,19 1,92 2,12 1,11 0,001 0,001
OG5_146332 LinJ.36.6500 LinJ.36 hypothetical protein, conserved 1 1,89 2,24 1,18 1,89 2,22 1,18 0,002 0,002
OG5_183818 LinJ.29.1500 LinJ.29 RNA binding protein, putative 1 1,95 2,31 1,18 1,95 2,34 1,20 0,002 0,002
OG5_183871 LinJ.31.0050 LinJ.31 hypothetical protein, unknown function 1 3,46 4,04 1,17 3,39 4,01 1,18 0,001 0,001
OG5_148820 LinJ.28.1580 Lind.28  ATPase, putative 1 1,82 2,13 1,17 1,73 2,08 1,20 0,009 0,007
0OG5_183298 LinJ.11.0740 LinJ.11 hypothetical protein, conserved 1 1,93 2,23 1,16 1,89 2,16 1,14 0,008 0,008
OG5_140412 LinJ.31.3090 LinJ.31  hypothetical protein, conserved 1 3,76 4,29 1,14 3,59 4,20 1,17 0,008 0,008
OG5_134931 LinJ.34.2200 LinJ.34 DNAj-like protein 1 1,92 2,17 1,13 1,89 2,12 1,13 0,003 0,003
OG5_144927 LinJ.17.1410 LinJ.17 hypothetical protein, conserved 1 1,87 2,05 1,10 1,83 2,00 1,09 0,008 0,008

& Cr, cromossomo.

bRef Hap., nimero de cépias de gene, por grupo ortélogo, no genoma haploide de referéncia, L. (L.) infantum JPCM5.

¢ R, grupo recidiva; C, grupo cura.

4 Mann-Whitney p, p-valor obtido apos andlise estatistica.

¢ Perm. p, p-valor obtido ap6s analise de permutagao.

OBSL1.: Os valores de nimero de copias de genes informados na tabela se referem a dose génica (nimero de cépias de genes na célula haploide x ploidia do referido cromossomo).
OBS2.: A analise para mensurar o nimero de copias de genes foi realizada por grupo ortélogo por cromossomo.
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Resultados

Tabela 14 — Genes com namero aumentado de cépias nos isolados de L. (L.) chagasi do grupo cura.

Média - Nimero de cépias de genes Mediana - Nimero de cépias de genes  Mann-

Grupo - Ref ; Perm.
ortélogo Gene ID Cra Produto génico Hap. SLHRPX SE,CPIBIVA Razio C/R® SLHRPX S{EucplgwA Razio C/R® \F/)\shnney pe

OG5_183927 LinJ.31.2390 LinJ.31 helicase-like protein 1 2,97 0,33 9,05 3,83 0,00 0,001 0,001
065126720 i3y Tey M3 daseinuciease preeursor, putative 2 s om 749 621 0,00 0003 0002
OG5_127080 LinJ.29.2970 LinJ.29 40S ribosomal protein S19-like protein 1 2,24 0,30 7,38 1,86 0,00 0,011 0,009
OG5_149005 LinJ.35.2910 LinJ.35 hypothetical protein, conserved 1 2,69 0,78 3,45 3,06 0,00 0,007 0,006
0G5_126659 t:gj:gg:gggg' LinJ.06  60S ribosomal protein L23a, putative 2 4,96 2,07 2,39 417 2,31 1,81 0,007 0,005
OG5_133169 LinJ.34.3390 LinJ.34 hypothetical protein, conserved 1 2,39 1,05 2,27 2,50 1,19 2,10 0,007 0,005
OG5_148308 LinJ.08.1110 LinJ.08  MIX protein, putative (MIX) 1 3,06 1,72 1,78 2,86 1,28 2,23 0,009 0,009
0OG5_184208 LinJ.35.5210 LinJ.35 hypothetical protein, unknown function 1 2,91 1,68 1,73 2,54 1,79 1,41 0,001 0,001
OG5_126801 LinJ.13.1420 LinJ.13 pyrroline-5-carboxylate reductase (P5CR) 1 2,57 1,52 1,69 2,70 1,52 1,78 0,003 0,002
OG5_148611 LinJ.21.1980 LinJ.21 mitochondrial RNA binding complex 1 subunit, putative 1 2,28 1,43 1,59 2,22 1,31 1,69 0,003 0,003
0OG5_148031 LinJ.04.0250 LinJ.04 hypothetical protein, conserved 1 2,43 1,56 1,55 2,43 1,65 1,48 0,006 0,006
OG5_138554  LinJ.35.1570 LinJ.35  hypothetical protein, conserved 1 1,83 1,21 1,51 1,83 1,22 1,50 0,004 0,005
0OG5_128075 LinJ.35.1240 Lind.35  short chain dehydrogenase, putative 1 2,69 1,79 1,50 2,57 1,68 1,53 0,008 0,008
OG5_144877 LinJ.10.1230 LinJ.10 hypothetical protein, conserved 1 2,54 1,72 1,48 2,45 1,75 1,40 0,004 0,004
OG5_149014 LinJ.35.3460 LinJ.35 hypothetical protein, conserved 1 2,73 1,87 1,46 2,64 1,83 1,44 0,003 0,003
0OG5_151830 LinJ.35.3790 LinJ.35 hypothetical protein, conserved 1 2,87 1,97 1,46 2,81 1,80 1,56 0,001 0,001
OG5_149000 LinJ.35.2660 LinJ.35 hypothetical protein, conserved 1 2,77 1,90 1,46 2,42 2,04 1,19 0,006 0,006
0G5_126906  LinJ.11.0040  LinJ.11 ﬁ;‘;f’\/‘g‘ég‘gccﬁfe“e PR SN [, ML, g 2,59 1,78 1,46 2,74 1,78 1,53 0,001 0,001
OG5_151705 LinJ.27.0350 LinJ.27  MP44, putative 1 1,82 1,26 1,45 1,86 1,28 1,45 0,008 0,008
OG5_149015 LinJ.35.3540 LinJ.35 hypothetical protein, conserved 1 2,60 1,82 1,43 2,47 1,66 1,49 0,008 0,008
OG5_175320 LinJ.27.1270 Lind.27 hypothetical protein, unknown function 1 2,40 1,69 1,42 2,58 1,73 1,49 0,002 0,002
OG5_128359 LinJ.35.4780 LinJ.35 hypothetical protein, conserved 1 2,53 1,81 1,39 2,49 1,77 1,40 0,004 0,003
OG5_132180 LinJ.35.2560 LinJ.35 hypothetical protein, conserved 1 2,74 1,97 1,39 2,79 2,03 1,38 0,004 0,005
0G5 127017  LinJ.33.0410  Lind.33 ;‘;’r'n”ifypseggdase' A A (U, 1 2,53 1,86 1,36 2,43 2,03 1,20 0,005 0,005
0OG5_131030 LinJ.35.2060 LinJ.35 hypothetical protein, conserved 1 2,73 2,01 1,36 2,58 2,03 1,27 0,005 0,004
OG5_127563 LinJ.13.1180 LinJ.13 XPA-interacting protein, putative 1 2,40 1,76 1,36 2,18 1,51 1,45 0,009 0,008
0OG5_151824 LinJ.35.2680 LinJ.35 hypothetical protein, conserved 1 2,80 2,07 1,36 2,82 2,17 1,30 0,004 0,004
OG5_126852 ::::jgggicl)g LinJ.35  40S ribosomal protein S3A, putative 2 5,46 4,06 1,34 5,03 3,71 1,35 0,001 0,001
OG5_130150 LinJ.33.2350 LinJ.33 hypothetical protein, conserved 1 2,77 2,07 1,34 2,60 1,98 1,31 0,001 0,001
OG5_145899 LinJ.13.0890 LinJ.13 hypothetical protein, conserved 1 2,62 1,99 1,32 2,61 1,78 1,47 0,008 0,008
OG5_126685 LinJ.35.0030 LinJ.35  pyruvate kinase 1 3,67 2,83 1,30 3,70 2,77 1,33 0,008 0,008
OG5_128567 LinJ.35.4080 LinJ.35 ATP-dependent RNA helicase, putative 1 2,50 1,94 1,29 2,52 1,92 1,31 0,008 0,008

121



Resultados

Média - Numero de cépias de genes Mediana - Nimero de c6pias de genes Mann-

Grupo Gene ID Cra Produto génico Ref Grupo Grupo Grupo Grupo Whitney perm.
Ortélogo Hap®  CURA  RECIDIva RaZOCIRC Zp, RECIDIvA Rez80 CR® P

OG5_127223 LinJ.24.2350 LinJ.24 notchless homolog, putative 1 2,05 1,59 1,29 1,99 1,62 1,23 0,008 0,008
OG5_148385 LinJ.13.1610 LinJ.13 hypothetical protein, conserved 1 2,40 1,87 1,28 2,13 1,88 1,13 0,006 0,005
0G5_129228  LinJ.35.4730  LinJ.35 'S):’tz't'i\?;c'ear RNA gene activation protein (SNAP) 50, 2,57 2,00 1,28 2,61 2,13 1,23 0,004 0,004
OG5_148984 LinJ.35.1550 LinJ.35 hypothetical protein, conserved 1 2,74 2,14 1,28 2,61 2,14 1,22 0,004 0,004
OG5_147589 LinJ.35.0200 LinJ.35 hypothetical protein, conserved 1 2,58 2,02 1,28 2,58 1,92 1,35 0,003 0,003
OG5_126705 LinJ.32.0970 Lind.32  vacuolar proton-ATPase-like protein, putative 1 2,09 1,64 1,28 2,01 1,60 1,26 0,009 0,009

guanine nucleotide exchange factor subunit
0OG5_128035 LinJ.10.1030 LinJ.10  GCD7,translation initiation factor 2b, delta subunit, 1 2,32 1,82 1,27 2,33 1,71 1,36 0,006 0,006
putative,elF-2B GDP-GTP exchange factor, putative

OG5_236284  LinJ.31.0860 LinJ.31  lipase 1 4,89 3,88 1,26 5,11 3,65 1,40 0,008 0,008
OG5_184101 LinJ.35.3170 LinJ.35 hypothetical protein, conserved 1 2,44 1,93 1,26 2,44 1,87 1,31 0,009 0,007
0OG5_149013 LinJ.35.3420 LinJ.35 hypothetical protein, conserved 1 2,53 2,01 1,26 2,40 2,02 1,18 0,004 0,004
OG5_149007 LinJ.35.2970 LinJ.35 hypothetical protein, conserved 1 2,53 2,01 1,26 2,61 1,91 1,36 0,008 0,006
OG5_127343 LinJ.32.1060 LinJ.32 chaperonin containing t-complex protein, putative 1 2,15 1,71 1,26 2,14 1,60 1,34 0,003 0,003
OG5_126856 LinJ.35.4860 LinJ.35 AMP deaminase, putative 1 2,41 1,92 1,26 2,24 1,85 1,21 0,005 0,005
OG5_145033 LinJ.35.2810 LinJ.35 hypothetical protein, conserved 1 2,57 2,05 1,26 2,58 1,88 1,37 0,009 0,009
OG5_128776 LinJ.36.6030 LinJ.36 hypothetical protein, conserved 1 2,29 1,82 1,26 2,34 1,79 1,31 0,004 0,002
OG5_146532 LinJ.35.2370 LinJ.35 protein kinase, putative 1 2,51 2,00 1,25 2,40 1,88 1,27 0,009 0,009
OG5_183432 LinJ.30.1830 LinJ.30 hypothetical protein, conserved 1 2,22 1,77 1,25 2,19 1,79 1,22 0,004 0,003
0OG5_148208 LinJ.32.3690 LinJ.32 DEAD/DEAH box helicase, putative 1 2,36 1,89 1,25 2,24 1,89 1,19 0,001 0,001
0G5_128001  LinJ.35.1660  Lin.35 :‘;i‘f;?ra‘t)crgtre?r?a" il LS 0Dl il 1 2.70 2.19 1,04 2,63 212 1,24 0,006 0,006
OG5_127643 LinJ.35.2380 LinJ.35 hypothetical protein, conserved 1 2,51 2,04 1,23 2,53 1,91 1,32 0,005 0,005
OG5_157992 LinJ.32.2610 LinJ.32 hypothetical protein, conserved 1 2,54 2,07 1,23 2,49 2,14 1,16 0,004 0,004
OG5_147717 LinJ.21.1480 LinJ.21 hypothetical protein, conserved 1 2,31 1,90 1,22 2,18 1,87 1,16 0,008 0,008
OG5_183969 LinJ.32.1840 LinJ.32 hypothetical protein, conserved 1 2,39 1,96 1,22 2,36 1,91 1,24 0,008 0,007
OG5_148000 LinJ.01.0070 LinJ.01 hypothetical protein, conserved 1 2,18 1,79 1,21 2,04 1,73 1,18 0,008 0,008
OG5_184083 LinJ.35.1560 LinJ.35 hypothetical protein, conserved 1 2,65 2,19 1,21 2,47 2,09 1,18 0,002 0,002
0G5_145063  LinJ.21.0100  Lind.21 EL‘;;?;cek'”ase’ putative,serine/threonine protein kinase, 2.26 1,87 1,21 221 1,89 1,17 0,001 0,001
OG5_148411 LinJ.14.1300 LinJ.14 hypothetical protein, conserved 1 2,33 1,92 1,21 2,31 1,86 1,24 0,003 0,003
0G5_136877  Lin).21.1640  Lind.21 I'i)z's"l‘)':g%’;iicy'”anﬁerase 8, putative,zinc finger domain- 2.19 1,82 1,21 2.20 1,76 1,25 0,008 0,006
OG5_148072 LinJ.13.0210 Lind.13  class 3 lipase, putative 1 2,50 2,09 1,20 2,57 2,00 1,28 0,009 0,009
OG5_130284  LinJ.15.1070 LinJ.15  glutamate dehydrogenase (GDH) 1 2,22 1,86 1,20 2,23 1,87 1,19 0,001 0,001
OG5_126891 LinJ.30.2180 LinJ.30 RING finger protein, putative 1 2,19 1,84 1,19 2,14 1,78 1,20 0,004 0,004
OG5_148529 LinJ.34.1430 LinJ.34 hypothetical protein, conserved 1 2,32 1,97 1,18 2,34 1,92 1,22 0,008 0,008
OG5_146117 LinJ.36.5560 LinJ.36  hypothetical protein, conserved 1 2,10 1,79 1,18 2,10 1,77 1,18 0,003 0,002
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Resultados

Média - Numero de cépias de genes Mediana - Nimero de c6pias de genes Mann-

Grupo Gene ID Cra Produto génico Ref Grupo Grupo Grupo Grupo Whitney perm.

Ortélogo Hap"  CURA  RECIDIVA R&ZEOCIR®  Cip RECIDIVA Razd0C/R® P

0OG5_184157 LinJ.36.4130 LinJ.36 hypothetical protein, unknown function 1 2,16 1,83 1,18 2,19 1,88 1,16 0,009 0,009

0G5_183977  LinJ.32.2190  LinJ.32  ABC transporter-like protein 1 231 1,99 1,16 2,30 2,00 1,15 0,008 0,008
LinJ.30.2470,

0G5_126744 Hﬂﬂ:ggégggj LinJ.30 gf:ct jggffpﬁ;?\:zted protein 1, mitochondrial 4 7.79 6.83 1,14 756 675 1,12 0,008 0,008
LinJ.30.2540

OG5_171427 LinJ.01.0840 LinJ.01 potassium channel subunit-like protein 1 1,96 1,75 1,12 1,93 1,74 1,11 0,008 0,008

& Cr, cromossomo.

bRef Hap., nimero de cépias de gene, por grupo ortélogo, no genoma haploide de referéncia, L. (L.) infantum JPCM5.

¢ R, grupo recidiva; C, grupo cura.

4 Mann-Whitney p, p-valor obtido apos andlise estatistica.

¢ Perm. p, p-valor obtido apés andlise de permutagéo.

OBSL1.: Os valores de nimero de copias de genes informados na tabela se referem a dose génica (nimero de cépias de genes na célula haploide x ploidia do referido cromossomo).
OBS2.: A andlise para mensurar o nimero de copias de genes foi realizada por grupo ortélogo por cromossomo.
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évia

de genes entre os isolados de L. (L.) chagasi. Heatmap obtido a partir dos dados da analise estatistica pr

Opias

dec

ao no numero
(Mann-Whitney), a qual destacou genes/grupo ortdlogos com nimeros de copias diferentes entre os grupos cura e recidiva (p < 0,01). Escala normalizada por coluna.

Figura 17 — Visualizacdo da variag
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Resultados

A tabela A1 mostra os dados da analise de variacdo do numero de copias de gene (dose
génica), por isolado clinico, que variaram entre 0S grupos cura e recidiva com nivel de
significancia a < 0,05. Esses dados foram utilizados para destacar os processos biolégicos e
vias metabdlicas possivelmente enriquecidos nos grupos cura e recidiva. Essa andlise, ao
contrério dos dados protedbmicos, mostrou que: (i) processos biolégicos envolvidos na
homeostase do sistema redox estdo enriquecidos nos isolados do grupo cura; (i) e que
processos de metabolismo de aminoacidos estdo enriquecidos apenas no grupo cura
(metabolismo da arginina, prolina, D-glutamina, D-glutamato, alanina, aspartato e
glutamato). Além disso, essa andlise destacou o enriquecimento das vias metabdlicas de
éter-lipidios e glicerofosfolipideos e de vias energéticas nos isolados do grupo recidiva
(Figura 18).

Considerando que um aumento no numero de cépias de genes pode levar a um aumento na
expressao génica e consequentemente no conteudo proteico, os dados de CNV dos
respectivos genes das proteinas que apresentaram regulacao diferenciada entre os isolados
do grupo cura (MG14A) e do grupo recidiva (MG11A), na abordagem prote6mica, foram

correlacionados.

Dentre as proteinas diferencialmente expressas destacadas na analise protebmica, apenas
0 gene da proteina pyrroline-5-carboxylate reductase apresentou diferenca significativa de
CNV entre os grupos cura e recidiva, porém o namero de cépias de genes encontrado foi
inversamente proporcional a expresséo proteica. Entretanto, quando a analise de CNV é
realizada apenas entre os isolados utilizados na analise protebmica (MG11A e MG14A) é
possivel observar uma correlacdo positiva entre as duas abordagens, indicando que
possivelmente os isolados analisados na abordagem protedmica ndo sédo representativos

dos grupos cura e recidiva para a expressao desse produto génico.

A variagdo da dose génica entre os isolados MG11A e MG14A também mostrou correlagao
positiva com a expressdo proteica dos seguintes produtos: activated protein kinase c
receptor, chaperonin Hsp60, ATPase beta subunit, GDP-mannose pyrophosphorylase, RNA
helicase, mitochondrial peroxiredoxin, stress-induced protein stil, actin e uma proteina
hipotética (OG5_148242), totalizando 50% de produtos positivamente correlacionados. Ja a
expressao das proteinas ribonucleoprotein p18, proliferative cell nuclear antigen e de duas
proteinas hipotéticas (OG5_145290 e OG5_150350) apresentaram correlacdo inversa com a
dose génica (18,2%) e os demais genes (31,8%) ndo apresentaram variagdo, mostrando
que provavelmente a expressao dessas proteinas é regulada a nivel pés-transcricional e/ou

pos-traducional.
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Figura 18 — Andlise de enriquecimento. Processos bioldgicos (a) e vias metabdlicas (b) que apresentaram
significativa diferenga entre os isolados dos grupos cura e recidiva, baseado na variagdo do nimero de cépias de
genes (dose génica). As analises de enriguecimento foram realizadas no site do TriTrypDB
(http:/itritrypdb.org/tritrypdb/), baseada nas anotacbes de processos biolégicos do Gene Ontology e nas
anotacdes de vias metabdlicas do KEGG. Representagdo grafica em referéncia ao grupo recidiva.
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Tabela 15 — Correlagéo entre os dados das andlises de CNV de genes e protedmica.

Resultados

Dose génica Expresséo
Gene ID Produto génico orthomeliDa Gl Anélise por grupo Andlise com os isolados da protedmica proteica*

Grupo Grupo Grupo  MGI14A MG11A CIR CIR

Cura (C) Recidiva (R) C/R (Cura) (Recidiva) (MG14A/MG11A)  (MG14A/MG11A)
'dgjég:gg;‘g Activated protein kinase c receptor (LACK) 0G5_127516 321398491 3,82 4,01 0,96 1,56 4,95 032+ n
:::gjgggﬁg Chaperonin Hsp60, mitochondrial precursor OG5_126788 134074164 4,11 4,23 0,97 3,22 4,94 0,65 + +
LinJ.04.0570 Spermidine synthase (SPDSYN) OG5_127074 134066976 2,35 2,15 1,09 3,15 3,15 1,00
LinJ.13.1420  Pyrroline-5-carboxylate reductase 0OG5_126801 321399182 2,57 1,52 1,69 ¢ 1,18 1,74 0,68 + +
LinJ.25.1210  ATPase beta subunit 0OG5_127099 134070254 3,03 3,75 0,81 2,90 3,92 0,74 ¥ +
LinJ.23.0410 NADP-dependent alcohol dehydrogenase OG5_126661 134069817 2,88 2,57 1,12 1,62 3,12 0,52 + +
LinJ.25.2090 2,4-dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid aldolase 0OG5_131052 134070342 1,70 2,54 0,67 + 1,63 1,96 0,83 +/4
LinJ.23.0120 GDP-mannose pyrophosphorylase OG5_127109 134069789 2,64 2,48 1,06 1,36 2,18 0,62 + +
LinJ.26.1550  Metallo-peptidase, Clan MA(E), Family M3 OG5_127067 134070535 2,48 2,30 1,08 2,43 2,53 0,96 *+
LinJ.36.1490  Translation elongation factor 1-beta OG5_127390 134074101 3,97 4,10 0,97 3,65 3,55 1,03 +
LinJ.21.1820 RNA helicase OG5_127438 134069547 2,17 1,73 1,254 2,56 1,60 1,60 + +
LinJ.23.0050 Mitochondrial peroxiredoxin OG5_126593 16751316 2,04 1,85 1,11 1,84 2,58 0,71 ¥ +
LinJ.08.1020 Stress-induced protein stil OG5_128289 134067520 2,27 2,34 0,97 2,02 2,82 0,72 + +
LinJ.15.1100
LinJ.15.1140 Cytosolic peroxiredoxin OG5_126593 16751318 6,15 5,45 1,13 6,20 5,62 1,10 +
LinJ.15.1120
LinJ.26.2290  Nitrilase OG5_126651 134070599 1,97 1,99 0,99 1,47 1,30 1,13 +
t:zjgggggg S-adenosylmethionine synthetase OG5_126734 321398550 3,92 3,72 1,05 4,66 4,01 1,16 +
LinJ.04.1250 Actin OG5_126595 134067044 1,93 1,71 1,13 2,87 1,50 1,91 + +
t:;ﬁg:gg;g Ribonucleoprotein p18, mitochondrial precursor 0G5_142220 134068463 3,97 3,97 1,00 458 3,53 1,30 ¢ v
LinJ.30.3130 Conserved hypothetical protein / RNA-binding protein 42 OG5_145290 134071523 1,96 1,82 1,07 1,63 1,24 1,31 4 +
LinJ.36.7070 Conserved hypothetical protein 0OG5_150350 134073755 2,21 2,02 1,09 3,03 2,03 1,49 ¢ +
LinJ.15.1500 Proliferative cell nuclear antigen (PCNA) OG5_127352 134068565 1,66 1,57 1,05 1,49 0,92 1,62 + +
LinJ.04.0400 Conserved hypothetical protein OG5_148242 134066959 2,34 2,13 1,10 3,59 1,19 3,02 + +

2 orthomclID, ID do grupo ortélogo

® Nimero de Acesso correspondente ao banco de dados de L. (L.) infantum de acordo com NCBI.

¢ A expresséo proteica foi apresentada apenas como aumentada (4') ou reduzida (¥) em relacdo ao isolado de L. (L.) chagasi MG14A, do grupo cura, uma vez que em alguns casos 0 mesmo
produto génico foi encontrado em diferentes spot proteicos. Setas verdes (¥/4) e vermelhas (¥/4) indicam correlagdo positiva e negativa entre os dados das abordagens gendmica e
protedmica, respectivamente.

OBS.1: Foi considerado diferenca na dose de gene entre C e R quando esta foi = 20%.

OBS.2: A variagdo no numero de copias do gene LinJ.13.1420 (destacado em negrito) entre os grupos cura e recidiva apresentou diferenca significativa na andlise de CNV (Tabela Al).
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Resultados

A analise de CNV também destacou uma diferenga relevante entre os grupos cura e recidiva
baseado na presenca dos genes in tandem LinJ.31.2370 (3'-nucleotidase/nuclease,
putative), LinJ.31.2380 (3'-nucleotidase/nuclease, putative) e LinJ.31.2390 (helicase-like
protein), uma vez que que esses estao presentes em 11 dos 14 isolados do grupo cura e
ausentes em 11 dos 12 isolados do grupo recidiva. A cobertura na regido do cromossomo
31 relativa a esses trés genes demonstrou a auséncia de um quarto gene in tandem a
esses, LinJ.31.2400 (3,2-trans-enoyl-CoA isomerase, mitochondrial precursor, putative), que
também estava ausentes em 11 dos 12 isolados do grupo recidiva (Figura 19). Essa
diferenca na presenca do gene LinJ.31.2400 entre os isolados, ndo foi inicialmente
detectada pelo fato da analise de CNV ter sido realizada por grupo ortélogo/por cromossomo

e o referido gene ser ortélogo do gene LinJ.31.2320.

—— [ e —— [F e
LinJ.31.2370 LinJ.31.2380 LinJ.31.2390 LinJ.31.2400 LinJ.31.2410

Figura 19 — Cobertura de sequenciamento dos isolados de L. (L.) chagasi. Regido do cromossomo 31 que
contém os genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400. Estdo apresentados apenas 0s
dados dos isolados obtidos antes do tratamento. Imagem obtida no software Integrative Genomics Viewer (IGV,
v.2.3.40).
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Para investigar se essa diferenca qualitativa predita na andlise de CNV era de fato
verdadeira, a mesma foi validada por meio de reacdes de PCR para verificar a presenca dos
genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 nos isolados clinicos. Os
resultados das reagbes de PCR de cada gene individual apresentou perfeita correlagdo com
os dados da bioinformética. Contudo, os resultados da reagcdo de PCR, capaz de
simultaneamente detectar a presenca dos quatro genes in tandem, assim como a auséncia
deles, mostrou que sete dos 12 isolados do grupo cura (MAO2A, MAOSA, PIO4A, PIO5A,
PI08A, PIO9A e PI10A) apresentam um perfil génico heterogéneo para essa regiao (Figura
20). Considerando que essa observacdo pode representar casos de heterozigose ou de
populacdo heterogénea ou ambos, esses sete isolados clinicos, assim como outros trés
(MAO1A, MG11A e MG14A) utilizados como controles para presenca ou auséncia desses

guatro genes, foram clonados e posteriormente genotipados para essa regiao.

Os resultados da genotipagem dos clones obtidos dos isolados acima referidos mostraram
que os isolados controles para a presenca ou auséncia dos genes LinJ.31.2370,
LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 apresentam um genatipo Unico para essa regiao,
enquanto que os isolados com genoétipo misto sdo compostos de uma populacao

heterogénea (Figura 21).

Para verificar a eficacia do processo de clonagem, dois casos de possiveis heterozigotos
(PIO5A-C13 e PIOBA-C7) foram reclonados. O resultado da genotipagem mostrou que esses
na verdade consistiam de uma populacdo heterogénea e ndo clones (Figura 21). Dessa
forma, nenhum caso de heterozigoto verdadeiro foi encontrado no presente estudo e, para
definir os demais casos de possiveis heterozigotos é preciso reclona-los. Além disso, foi
possivel observar que a frequéncia de clones que ndo possuem esses quatro genes é
inferior a dos clones que os possuem (em alguns casos sequer foi possivel encontrar clones
que ndo possuem esses genes), 0 que pode indicar uma diferenca de crescimento entre

eles.

A genotipagem dos clones também mostrou que para muitos dos clones foi possivel
observar um produto de PCR de baixa intensidade com tamanho proximo de 1,2 kb
(referente ao produto de PCR relacionado com a perda do locus contendo os genes
LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400). Para descartar a possibilidade de
background da reacédo de PCR esse produto foi ligado ao pGEM T easy vector e apos
clonagem foi sequenciado. Os dados do sequenciamento mostraram que de fato o produto
corresponde ao fragmento de ~1,2 kb se refere a perda do locus contendo esses quatro
genes. Dessa forma, € possivel inferir que um baixo nivel de recombinacdo esta

provavelmente ocorrendo.
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Resultados

Para os isolados clinicos obtidos apdés o tratamento com miltefosina e durante a falha
terapéutica foi observado que, a regido do genoma referente aos genes LinJ.31.2370,
LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 se mantém inalterada ap0s a presséo da droga,
exceto para o isolado PI01. Neste caso os isolados obtidos antes (PI01A) e apos (PI01B) o
tratamento ndo apresentaram os referidos genes, enquanto que o isolado obtido durante a
recidiva (PI01C) os apresentou (Figura 20), sugerindo um possivel caso de reinfeccao.

Contudo ¢é preciso considerar a possibilidade de troca de amostras.
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Figura 20 — Validacao dos dados de CNV da analise de bioinforméatica. (a) Estratégias de PCR utilizadas para verificar a presenca dos genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380,
Lind.31.2390 e LinJ.31.2400, individualmente ou simultaneamente. (b) Resultados das reacbes de PCR apresentadas em “a”. Os retangulos pontilhados em vermelho
destacam os isolados do grupo cura que apresentaram perfil génico heterogéneo para a presenca desses genes e foram subsequentemente clonados. Os retangulos
pontilhados em verde destacam os isolados selecionados como controles no processo de clonagem.

131



Resultados

MW

9LO-VVION
SLO-VYLON

71O-VPIOW

ELOVYION

e 0 O

ZLOVYIOW

LLO-VYLOW

0LO-VVIOW

60-VVIOW

we -

80-VVIOW

LO"VPLON

90-VrIOW

SO-VVIOW
YO-VrIOW
€0V IOW

ZO-VrIOW

M s

(2ol 44 %0)
VPIOW

osueig

mu Iy

mn 1Ny

9LO-VIOVIN
SLO-VIOVIN
YLO-VIOVIN
€LOVIOVIN
ZLOVIOVIN

LLO-VIOVIN

el DT LT el

0LOVIOVIN

62-VIOVN

80-VIOVIN

LOVIOVA

90-VIOVA

SO-VIOVIA

VO-VILOVA

£I°VIOVIN

ZOVIOVIN

LO-VIOVIN

VIOV

oouelg

mn 1101

0
@
=
)
©
»
3
@
w
o
<
=
o
=

MW

9LO-VZOVN

SLO-VZOVN

VLO-VZOVAN

£LO"VZOVN

ZLOVZOVN

LLO-VZOVIN

0LO-VZOVN

62-VZ0V

80-VZOVIA

LO-V2OVA

90-VZOVA

SO-VZOVIA

YO-VZOVA

€D-V20VI

TOVZOVIN

LO-VZOVN

VZOVIN

ooueig

MW

M

9LO-VLIOW

SLOVLIOW

PLOVIIOW

ELOVLIOW

ZLOVLIOW

LLO-VLION

0LO-VLIOW

6D-VLION

8D-VLIOW

LOVILIOW

90-VILION

SOVLIOW

VO-VLION

EOVLION

ZOVLIOW

LOVLIOW

VILOW

ooueig

M

TR -
. 910-Vp0Id
- $10-VP0Id
. 710-Vp0Id
£10°Vh0Id

- ZL0-Vr0Id
110-V¥0Id

- 0L0-V¥0Id
60-Vp0ld

' 80-V0Id
u L£0-Wy0ld
. 90-vrold
' SO-Vrold
¥O-vrold
£0-Vpold
20-vrold
10-vp0Id
vrold

ooueig

MW

mnin i

1IN o
91L0-VSOVIN
SLO-VSOVIN
PLO-VSOVIN
€LO-VSOVIN
ZLO-VSOVIN
LLO-VSOVIN
01LO-VSOVIN
60-VSOVIN
80-VSOVIN
LO"VSOVIAN
90-VSOVIN
SO-VSOVN
PYO-VSOVIN
£0-VSOVIA
ZO-VSOVIN

LO-VSOVI

VSOV

ooueig

MW

Mmniy

----~"'~HH-HUFN
—tuww_Seleweeweww

Y Y Y ) oy Y P P

IR

)
)
)
3
3
]
|
3
1
3
3
)
3
]
3
|

|
3
mn i

nma |

inuag&do na proxima pagina.

Figura 21 — Cont

132



Resultados

mn 11N

910-€1D ¥-S0Id
§10-€LD ¥-S0Id
V10-€10-VS0Id
€10-€10-VS0Id
TLO-€1LD-VSOId
LLD-€10-VS0Id
0L0-€10-VS0Id
62-€10-VS0Id
80-€10-VS0Id
£2-€10-VS0Id
90-€10-VS0Id
$0-€10-VS0Id
¥2-€10-VS0Ild
€0-€10-VS0Id

20-€10-VS0Id

3
3
b )
3
3
3
]
-}
)
)
|
]
]
)

)

LO-€10-VS0Id
€10-VSold

ooueig

mn i i
mn mna

910-VS0ld
S§10-VS0ld

Y10-vS0ld

Ly
e

€10-VS0ld

Z10-vsold

L10-vSo0Id

019-VSold

60-VS0Id

o

80-VS0Id

L0-VS0Id
99-VS0Id
$0-vSold
O-vS0ld
£€2-VS0Id
2o-Vsold
10-vsold

vSsold

oouelg

mn mn i

MW
919-L2-v80Id

§10-20-V80Id

¥10-L0-v80Id
€10-2L0-V80ld
Z10-L2-v80Id
L10-20-v80Id
013-L2v8old
62-L0-v80Id
80-L0-v80Id
L3-.0-V80Id
99-L0-V80Id
§0-L0V80ld
¥9-L0-V80Id
€0-20-v80Id
20°L0-v80Ild
13-20-v80Ild
L2v80ld
osueig

MW

mn 1N

910-v80Id
§10-v80Id
¥10-v80Id
€1L0-v80Id
ZLOo-v8old
Lo veold
0L0-v80Id
62-v8old
80-v80Id
L2rv8old
90-v80Id
5§0-v80Ild

O v8old

£0-V80Id

zoveold
1O veold
v8old
ooueig

MW

MW

910-voLld

S10-Void

v1O-VoLid

€L0-voLId

ZLO-voLld

LLO-VOoLId

0LO-voLId

62-V0LId

80-VO0LId

L2-V0LId

92-VO0LId

§0-V0LId

¥0-voLld

€0-VO0LId

20-voLIld

LO-voLId

VoiLIld

oouelg

mn N

MW 1111)

910-v60Id
§10-601d
v10-v60Id
€10-v60Id
Z10-veold
LLO-V60Id
010-v60Id
60-V60Id
80-V60Id
£9-v60ld
99-v60ld
$0-v60Id
¥O-v60Id

£0-v60Id

» 1»-1'”
BN LW, e e e

20-v60ld
1O-v60Id
V60ld

ooueig

mu 1N

Figura 21 — Genotipagem dos clones obtidos dos isolados de L. (L.) chagasi para a regido do locus

LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400. As amostras destacadas com

LinJ.31.2380
retangulos verde e vermelho representam os isolados utilizados como controles

contendo os genes LinJ.31.2370

, para a presenca ou auséncia

dos genes, e os isolados que apresentaram genotipo heterogéneo, respectivamente. Os retangulos azul indicam
os clones reclonados. Os clones estédo identificados pelas ID dos respectivos isolados seguido das ID de

clonagem (C1-C16). Reacéo de PCR realizada de acordo com o ID 7 da tabela 5. Produtos de PCR separados

em gel de agarose-TAE 0,6%. [Soladoldolgrtpolctira; e Isolado do grupo recidiva.
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3.3. CARACTERIZAGAO DOS CLONES OBTIDOS DOS ISOLADOS DE L. (L.) chagasi

As formas promastigotas dos clones obtidos dos isolados PIO5A e PIO8A, do grupo cura,
com diferentes gendtipos em relacdo a presenca do locus contendo os genes LinJ.31.2370,
LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 foram caracterizadas quanto: capacidade de
crescimento em meio LIT suplementado com 10% SFBi e 2% de urina; e susceptibilidade in

vitro a miltefosina.

Os resultados da avaliacdo da capacidade de crescimento em cultura mostraram que o
clone PIO5A-C1, que possui 0s quatro genes in tandem, apresentou uma maior taxa de
crescimento quando comparado ao clone que ndo possui esses genes (PI0O5A-C2), mas
inferior a taxa de crescimento do isolado clinico (PIO5A) e da populacdo heterogénea
purificada (PIO5A-C13) desse isolado. Contudo, o mesmo perfil de crescimento néo foi
observado entre os clones e a populacéo heterogénea obtidas do isolado PIO8A (Figura 22 —
a/b.1 e a/b.3). Esses dados sugerem que os clones obtidos de isolados clinicos podem
diferir em outros aspectos ndo avaliados neste estudo, e que a presenca desses genes
podem nao estar diretamente relacionada com a capacidade de crescimento das formas

promastigotas em cultura.

A andlise de susceptibilidade in vitro das formas promastigotas dos isolados clinicos e seus
respectivos clones mostrou que: os clones que possuem o0s genes LinJ.31.2370,
LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 (PI0O5A-C1, ICs 8,24 uM; e PIO8A-C3, ICso 32,38
UM) sé&o significativamente menos susceptivel a miltefosina em relagdo aos clones que nédo
possuem esses genes (PIO5A-C2, ICs 1,43 uM; e PIOBA-C4, ICso 3,46 uM) e aos isolados
clinicos de origem (PIO5A, ICso 4,82 uM; e PIO8A, ICs 5,11 pM) (Figura 22 — a/b.1 e a/b.2).
Esses dados vao de encontro a associagdo prévia entre a presenca desses genes e 0
desfecho clinico de cura e demonstram que o fenétipo do isolado clinico né&o
necessariamente corresponde ao fenoétipo dos clones encontrados em maioria na populagao
(PIO5A e PIO8A: 53,3% e 69,2% de clones que possuem o locus contendo os quatro genes,
respectivamente). Contudo, é ainda preciso analisar a susceptibilidade in vitro desses clones
a miltefosina na forma amastigota, a qual previamente exibiu uma correlagdo mais evidente

com a resposta clinica apresentada pelos pacientes com LV.
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Figura 22 — Caracterizacdo de clones obtidos de isolados clinicos de L. (L.) chagasi. (a) Isolado PIO5A e
dois clones (C1 e C2) e uma populacéo mista (C13) obtidos deste. (b) Isolado PIO8A e dois clones (C3 e C4) e
uma populacé@o mista (C7) obtidos deste. a/b.1 — gel de agarose com os produtos de PCR referentes a reacéo 1D
7, mostrando a presenca (14 kb) ou ndo (1,2 kb) do locus contendo os genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380,
LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400. a/b.2 — Susceptibilidade in vitro a miltefosina das formas promastigotas (* destaca
diferencas significativas (p < 0,05) entre os grupos avaliados). a/b.3 — Curvas de crescimento em meio LIT
suplementado com 10% de SFBi e 2% de urina.
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3.4. AVALIACAO DO EFEITO DA REEXPRESSAO DOS GENES LINJ.31.2370.
LINJ.31.2380, LINJ.31.2390 E LINJ.31.2400 NO FENOTIPO DE RESISTENCIA A
MILTEFOSINA EM L. (L.) chagasi

Construcbes individuais contendo os genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 ou
LinJ.31.2240 foram obtidas conforme descrito no item 6.6 e estdo esquematizadas na figura
23. O vetor sem inserto também foi linearizado e transfectado e utilizado como controle nos
ensaios de susceptibilidade in vitro. A integracdo dessas constru¢des linearizadas
(Pacl/Pmel) no isolado MG11A foi verificada por reacdo de PCR (utilizando o primer Fw
localizado no locus ribossomal e o primer Rv localizado na ORF do gene clonado na
construcao), a qual mostrou que todos os clones selecionados integraram as constru¢des no

locus ribossomal (Figura 23).

A expressdo proteica correspondente aos genes reexpressos na estratégia Tagged foi
verificada por western blotting, 0 qual mostrou que os genes transfectados, LinJ.31.2380-HA
e LinJ.31.2390-Ty estdo sendo transcritos e traduzidos (Figura 23). O western blotting para
as proteinas fusionadas a Tag Ty apresentou reagéo inespecifica de alta intensidade com
proteinas na regido correspondente a 40 kDa (dado ndo mostrados), impossibilitando a
verificacdo do produto génico de LinJ.31.2370-Ty (39,1 kDa). Além disso, néo foi possivel
visualizar a expressdo do produto génico de LinJ.31.2400-HA nas condi¢es utilizadas.
Dessa forma, melhores condicdes serdo estabelecidas para verificar os produtos da

reexpresséo dos genes LinJ.31.2370-Ty e LinJ.31.2400-HA transfectados.

A analise da capacidade de crescimento em meio LIT, suplementado com 10% SFBi e 2%
de urina, das formas promastigotas dos clones transfectados mostrou que: (i) os clones
reexpressando o gene LinJ.31.2370, nas versbes Tagged e Untagged, apresentaram,
respectivamente, uma taxa de crescimento celular semelhante e discretamente menor em
relagdo ao clone MG11A + pGL631 e, ambos exibiram densidade celular discretamente
superior em relagdo a este controle; (i) os clones reexpressando os genes LinJ.31.2380
(Tagged e Untagged) exibiram perfis de crescimento semelhantes ao clone MG11A +
pGL631; (iii) os clones reexpressando os genes LinJ.31.2390 (Tagged e Untagged)
apresentaram taxa de crescimento semelhante ao clone MG11A + pGL631, contudo a
versdo Tagged apresentou densidade celular um pouco inferior em relagdo aos clones
MG11A + pGL631 e MG11A + pGL631-LinJ.31.2390; (iv) e o clone reexpressando o gene
LinJ.31.2400-HA apresentou menor taxa de crescimento e densidade celular em relagéo ao
clone MG11A + pGL631, enquanto que a versdo Untagged exibiu taxa de crescimento
semelhante, mas inferior densidade celular, em relagdo ao clone MG11A + pGL631 (Figura
24 (a)).
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Figura 23 — Construcdes geradas a partir do vetor pGL631, verificagdo da integracdo das constru¢cdes no
locus ribossomal do isolado de L. (L.) chagasi (MG11A) e demonstracdo da expressdo proteicas dos
genes clonados. (a) pGL631. (b) pGL631-LinJ.31.2370. (c) pGL631-LinJ.31.2380. (d) pGL631-LinJ.31.2390. (e)
pGL631-LinJ.31.2400. (f) pGL631-LinJ.31.2370-Ty. (g) pGL631-LinJ.31.2380-HA. (h) pGL631-LinJ.31.2390-Ty.
(i) pGL631-LinJ.31.2400-HA. Os produtos de PCR foram separados e visualizados em gel de agarose-TAE 0,9%.
Os valores de nimero de pares de bases dos produtos de PCR e de massa molecular das proteinas analisadas
estdo indicados ao lado das setas.
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Os resultados da analise de susceptibilidade in vitro a miltefosina demonstraram que a
reexpressédo dos genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 no isolado
MG11A ndo interferiu de forma significativa no fenétipo de resisténcia a droga (Figura 24

(b)).
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Figura 24 — Caracterizagdo dos clones reexpressando os genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e
LinJ.31.2400. Curvas de crescimento (a) e perfis de susceptibilidade in vitro a miltefosina (b) do isolado MG11A
e de seus mutantes reexpressando os genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 ou LinJ.31.2400 na

versdo Tagged (Ty ou HA) e Untagged.
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3.5. MECANISMO DE PERDA DOS GENES LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 E
LinJ.31.2240 EM ISOLADOS DE L. (L.) chagasi

Para compreender o processo que levou a perda dos genes in tandem LinJ.31.2370,
LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 nos isolados de L. (L.) chagasi, os produtos de
PCR com inicio na regido intergénica acima do gene LinJ.31.2370 e fim na regido
intergénica abaixo do gene LinJ.31.2400 (fragmento de 1,2 kb obtido na reacdo de PCR ID 8
— tabela 5) foram ligados ao pGEM T easy e, ap6s clonagem, foram sequenciados. O
sequenciamento foi realizado para todos os isolados que apresentaram perda dos referidos

genes.

O alinhamento das sequéncias mostrou que a perda do referido locus ocorreu exatamente
na mesma posicdo do genoma para todos os isolados, indicando que esse processo ndo
ocorreu ao acaso (Figura 25). Diante desse resultado, foi realizado uma busca por
sequéncias repetidas no cromossomo 31, as quais possibilitam o processo de recombinacgéo
homodloga e consequentemente a perda desse locus. Essa andlise identificou 6 regides
repetidas em relacdo a sequéncia formada pela jungdo da regido intergénica posicionada
logo acima do gene LinJ.31.2370 e logo abaixo do gene LinJ.31.2400. Além disso, essa
andlise também mostrou que essas repetigdes estdo direcionadas no mesmo sentido e que
0s quatro genes perdidos estdo posicionados entre duas regides repetidas (Figura 26).
Esses resultados nos permitem inferir que o processo de recombinagdo génica entre duas
regibes repetidas levou a delecdo génica do locus, formando um elemento
extracromossomal circular. Esse elemento extracromossomal possivelmente ndo foi mantido
pelas células, uma vez que néo foi possivel identificar os genes internos (LinJ.31.2380 e
LinJ.31.2390) por reacédo de PCR (Figura 20).

Baseado nos dados publicados por Ubeda e colaboradores (2014) foi possivel determinar
que essas sequéncias repetidas identificadas no cromossomo 31 apresentam elementos
classificados como SIDER2 (Short Interspersed DEgenerate Retroposons), os quais atuam
na regulacdo da expressao génica a nivel pds-transcricional (Bringaud et al., 2007; Smith et
al., 2009).

141



Resultados

(@
> <«
s.0m 10.000
MAQ2A ——— — 1252
MAQ4A ——— — 1252
MAOSA — — 1252
MAO7A —— — 1252
MG11A ——— — 1252
MG12A — — 1252
MG13A —— — 1252
MG15A =—— — 1252
MG16A —— — 1252
MG17A  =— — 1252
MG17B —— — 1252
MG17C ——— — 1252
MG18A — — 1252
MG19A = — 1252
MG19B ——— — 1252
PI0O1A —— — 1252
PI01B = — 1252
PI02A —— — 1252
PI03A ——— — 1252
PI04A —— — 1252
PIOSA — — 1252
PI0BA — — 1252
PIO9A —— — 1252
PI10A — — 1252
PI11A — — 1252
PP75 =—— — 1252
L chagasi 13935
L.infantum LinJ.31:1121889 - 1135849 13961
Consensus 7 2l
100% ,
Conservation ﬂlllll]ﬂmm'! 12.682 bp 'W
o {
(b)

MAO2A
MAO4A
MAOSA
MAO7A

PIOSA
PIOSA
PI09A
PI10OA
PIL1A

PP75

L.chagasi consensus sequence | ] ] .Gal. agﬂﬂ 13574
Linfantum Lin).31:1121889 - 1135849 i | 13600

PO PR O
$882222822822282282822282288282382832

8
91

Figura 25 — Alinhamento das sequéncias de nucleotideos formadas pela juncéo das regifes intergénicas
posicionadas logo acima do gene LinJ.31.2370 e logo abaixo do gene LinJ.31.2400 nos isolados de L. (L.)
chagasi. (a) Visualizacdo global do alinhamento dos fragmentos sequenciados dos isolados clinicos contra a
sequéncia consenso de L. (L.) chagasi e o genoma de referéncia de L. (L.) infantum (JPCM5). (b) Zoom das
extremidades das sequéncias alinhadas, destacando a posi¢cdo onde ocorreu a perda do locus contendo os
genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400.
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Figura 26 — Mecanismo de perda dos genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 nos
isolados de L. (L.) chagasi. (a) Localizagdo das sequéncias repetidas no cromossomo 31 baseado na
sequéncia formada pela junc@o das regides intergénicas posicionadas logo acima do gene LinJ.31.2370 e logo
abaixo do gene LinJ.31.2400. As sequéncias repetidas estdo identificadas como “repeat1”, “repeat2”, “repeat3”,
‘repeatd”, “repeat5” e “repeat6” e o locus deletado do genoma esta identificado como “Spliced Region”. (b)
Processo de recombinacdo homdloga entre as regibes repetidas “repeatl” e “repeat2”, destacadas pelas setas
em negrito e vermelha, levando a formacdo de um elemento extracromossomal, o qual contém os genes
LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400, destacados em azul.
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3.6. INDUGAO DE RESISTENCIA A MILTEFOSINA EM ISOLADOS DE L. (L.) chagasi

Considerando que a pressdo de droga pode induzir a delecdo génica por recombinacao
homologa, isolados de L. (L.) chagasi foram submetidos ao processo de inducdo de
resisténcia in vitro, por cultivo em meio contendo concentracfes crescentes de miltefosina.
Para isto foram utilizados: (i) os isolados do grupo cura MAO1A e MG14A, homogéneos
quanto a presenca do locus contendo os genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e
LinJ.31.2400; (i) e o isolado MG11A, previamente caracterizado como resistente a
miltefosina e que ndo apresenta o locus contendo os genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380,
LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400.

A andlise de susceptibilidade in vitro das formas promastigotas desses isolados demonstrou
que: (i) apesar do isolado MAO1A ter exibido um discreto aumento na resisténcia a
miltefosina, este nao foi capaz de crescer em meio com concentracido = 3 uM de miltefosina;
(ii) o isolado MG14A reverteu o fenétipo de susceptibilidade a miltefosina; (iii) e o isolado
MG11A se tornou ainda mais resistente a miltefosina (Figura 27 (a)). Os mesmo isolados
cultivados na auséncia de pressao da miltefosina, pelas passagens correspondentes
aquelas submetidas a pressdo da droga, ndo sofreram variagédo significativa no fenétipo de

resisténcia a miltefosina (dados ndo mostrados).

A investigacdo da perda do locus contendo os genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380,
LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 nos isolados MAO1A e MG14A, apoés pressao da droga (até a
concentracdo maxima utilizada para induzir a resisténcia neste estudo), revelou que a
reducd@o da susceptibilidade in vitro a miltefosina ndo foi acompanhada da delecdo do locus

contendo esses genes (Figura 27(b)).
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Figura 27 — Inducao de resisténcia a miltefosina e concomitante verificagdo de alteracdo no genoma em
isolados de L. (L.) chagasi. (a) Avaliagcdo da susceptibilidade in vitro das formas promastigotas de MAO1A,
MG11A e MG14A ap6s cultivo em meio LIT contendo miltefosina em concentragdes crescentes. (b) Perfil génico
dos isolados MAO1A e MG14A quanto a presenga do locus contendo os genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380,
LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 (isolados cultivados na auséncia e na presenca de miltefosina durante o processo
de inducao de resisténcia). As concentracdes de miltefosina utilizadas em cada etapa do processo de inducao de

resisténcia estdo especificadas nas figuras. Gel de agarose-TAE 0,6%.
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DISCUSSAO

A miltefosina tem apresentado elevada taxa de cura em areas endémicas de LV na india
(Sundar et al., 1998; Sundar et al., 1999; Sundar et al., 2002a). Contudo, resultados obtidos
de um estudo clinico realizado no Brasil, pelo nosso grupo de pesquisa, mostraram que
apenas cerca de 50% dos pacientes portadores de leishmaniose visceral evoluiram para
cura apos o tratamento com miltefosina (dados n&o publicados — Dietze, R.). Um estudo
prévio, utilizando ensaio de infeccdo de macrofagos para caracterizar isolados de L. (L.)
chagasi obtidos de pacientes arrolados no ensaio clinico acima citado, revelou que a maioria
dos isolados dos pacientes que apresentaram falha terapéutica eram resistentes in vitro a
miltefosina, sugerindo que a falha ao tratamento poderia ser associada a resisténcia do
parasita a droga (Monti-Rocha, 2012).

Este estudo acrescentou a caracterizacado do perfil de susceptibilidade in vitro das formas
promastigotas desses isolados de L. (L.) chagasi a miltefosina. Apesar da analise estatistica
mostrar diferenca no ICso entre as formas promastigotas dos isolados dos grupos cura e
recidiva, a diferengca em valor numérico absoluto € muito pequena (razdo < 2), quando
comparada com o da amastigota (razdo > 2), mostrando que o teste de susceptibilidade in
vitro para a forma amastigota apresenta uma correlagdo mais segura com o desfecho

clinico.

Na tentativa de compreender os mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia do
parasita Leishmania a miltefosina este estudo comparou o perfil de expressdo proteica e o
genoma de isolados de L. (L.) chagasi obtidos de pacientes portadores de LV que

apresentaram diferentes respostas clinicas ao tratamento com miltefosina.

Na abordagem protedmica conduzida neste estudo, o proteoma sollvel dos isolados com
diferentes susceptibilidade a miltefosina foram separados no sistema 2D-DIGE com alta
resolucdo na faixa de pH 4 a 7, resolvendo em média 810 spots proteicos. Esse numero
representa uma cobertura de 10,1% dos ~8.000 ORFs preditos no genoma de L. (L.)
infantum. Contudo, esse percentual pode estar superestimado, considerando a ocorréncia
de modificagcbes poés-traducionais e processamentos proteicos, 0s quais podem ser

evidenciados pela ocorréncia de um mesmo produto génico em diferentes spots.

O numero total de spots observados no perfil 2D neste estudo foi relativamente menor
guando comparado com outros trabalhos que utilizaram a mesma abordagem para analisar
o proteoma de L. (L.) infantum e L. (L.) chagasi (Costa et al., 2011; Da Fonseca Pires et al.,

2014) e, consideravelmente menor em relacdo aos dados obtidos por Daneshvar e
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colaboradores (2012). Essa diferenca pode ser justificada considerando que o nimero de
spots visualizados no 2D-DIGE pode ser influenciado por diversos fatores, tais como: tipo da
amostra (espécie/cepa de parasita); preparo da amostra; tamanho e faixa de pH da IPG

strip; tamanho do gel; assim como os parametros de deteccéo utilizados.

A andlise protebmica comparativa revelou alteracdes significantes entre o perfil de
expressdo proteica dos isolados obtidos de pacientes que apresentaram diferentes
respostas clinicas a miltefosina. Os 32 spots proteicos (22 nado-redundantes)
diferencialmente expressos entre os isolados foram agrupados em 12 categorias funcionais.
Muitas das proteinas identificadas em nosso estudo ja foram previamente associadas com o
fendtipo de resisténcia de Leishmania spp. a diferentes drogas com atividade anti-

Leishmania (ver referéncias das tabelas 8 e 9).

A categoria funcional que apresentou o maior nimero de spots diferencialmente expressos
entre os isolados analisados foi a classe das chaperonas e proteinas do stress. As
chaperonas, também denominadas proteinas do choque térmico (Hsps), compreendem uma
familia altamente conservada de proteinas facilitadoras de folding, que atuam em
importantes aspectos da funcionalidade da célula e em uma variedade de respostas ao
stress (quimico e fisiologico). Essas proteinas tem sido associadas com a protecao celular,
prevenindo a ativagdo da morte celular programada (para revisdo consultar as referéncias:
Beere (2004); Folgueira e Requena (2007)). A chaperona Hsp60 foi identificada em trés
spots diferentes e, todos eles apresentavam expressdo aumentada no isolado do grupo
recidiva. Esses spots podem representar diferentes variantes da proteina Hsp60, devido a
modificagbes pos-traducionais, uma vez que pequenas diferengas entre os valores de pl e
massa molecular calculado e predito foram observadas. Nivel aumentado da proteina Hsp60
também tem sido observado em linhagens de L. (L.) chagasi e L. (V.) braziliensis resistentes
ao antiménio (Matrangolo et al., 2013) e em L. (L.) major resistente ao metotrexato
(Drummelsmith et al., 2004). Essa abordagem protedmica também detectou aumento da
expressao da proteina stil (stress-induced protein) no isolado do grupo recidiva. Essa
proteina forma um complexo com as chaperonas Hsp70 e Hsp90 (também conhecida como
Hsp83 em Leishmania spp. (Hubel e Clos, 1996)), atuando como cochaperona e é produzida
em resposta ao stress (Lassle et al., 1997; Hombach et al., 2012). Tendo em vista essa
interacdo de stil com Hps83, o aumento na expressédo observado pode estar associado com
o fendtipo de resisténcia, uma vez que o aumento no nivel de expressdo de Hsp83 tem sido
relacionado com resisténcia a miltefosina e ao antimonial em L. (L.) donovani (Vergnes et
al., 2007). Além disso, tem sido reportado que Hsp83 interfere com o potencial de

membrana mitocondrial, reduzindo o processo de morte celular programada in L. (L.)
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donovani (Vergnes et al., 2007), o qual tem sido descrito como um possivel mecanismo de
acao da miltefosina (Paris et al., 2004; Verma e Dey, 2004; Verma et al., 2007).

Outra proteina com diferenca de expressdo entre os isolados dos grupos cura e recidiva
destacada neste estudo é a peroxirredoxina, a qual pertence a classe de proteinas
antioxidante/detoxificante. Essa proteina também foi identificada em trés diferentes spots,
representando duas peroxirredoxinas mitocondriais e uma citosélica, e todos esses spots
apresentaram maior abundancia no isolado do grupo recidiva. As peroxirredoxinas sao
encontradas em uma grande variedade de organismos e estdo envolvidas na homeostase
do sistema redox, apoptose, transducdo de sinais e infecgdo por patdégenos (Nathan e
Shiloh, 2000; Droge, 2002; Hofmann et al., 2002; Wood et al., 2003). As peroxirredoxinas
sdo bem conhecidas pela sua atividade antioxidante, podendo utilizar diferentes espécies
reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) como substrato. Na familia
Trypanosomatidae as peroxirredoxinas sdo as principais enzimas antioxidantes (Wilkinson et
al., 2000). A expressao aumentada dessa proteina antioxidante tem sido associada com
resisténcia ao antiménio em L. (L.) chagasi e L. (V.) braziliensis (Matrangolo et al., 2013) e
com resisténcia a gentamicina em L. (L.) infantum (Daneshvar et al., 2012). Harder e
colaboradores (2006) mostraram que o0 aumento da expressdo de peroxirredoxina
mitocondrial em L. (L.) donovani foi acompanhado de protecdo contra a morte celular
programada. Nossos achados corroboram o estudo de Das e colaboradores (2013), o qual
demonstrou que isolado de L. (L.) donovani ndo responsivo a miltefosina possui uma
magquinaria antioxidante mais eficaz na remocdo de ROS, aumentando a habilidade de

manter a homeostase do sistema redox.

Outras duas proteinas com expressdo aumentada no isolado do grupo recidiva, destacadas
em nosso estudo, foram a alcool desidrogenase dependente de NADP (NADP-ADH) e o
fator de elongacdo 1-beta (EF-1B), que apesar de serem categorizadas has classes
referentes ao metabolismo de carboidrato e a biossintese de proteinas, respectivamente,
também possuem importante participacdo na manutencao da homeostase do sistema redox.
NADP-ADH, também conhecida com aldeido redutase dependente de NADP, compreende
uma classe de oxidorredutase que catalisa a oxidacao reversivel do etanol a acetoaldeido
com concomitante reducdo do NADPH (Reid e Fewson, 1994). Em leveduras, tem sido
demonstrado que durante condi¢des de stress oxidativo, nas quais o nivel de glutationa esta
reduzido e as enzimas da via do glioxalato estéo inativas, a atividade da aldeido redutase é
responsavel por 40% do processo de detoxificacdo do metilglioxal na célula (Gomes et al.,
2005). O complexo EF-1B é uma parte funcional do fator de elongacéo 1. Esse complexo

além de estar envolvido na sintese de proteinas, possui outras atividades distintas:
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tripanotiona S-transferase e peroxidase (Vickers et al., 2004a; Vickers et al., 2004b). O
sistema dependente de tripanotiona € comum a todas as espécies de Leishmania e
apresenta importante fungdo na sobrevivéncia do parasita, uma vez que neutraliza efeitos

nocivos das ROS (para revisao consultar a referéncia Colotti e llari (2011)).

Embora estudos prévios tenham demonstrado um nivel aumentado de enzimas envolvidas
no sistema de biossintese da tripanotiona em linhagens de Leishmania resistentes ao
antimonial e ao metotrexato (Drummelsmith et al., 2004; Walker et al., 2012), em nosso
estudo foi observado menor nivel de expressdo de trés enzimas (espermidina sintetase, S-
adenosilmetionina sintetase e S-adenosilhomocisteina hidrolase) envolvidas na via de

formagéo desse composto no isolado do grupo recidiva.

Outras proteinas diferencialmente expressas com funcao altamente especificas identificadas
na abordagem protedmica, que podem estar associadas com o fenétipo de resisténcia a
miltefosina, foram o PCNA (Proliferative Cell Nuclear Antigen) e a 3-subunidade da ATPase
mitocondrial. O PCNA participa no processo de replicacdo e reparo do DNA. Estudos
prévios também observaram aumento da abundancia relativa da proteina PCNA em isolados
de L. (L.) donovani (Kumar et al., 2010) e em uma linhagem de L. (V.) braziliensis
(Matrangolo et al., 2013) resistentes ao antimonial. A B-subunidade da ATPase mitocondrial
€ 0 elemento catalitico do transportador de H* que em levedura apresenta relagdo com a
bomba de efluxo ABC, a qual esta envolvida no fenbmeno de multidroga resisténcia (Zhang
e Moye-Rowley, 2001). Considerando que a resisténcia a miltefosina em Leishmania spp.
tem sido associada com a expressdo aumentada do transportador ABC, o qual esta
relacionado com a reducdo do acumulo da droga na célula (Perez-Victoria et al., 2001), o
nivel aumentado dessa subunidade no isolado do grupo recidiva pode também estar

relacionado com o fenétipo de resisténcia.

Baseado nos dados obtidos na analise protedmica comparativa entre os isolados dos grupos
cura (MG14A) e recidiva (MG11A) foi proposto um mecanismo multifatorial de resisténcia

natural a miltefosina em L. (L.) chagasi, o qual esta descrito na figura 28.
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Figura 28 — Modelo proposto para o mecanismo de resisténcia natural a miltefosina em L. (L.) chagasi. A
miltefosina (circulos azuis) induz um aumento no nivel de espécies reativas de oxigénio (ROS), que leva ao
stress oxidativo e entdo a morte celular (Moreira et al., 2011). O aumento da abundancia relativa das proteinas
peroxirredoxina e fator de elongacéo 1-beta (EF-1B) reduz o nivel de ROS, fornecendo protegao contra o stress
oxidativo. Além disso, o aumento na expressdo das proteinas NADP-ADH (NADP-dependent alcohol
dehydrogenase), chaperona Hsp60 e stil (stress-induced protein) também podem contribuir para manutencao da
homeostase do sistema redox e assim inibir o stress oxidativo. A miltefosina também pode induzir o processo de
morte celular por fragmentacdo do DNA (Paris et al., 2004). Nessa via, 0 aumento da expressédo da proteina
PCNA (Proliferative Cell Nuclear Antigen) pode estar associado ao fenoétipo de resisténcia a miltefosina, uma vez
que essa proteina atua na reparagéao e replicagao do DNA. A expressao aumentada da B-subunidade da ATPase
(considerada elemento catalitico da bomba de efluxo ABC) também pode proteger a célula da morte celular
induzida pela miltefosina, por reducdo do acimulo intracelular da droga. N — nucleo; K — Kinetoplasto.

A abordagem gendmica conduzida neste estudo mostrou que, apesar de algumas
diferencas em termos de SNPs e InDels (797 SNPs e 275 InDels homozigotos), as espécies
L. (L.) chagasi e L. (L.) infantum s&o geneticamente muito similares, o que justifica alguns
autores considera-las sinonimias (Lukes et al., 2007) e corrobora os dados da identificacao
de proteinas, visto que o banco de dados utilizado foi criado a partir do genoma de
referéncia da espécie L. (L.) infantum (JPMC5).

Apesar da abordagem gen6mica por NGS ter identificado um elevado nimero de mutacdes
somaticas (SNPs e InDels) nos isolados de L. (L.) chagasi, ndo foi observado mutacdes
relevantes nos genes do transportador da miltefosina e da sua B-subunidade Ros3, as quais
tém sido associadas com o fenétipo de resisténcia induzido em laboratério (Perez-Victoria et
al., 2003b; Perez-Victoria et al., 2006a; Seifert et al., 2007; Coelho et al., 2012; Kulshrestha
et al., 2014), assim como com o fendtipo de resisténcia natural (Cojean et al., 2012) em L.

(L.) donovani e L. (L.) infantum.
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Entretanto, diversas mutacdes pontuais foram observadas em diferentes genes que
codificam para os transportadores ABC nos isolados analisados. Mutagdo pontual no
transportador ABC (LIABCG4 - LinJ15.0940) também tem sido associada ao fenoétipo de
resisténcia a miltefosina em L. (L.) infantum (Castanys-Munoz et al., 2007). Dentre as
mutagdes pontuais nos genes de transportadores ABC identificadas neste estudo, a mais
relevante foi observada no gene LinJ.23.0240, a qual esta presente em 11 dos 14 isolados
do grupo cura, sendo homozigética em sete desses isolados. Contudo, nenhum SNP ou
InDel identificado em nosso estudo foi capaz de discriminar completamente os isolados
obtidos de pacientes que apresentaram diferentes desfechos clinicos ao tratamento com
miltefosina. Resultado semelhante foi reportado por Downing e colaboradores (2011) em um
estudo que também utilizou NGS para caracterizar isolados de L. (L.) donovani com
diferentes perfis de susceptibilidade in vitro ao antimonial. E importante considerar que, as
coberturas de sequenciamento obtidas em nossas andlises (16x em média) ndo foram tao
elevadas quanto as obtidas por Downing e colaboradores (66x em média), 0 que sugere
cautela na utilizacdo desses dados. De acordo com as boas préticas de bioinformatica, é
recomendado uma cobertura 220X, principalmente em relacdo a genes localizados em

cromossomos com ploidia maior do que dois (comunicacgdo pessoal).

Além das alteragfes citadas acima, a andlise de variagéo estrutural realizada neste estudo
evidenciou diferencas em termos do niumero de cépias de cromossomos e de genes entre
os isolados analisados. Esses dados corroboram os resultados prévios que demostraram a
significativa plasticidade génica dos parasitas Leishmania spp. (Downing et al.,, 2011,
Rogers et al., 2011). Apesar da diferenca na ploidia entre os isolados analisados néo
discrimina-los, a andlise de variagdo no numero de copias de genes identificou diferencas

significativas entre os isolados dos grupos cura e recidiva em diversos grupos ortélogos.

Algumas dessas diferencas na dose génica entre os isolados dos grupos cura (MG14A) e
recidiva (MG11A) (activated protein kinase ¢ receptor,cChaperonin Hsp60, ATPase beta
subunit, GDP-mannose pyrophosphorylase, RNA helicase, mitochondrial peroxiredoxin,
stress-induced protein stil, actin e uma proteina hipotética (OG5_148242)) foram
positivamente correlacionadas, enquanto outras (ribonucleoprotein pl18, proliferative cell
nuclear antigen e de duas proteinas hipotéticas (OG5_145290 e OG5 _150350)) foram
inversamente correlacionadas com o nivel proteico, encontrado na andlise do proteoma
desses isolados. Apesar da estrutura do genoma de Leishmania spp. ser caracterizado pela
presenca de genes duplicados em tandem arrays (lvens et al., 2005; Peacock et al., 2007), o
que pode acarretar aumento da expressao génica (Rogers et al., 2011) e consequentemente

da expressdo proteica, a falta de correlacdo observada no presente estudo destaca a
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importadncia da regulacdo a nivel pos-transcricional e pos-traducional nos parasitos

pertencentes a classe Kinetoplastida (Kabani et al., 2009; Kramer, 2012).

A andlise de CNV destacou alteracdes qualitativas significantes, entre os isolados dos
grupos cura e recidiva, quanto a presenca dos genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380,
LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400. Esses estavam presentes em 11 dos 14 isolados do grupo
cura e em apenas um dos 12 isolados do grupo recidiva. Esses dados foram validados por
reacdes de PCR, as quais mostraram uma correlacdo de 100% com os dados preditos da

bioinformatica.

Os genes in tandem Lind.31.2370 e LinJ.31.2380 codificam para a proteina 3'-
nucleotidade/nuclease (3'NT/NU), a qual pertence a familia de nucleases de classe |
(Wilson, 1982; Campbell et al., 1991). Essa enzima (37,99 — 41,56 kDa) foi descrita como
uma proteina ancorada a membrana e é encontrada em diferentes espécies do género
Leishmania, incluindo L. (L.) infantum (Dwyer e Gottlieb, 1984; Hassan e Coombs, 1987;
Bates, 1993; Sopwith et al., 2002). Os parasitas Leishmania sdo auxotréfico para purinas,
sendo incapazes de produzi-las pela sintese de novo. A caracterizagao da enzima 3'NT/NU
mostrou que esta desempenha um papel central no metabolismo de purinas (Hammond e
Gutteridge, 1984) e, em Leishmania, est4 envolvida no salvamento dessas bases, via
hidrélise de 3’'nucleotideo ou de acidos nucléicos (Gottlieb e Dwyer, 1983; Dwyer e Gottlieb,
1984). A atividade da enzima 3’'NT/NU também tem sido associada com a sobrevivéncia da
forma promastigota de L. (L.) infantum mediante interagcdo com neutrofilos (Guimaraes-
Costa et al., 2014). Além disso, foi demostrado que a enzima 3'NT/NU é estagio especifica,
sendo expressa apenas nas formas promastigotas metaciclicas e prociclicas (Sopwith et al.,
2002). Contudo, em um estudo posterior foi identificada uma outra enzima (LmaC1N, ~35
kDa) com atividade nuclease, a qual apresenta alta homologia com a enzima 3’NT/NU da
classe | e é expressa apenas pela forma amastigota (Farajnia et al., 2004). Considerando
essas informacgles, pode-se sugerir que o envolvimento dos genes LinJ.31.2370 e
LinJ.31.2380 no fendtipo de resisténcia a miltefosina em L. (L.) chagasi seja estagio

especifico.

O gene LinJ.31.2390 apresenta como produto a proteina helicase-like (99,95 kDa). As
helicases sdo ATPases dependentes de &cidos nucléicos que atuam: no relaxamento de
substratos duplex de DNA ou RNA e da estrutura helicoidal dos &cidos nucléicos de dupla
fita; e em alguns casos sdo capazes de desfazer interacdes entre acidos nucléicos com
proteinas (Abdelhaleem, 2010). Essas enzimas atuam em diversos processos celulares
incluindo: replicagdo e reparo do DNA, transcricdo, sintese de ribossomo, maturacdo e

splicing de RNA e processos de exportacdo nuclear (Singleton et al., 2007). O gene
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LinJ.31.2390 é sinténico e ortdlogo (OG5_183927) ao gene LmjF.31.2320 de L. (L.) major
(Tritrypdb, 2015), o qual codifica para uma DNA-helicase classificada na familia Swi/Snf
(Fairman-Williams et al., 2010; Gargantini et al., 2012). As func¢des biol6gicas atribuidas as
DNA-helicases em tripanossomatideos incluem: replicagdo e manutencdo do DNA
mitocondrial (kDNA — kinetoplast DNA) (Liu et al., 2009a; Liu et al., 2009b; Liu et al., 2010;
Wang et al.,, 2012), replicagdo do DNA gendmico (Dang e Li, 2011); e manutengédo da
viabilidade e proliferacdo celular (Dang e Li, 2011; Wang et al., 2012).

Entretanto, até o momento néo foi reportado o envolvimento das proteinas provenientes dos
genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380 e LinJ.31.2390 com o fendtipo de resisténcia a drogas em
tripanossomatideos.

Por outro lado, a expressao reduzida da proteina 3,2-trans-enoyl-CoA isomerase
(LinJ.31.2400/LinJ.31.2320) foi reportada em uma linhagem de L. (L.) donovani resistente a
paromomicina (Chawla et al., 2011). A analise de variagdo estrutural realizada neste estudo
identificou a delecdo do gene LinJ.31.2400 na maioria dos isolados do grupo recidiva,
sugerindo também o envolvimento dessa proteina no fenétipo de resisténcia a droga. E
importante ressaltar que, a analise de deteccdo de InDels identificou insergcbes
homozigéticas no gene LinJ.31.2400 que resultaram no efeito Frame-Shift para todos os
isolados de L. (L.) chagasi que ndo possuem esse gene (11 dos 12 isolados do grupo
recidiva). Dessa forma, essas alteracdes fazem referéncia ao gene ortélogo LinJ.31.2320 e
indicam que esses isolados ndo séo capazes de expressar nenhuma forma funcional da 3,2-
trans-enoyl-CoA isomerase. Essa enzima catalisa a reacdo reversivel de isomerizagcdo da
posicdo da dupla ligacdo e da configuracdo geométrica (cis-A® para trans-A?) de um enoil-
CoA, permitindo que acidos graxos poli-insaturados sejam degradados na via classica da -
oxidacdo (para revisdo consultar a referéncia Hiltunen e Qin (2000)). A B-oxidacdo em
Leishmania spp. ocorre nos glicossomas (Hart e Opperdoes, 1984) e, também é presumido
gue se processe na mitocondria desses parasitas (Opperdoes e Szikora, 2006). Estudos tém
mostrado que essa via metabdlica é a principal fonte energética para a forma amastigota e
gue, as enzimas envolvidas no processo de B-oxidacdo em Leishmania apresentam maior
atividade na forma intracelular amastigota em relacéo a forma promastigota, a qual utiliza a
via glicolitica como principal fonte de obtencao de energia (Coombs et al., 1982; Berman et
al., 1987; Opperdoes e Coombs, 2007). A auséncia da enzima 3,2-trans-enoyl-CoA
isomerase nos isolados de L. (L.) chagasi do grupo recidiva pode causar aumento
intracelular de &cidos graxos cis, acarretando diferenga na composi¢do de &cidos graxos e
aumento da fluidez na membrana celular desses parasitas. No entanto, Rakotomanga e

colaboradores (2005) observaram que o conteudo de alquil-fosfolipidio insaturado na
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membrana plasméatica da linhagem de L. (L.) donovani resistente & miltefosina é inferior
quando comparado com a linhagem sensivel, sugerindo que a membrana plasmética da
linhagem resistente apresenta menor fluidez. Entretanto, um estudo mais recente sobre as
adaptacdes metabdlicas em isolados de L. (L.) donovani com diferentes susceptibilidades ao
antimonial mostrou que os parasitas resistentes apresentam membrana plasmatica mais
fluida (Berg et al., 2013).

Ainda com relacdo ao metabolismo de lipidios nos isolados de L. (L.) chagasi, a analise de
enriguecimento, utilizando os dados de CNV de genes, indicou que as vias de metabolismo
de éter-lipidios e de glicerofosfolipideos podem estar enriquecidas nos isolados do grupo
recidiva. Os fosfolipidios (glicerofosfolipideos e esfingofosfolipideos) sdo os principais
componentes das membranas biol6gicas dos parasitas Leishmania spp. A composi¢do dos
glicerofosfolipideos nesses parasitas esta representada basicamente por fosfatidilcolina (30
— 50%), fosfatidiletanolamina (10%) e fosfatidilinositol (10%) (Wassef et al., 1985; Zheng et
al., 2010). Além disso, os éter-fosfolipidios, principalmente os das fosfatidiletanolaminas,
representam uma parcela significativa da classe de glicerofosfolipideos (Beach et al., 1979;
Wassef et al., 1985). Os estudos de Lux e colaboradores (1996; 2000) sugerem que a
miltefosina exerce sua atividade anti-Leishmania interferindo no metabolismo de alquil-lipidio
e no remodelamento de éter-lipidios. Nesse contexto, o enriquecimento dessas vias
metabdlicas podem alterar o conteldo de fosfolipidios na membrana dos parasitas,
interferindo na atividade da miltefosina. Essa adaptacdo metabdlica também pode contribuir
para a manutencdo da integridade da membrana celular e, consequentemente com o

fendtipo de resisténcia a miltefosina.

A andlise dos clones obtidos de isolados clinicos do grupo cura mostrou que estes, em sua
maioria, sdo constituidos de uma populacéo heterogénea, em relagédo a presenca dos genes
LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400, e que as formas promastigotas de
clones que possuem esses genes (PIO5A-C1 e PIOBA-C3) sao menos susceptiveis a
miltefosina do que os clones que ndo os possuem (PIO5A-C2 e PIOBA-C4). Esses resultados
vao de encontro com a associacao inicial estabelecida entre a auséncia desses genes e 0s
isolados do grupo recidiva e mostram que, o fenétipo de uma populacdo mista nao
necessariamente corresponde ao fenoétipo dos clones encontrados em maioria na populacao
constituinte do isolado clinico. Entretanto, a reexpresséao individual dos genes LinJ.31.2370,
LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 no isolado do grupo recidiva (MG11A), o qual ndo
os continham e que se apresentou resistente in vitro (IC50 de 4,9 pM e >15 pM nas formas
promastigota e amastigota, respectivamente), revelou que nenhum desses genes interfere

no fendtipo de susceptibilidade in vitro a miltefosina na forma promastigota. Esses
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resultados sugerem, assim como a abordagem protedmica, que o mecanismo de resisténcia
a miltefosina em Leishmania € multifatorial e pode variar entre os isolados de L. (L.) chagasi
e entre a populacao que os compde. Contudo, € preciso considerar que a avaliacdo desses
clones foi realizada apena nas formas promastigotas e que: os produtos génicos de
LinJ.31.2370 e LinJ.31.2380 sdo estagio especificos; e o metabolismo de lipidios, o qual
apresentou diferencas entre os isolados dos grupos cura e recidiva, também é muito distinto
entre as formas amastigotas e promastigotas. Nesse contexto, andlises complementares
sdo necessarias para verificar a susceptibilidade in vitro a miltefosina das formas
intracelulares amastigotas, as quais tém sido melhor correlacionadas com o desfecho
clinico. Além disso, é preciso considerar a necessidade de reexpressao simultanea de mais

de um ou até mesmo dos quatros genes para reverter o fenotipico de resisténcia.

A andlise do mecanismo de perda dos genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e
LinJ.31.2400 indicou que o locus génico que os contém foi deletado do genoma dos isolados
clinicos apés o processo de recombinacdo homéloga entre duas sequéncias repetidas com
a mesma orientagcdo no genoma (Direct Repeated sequences — DRs). Essas sequéncias
repetidas em questdo s&o classificadas como SIDER2 (Short Interspersed DEgenerate
Retroposons) (Ubeda et al., 2014), que comprovadamente controlam a regulacdo da
expressao génica a nivel pds-transcricional (Bringaud et al., 2007; Smith et al., 2009), o que
pode contribuir para uma variacdo ainda maior na expressdo desses genes nos isolados
clinicos analisados. O processo de recombinagdo homologa tem sido descrito nos parasitas
Leishmania como um sistema de amplificagdo génica, com formacdo de elementos
extracromossomais circular, induzido por presséo de droga (Ouellette et al., 1991; Grondin
et al., 1996; Ubeda et al., 2014). Esses elementos extracromossomais ndo parecem ter uma
origem de replicacdo especifica e sédo geralmente perdidos quando a pressédo de droga é
retirada (Beverley et al., 1984; Ubeda et al., 2008; Leprohon et al., 2009), embora alguns
elementos extracromossomais podem ser mantidos na auséncia de pressao de droga (Tripp
et al., 1991). Entretanto, a inducdo de resisténcia por cultivo sob pressdo da miltefosina,
realizada neste estudo, mostrou que a reducdo da susceptibilidade & droga n&o foi
acompanhada da delecdo do locus contendo os genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380,
LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400. E importante considerar que a diferenca destacada na analise
de CNV entre os grupos cura e recidiva foi realizada apenas com os isolados obtidos antes
do tratamento, ou seja, que ndo haviam sido submetidos a presséo de droga. Dessa forma,
podemos supor que a perda desse locus pode ter ocorrido por alguma outra pressao, e que
0 genoétipo alterado pode agora conferir vantagens adaptativas como, por exemplo,

resisténcia a miltefosina.
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Além disso, o crescimento sob pressédo da miltefosina também evidenciou que, o isolado
previamente caracterizado por apresentar resisténcia natural & droga (MG11A) foi capaz de
intensificar ainda mais o seu fenétipo de resisténcia. Essa condicdo pode estar relacionada
com: (i) a selecdo de populagBes menos susceptiveis, corroborando os resultados que
demonstraram que os isolados clinicos s@o constituidos de uma populacdo heterogénea; (ii)
e/ou com o desenvolvimento de um diferente mecanismo de resisténcia, o qual pode atuar

em sinergismo com o0 mecanismo de resisténcia natural.

Neste trabalho utilizou-se as abordagens protebmica e genbmica que, de formar
complementar, destacaram diferentes vias que podem estar relacionadas com o mecanismo
de resisténcia natural a miltefosina no parasita Leishmania, sugerindo que este € complexo
e multifatorial. Assim, acreditamos que esses achados contribuem para um melhor
entendimento do fendtipo de resisténcia a miltefosina em L. (L.) chagasi. Além disso,
algumas das proteinas e dos genes destacados neste estudo, apdés uma melhor
caracterizacdo, podem ser utilizados como potenciais biomarcadores de resisténcia a
miltefosina em Leishmania, contribuindo para o estabelecimento de estratégias terapéuticas

mais apropriadas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho, apresenta pela primeira vez, a utilizacdo das analises protedmica (2D-DIGE)
e genbmica (NGS) comparativa para elucidar diferencas moleculares entre isolados de L.
(L.) chagasi obtidos de pacientes que apresentaram diferentes respostas clinicas ao

tratamento com miltefosina.

Nossos resultados da abordagem proteGmica revelaram que o isolado de L. (L.) chagasi
obtido de paciente que apresentou falha ao tratamento com miltefosina, exibiu nivel
aumentado de proteinas envolvidas na homeostase do sistema redox, resposta ao stress,
protecdo a morte celular programada e na translocacdo de drogas, as quais provavelmente

estdo envolvidas na resisténcia natural a miltefosina.

A abordagem gendmica mostrou que nenhum SNP ou InDel identificado neste estudo foi
capaz de discriminar completamente os isolados obtidos de pacientes que apresentaram
diferentes desfechos clinicos ao tratamento com miltefosina. Entretanto, a andlise de
variacdo estrutural destacou que a auséncia dos genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380,
LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 in tandem, pode estar relacionada com o fenétipo de

resisténcia natural a miltefosina em L. (L.) chagasi.

Este estudo também mostrou que a perda do locus contendo os genes LinJ.31.2370,
LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 in tandem ocorre por recombinagdo homodloga
entre sequéncias repetidas presentes no genoma do parasita L. (L.) chagasi, mas

aparentemente nao é induzida por pressao da droga miltefosina.

As abordagens protebmica e gendmica se mostraram técnicas complementares para o
estudo do mecanismo de resisténcia natural a miltefosina no parasita Leishmania, sugerindo

que esse é complexo e multifatorial.
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PERSPECTIVAS

Analisar a habilidade dos isolados de L. (L.) chagasi obtidos de pacientes que apresentaram
diferentes respostas clinicas ao tratamento com miltefosina de manter a homeostase do

sistema redox, em cultivo sob presséao da miltefosina.

Investigar a influéncia do aumento da expressdo de algumas proteinas destacadas na
andlise protedmica, em especial aguelas que apresentaram correlagdo positiva com a
analise de variacao estrutural de dose génica (Chaperonin Hsp60, ATPase beta subunit,
RNA helicase, Mitochondrial peroxiredoxin, Stress-induced protein stil) no fendtipo de

resisténcia a miltefosina em L. (L.) chagasi.

Verificar a influéncia dos genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 no
perfil de susceptibilidade in vitro a miltefosina das formas amastigotas de isolados de L. (L.)

chagasi.

Verificar se o cultivo de isolados de L. (L.) chagasi heterogéneos, quanto a presenca dos
genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400, sob pressdo da miltefosina

favorece o crescimento de parasitas com algum gendétipo especifico.

Identificar alterac6es no metaboloma dos isolados de L. (L.) chagasi obtidos de pacientes
gue apresentaram diferentes respostas clinicas ao tratamento com miltefosina, com o
objetivo de identificar diferencas nos produtos finais da expressdo génica e das atividades
enzimaticas, e assim contribuir para entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos

na resisténcia natural do parasita a essa droga.

161



REFERENCIAS



Referéncias

REFERENCIAS

Abdelhaleem, M. Helicases: an overview. Methods Mol Biol, v.587, p.1-12. 2010.

Adler-Moore, J. e Proffitt, R. T. Effect of tissue penetration on AmBisome efficacy. Curr Opin
Investig Drugs, v.4, n.2, p.179-85. 2003.

Agabian, N. Trans splicing of nuclear pre-mRNAs. Cell, v.61, n.7, p.1157-60. 1990.

Anderson, L. e Seilhamer, J. A comparison of selected mRNA and protein abundances in
human liver. Electrophoresis, v.18, n.3-4, p.533-7. 1997.

Andrade, H. M., Murta, S. M., Chapeaurouge, A., Perales, J., Nirde, P. e Romanha, A. J.
Proteomic analysis of Trypanosoma cruzi resistance to Benznidazole. J Proteome Res, V.7,
n.6, p.2357-67. 2008.

Ansorge, W. J. Next-generation DNA sequencing techniques. N Biotechnol, v.25, n.4,
p.195-203. 2009.

Azzouz, S., Maache, M., Garcia, R. G. e Osuna, A. Leishmanicidal activity of edelfosine,
miltefosine and ilmofosine. Basic Clin Pharmacol Toxicol, v.96, n.1, p.60-5. 2005.

Bates, P. A. Characterization of developmentally-regulated nucleases in promastigotes and
amastigotes of Leishmania mexicana. FEMS Microbiol Lett, v.107, n.1, p.53-8. 1993.

Beach, D. H., Holz, G. G., Jr. e Anekwe, G. E. Lipids of Leishmania promastigotes. J
Parasitol, v.65, n.2, p.201-16. 1979.

Beere, H. M. "The stress of dying": the role of heat shock proteins in the regulation of
apoptosis. J Cell Sci, v.117, n.Pt 13, p.2641-51. 2004.

Bente, M., Harder, S., Wiesgigl, M., Heukeshoven, J., Gelhaus, C., Krause, E., Clos, J. e
Bruchhaus, I. Developmentally induced changes of the proteome in the protozoan parasite
Leishmania donovani. Proteomics, v.3, n.9, p.1811-29. 2003.

Bentley, D. R., Balasubramanian, S., Swerdlow, H. P., Smith, G. P., Milton, J., Brown, C. G.,
Hall, K. P., Evers, D. J., Barnes, C. L., Bignell, H. R., Boutell, J. M., Bryant, J., Carter, R. J.,
Keira Cheetham, R., Cox, A. J., Ellis, D. J., Flatbush, M. R., Gormley, N. A., Humphray, S. J.,
Irving, L. J., Karbelashvili, M. S., Kirk, S. M., Li, H., Liu, X., Maisinger, K. S., Murray, L. J.,
Obradovic, B., Ost, T., Parkinson, M. L., Pratt, M. R., Rasolonjatovo, I. M., Reed, M. T.,
Rigatti, R., Rodighiero, C., Ross, M. T., Sabot, A., Sankar, S. V., Scally, A., Schroth, G. P.,
Smith, M. E., Smith, V. P., Spiridou, A., Torrance, P. E., Tzonev, S. S., Vermaas, E. H.,
Walter, K., Wu, X., Zhang, L., Alam, M. D., Anastasi, C., Aniebo, I. C., Bailey, D. M.,
Bancarz, I. R., Banerjee, S., Barbour, S. G., Baybayan, P. A., Benoit, V. A., Benson, K. F.,
Bevis, C., Black, P. J., Boodhun, A., Brennan, J. S., Bridgham, J. A., Brown, R. C., Brown, A.
A., Buermann, D. H., Bundu, A. A., Burrows, J. C., Carter, N. P., Castillo, N., Chiara, E. C.
M., Chang, S., Neil Cooley, R., Crake, N. R., Dada, O. O., Diakoumakos, K. D., Dominguez-
Fernandez, B., Earnshaw, D. J., Egbujor, U. C., EImore, D. W., Etchin, S. S., Ewan, M. R.,
Fedurco, M., Fraser, L. J., Fuentes Fajardo, K. V., Scott Furey, W., George, D., Gietzen, K.
J., Goddard, C. P., Golda, G. S., Granieri, P. A., Green, D. E., Gustafson, D. L., Hansen, N.
F., Harnish, K., Haudenschild, C. D., Heyer, N. I., Hims, M. M., Ho, J. T., Horgan, A. M.,
Hoschler, K., Hurwitz, S., lvanov, D. V., Johnson, M. Q., James, T., Huw Jones, T. A., Kang,
G. D, Kerelska, T. H., Kersey, A. D., Khrebtukova, 1., Kindwall, A. P., Kingsbury, Z., Kokko-

163



Referéncias

Gonzales, P. I., Kumar, A., Laurent, M. A,, Lawley, C. T., Lee, S. E., Lee, X,, Liao, A. K,
Loch, J. A,, Lok, M., Luo, S., Mammen, R. M., Martin, J. W., Mccauley, P. G., Mcnitt, P.,
Mehta, P., Moon, K. W., Mullens, J. W., Newington, T., Ning, Z., Ling Ng, B., Novo, S. M.,
O'neill, M. J., Osborne, M. A., Osnowski, A., Ostadan, O., Paraschos, L. L., Pickering, L.,
Pike, A. C., Pike, A. C., Chris Pinkard, D., Pliskin, D. P., Podhasky, J., Quijano, V. J., Raczy,
C., Rae, V. H., Rawlings, S. R., Chiva Rodriguez, A., Roe, P. M., Rogers, J., Rogert
Bacigalupo, M. C., Romanov, N., Romieu, A., Roth, R. K., Rourke, N. J., Ruediger, S. T.,
Rusman, E., Sanches-Kuiper, R. M., Schenker, M. R., Seoane, J. M., Shaw, R. J., Shiver, M.
K., Short, S. W., Sizto, N. L., Sluis, J. P., Smith, M. A., Ernest Sohna Sohna, J., Spence, E.
J., Stevens, K., Sutton, N., Szajkowski, L., Tregidgo, C. L., Turcatti, G., Vandevondele, S.,
Verhovsky, Y., Virk, S. M., Wakelin, S., Walcott, G. C., Wang, J., Worsley, G. J., Yan, J.,
Yau, L., Zuerlein, M., Rogers, J., Mullikin, J. C., Hurles, M. E., Mccooke, N. J., West, J. S.,
Oaks, F. L., Lundberg, P. L., Klenerman, D., Durbin, R. e Smith, A. J. Accurate whole human
genome sequencing using reversible terminator chemistry. Nature, v.456, n.7218, p.53-9.
2008.

Berg, M., Vanaerschot, M., Jankevics, A., Cuypers, B., Maes, |., Mukherjee, S., Khanal, B.,
Rijal, S., Roy, S., Opperdoes, F., Breitling, R. e Dujardin, J. C. Metabolic adaptations of
Leishmania donovani in relation to differentiation, drug resistance, and drug pressure. Mol
Microbiol, v.90, n.2, p.428-42. 2013.

Berman, J. Miltefosine to treat leishmaniasis. Expert Opin Pharmacother, v.6, n.8, p.1381-
8. 2005.

Berman, J. D., Gallalee, J. V., Best, J. M. e Hill, T. Uptake, distribution, and oxidation of fatty
acids by Leishmania mexicana amastigotes. J Parasitol, v.73, n.3, p.555-60. 1987.

Bern, C., Maguire, J. H. e Alvar, J. Complexities of assessing the disease burden attributable
to leishmaniasis. PLoS Negl Trop Dis, v.2, n.10, p.e313. 2008.

Berriman, M., Ghedin, E., Hertz-Fowler, C., Blandin, G., Renauld, H., Bartholomeu, D. C.,
Lennard, N. J., Caler, E., Hamlin, N. E., Haas, B., Bohme, U., Hannick, L., Aslett, M. A.,
Shallom, J., Marcello, L., Hou, L., Wickstead, B., Alsmark, U. C., Arrowsmith, C., Atkin, R. J.,
Barron, A. J., Bringaud, F., Brooks, K., Carrington, M., Cherevach, I., Chillingworth, T. J.,
Churcher, C., Clark, L. N., Corton, C. H., Cronin, A., Davies, R. M., Doggett, J., Djikeng, A.,
Feldblyum, T., Field, M. C., Fraser, A., Goodhead, |., Hance, Z., Harper, D., Harris, B. R,,
Hauser, H., Hostetler, J., Ivens, A., Jagels, K., Johnson, D., Johnson, J., Jones, K.,
Kerhornou, A. X., Koo, H., Larke, N., Landfear, S., Larkin, C., Leech, V., Line, A., Lord, A.,
Macleod, A., Mooney, P. J., Moule, S., Martin, D. M., Morgan, G. W., Mungall, K.,
Norbertczak, H., Ormond, D., Pai, G., Peacock, C. S., Peterson, J., Quail, M. A,
Rabbinowitsch, E., Rajandream, M. A., Reitter, C., Salzberg, S. L., Sanders, M., Schobel, S.,
Sharp, S., Simmonds, M., Simpson, A. J., Tallon, L., Turner, C. M., Tait, A., Tivey, A. R., Van
Aken, S., Walker, D., Wanless, D., Wang, S., White, B., White, O., Whitehead, S.,
Woodward, J., Wortman, J., Adams, M. D., Embley, T. M., Gull, K., Ullu, E., Barry, J. D.,
Fairlamb, A. H., Opperdoes, F., Barrell, B. G., Donelson, J. E., Hall, N., Fraser, C. M.,
Melville, S. E. e El-Sayed, N. M. The genome of the African trypanosome Trypanosoma
brucei. Science, v.309, n.5733, p.416-22. 2005.

Besteiro, S., Williams, R. A., Coombs, G. H. e Mottram, J. C. Protein turnover and
differentiation in Leishmania. Int J Parasitol, v.37, n.10, p.1063-75. 2007.

Beverley, S. M., Coderre, J. A., Santi, D. V. e Schimke, R. T. Unstable DNA amplifications in
methotrexate-resistant Leishmania consist of extrachromosomal circles which relocalize
during stabilization. Cell, v.38, n.2, p.431-9. 1984.

164



Referéncias

Bhattacharya, S. K., Sinha, P. K., Sundar, S., Thakur, C. P., Jha, T. K., Pandey, K., Das, V.
R., Kumar, N., Lal, C., Verma, N., Singh, V. P., Ranjan, A., Verma, R. B., Anders, G.,
Sindermann, H. e Ganguly, N. K. Phase 4 trial of miltefosine for the treatment of Indian
visceral leishmaniasis. J Infect Dis, v.196, n.4, p.591-8. 2007.

Bio-Rad. 2-D Electrophoresis Workflow How-To Guide, Rev F. Bulletin 2651. Disponivel
em <http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/isr/literature/Bulletin_2651.pdf>. Acesso em 22
de jun. 2015.

Biyani, N., Singh, A. K., Mandal, S., Chawla, B. e Madhubala, R. Differential expression of
proteins in antimony-susceptible and -resistant isolates of Leishmania donovani. Mol
Biochem Parasitol, v.179, n.2, p.91-9. 2011.

Borst, P., Zelcer, N. e Van Helvoort, A. ABC transporters in lipid transport. Biochim Biophys
Acta, v.1486, n.1, p.128-44. 2000.

Bosch, |I., Dunussi-Joannopoulos, K., Wu, R. L., Furlong, S. T. e Croop, J.
Phosphatidylcholine and phosphatidylethanolamine behave as substrates of the human
MDR1 P-glycoprotein. Biochemistry, v.36, n.19, p.5685-94. 1997.

Brachwitz, H. e Vollgraf, C. Analogs of alkyllysophospholipids: chemistry, effects on the
molecular level and their consequences for normal and malignant cells. Pharmacol Ther,
v.66, n.1, p.39-82. 1995.

Brasil. Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral. Departamento de
Vigilancia Epidemioldgica. Secretaria de Vigilancia em Saude. Ministério da Saude:
Editora MS. Brasilia - DF, p.120. 2014.

Bringaud, F., Muller, M., Cerqueira, G. C., Smith, M., Rochette, A., El-Sayed, N. M.,
Papadopoulou, B. e Ghedin, E. Members of a large retroposon family are determinants of
post-transcriptional gene expression in Leishmania. PLoS Pathog, v.3, n.9, p.1291-307.
2007.

Britto, C., Ravel, C., Bastien, P., Blaineau, C., Pages, M., Dedet, J. P. e Wincker, P.
Conserved linkage groups associated with large-scale chromosomal rearrangements
between Old World and New World Leishmania genomes. Gene, v.222, n.1, p.107-17. 1998.

Burk, K., David, M., Junge, K. e Sindermann, H. Overview on the clinical development of
miltefosine solution (Miltex) for the treatment of cutaneous breast cancer. Drug Today, v.30,
p.59-72. 1994.

Campbell, T. A., Zlotnick, G. W., Neubert, T. A., Sacci, J. B., Jr. e Gottlieb, M. Purification
and characterization of the 3'-nucleotidase/nuclease from promastigotes of Leishmania
donovani. Mol Biochem Parasitol, v.47, n.1, p.109-17. 1991.

Carnielli, J. B. T. Andlise Protebmica de Isolados de Leishmania (Leishmania) chagasi
Sensiveis e Resistentes a Miltefosina. (Mestrado). Nucleo de Doencas Infecciosas,
Universidade Federal do Espirito Santo, Vitéria, 2011. 110 p.

Carter, K. C., Hutchison, S., Henriquez, F. L., Legare, D., Ouellette, M., Roberts, C. W. e
Mullen, A. B. Resistance of Leishmania donovani to sodium stibogluconate is related to the
expression of host and parasite gamma-glutamylcysteine synthetase. Antimicrob Agents
Chemother, v.50, n.1, p.88-95. 2006.

165



Referéncias

Castanys-Munoz, E., Alder-Baerens, N., Pomorski, T., Gamarro, F. e Castanys, S. A novel
ATP-binding cassette transporter from Leishmania is involved in transport of
phosphatidylcholine analogues and resistance to alkyl-phospholipids. Mol Microbiol, v.64,
n.5, p.1141-53. 2007.

Chappuis, F., Sundar, S., Hailu, A., Ghalib, H., Rijal, S., Peeling, R. W., Alvar, J. e Boelaert,
M. Visceral leishmaniasis: what are the needs for diagnosis, treatment and control? Nat Rev
Microbiol, v.5, n.11, p.873-82. 2007.

Chaudhuri, G., Chatterjee, T. K. e Banerjee, A. B. Growth factor requirements for in vitro
growth of Leishmania donovani. Indian J Med Res, v.76, p.157-63. 1982.

Chawla, B., Jhingran, A., Panigrahi, A., Stuart, K. D. e Madhubala, R. Paromomycin affects
translation and vesicle-mediated trafficking as revealed by proteomics of paromomycin -
susceptible -resistant Leishmania donovani. PLoS One, v.6, n.10, p.e26660. 2011.

Chrusciak-Talhari, A., Dietze, R., Chrusciak Talhari, C., Da Silva, R. M., Gadelha Yamashita,
E. P., De Oliveira Penna, G., Lima Machado, P. R. e Talhari, S. Randomized controlled
clinical trial to access efficacy and safety of miltefosine in the treatment of cutaneous
leishmaniasis Caused by Leishmania (Viannia) guyanensis in Manaus, Brazil. Am J Trop
Med Hyg, v.84, n.2, p.255-60. 2011.

Cingolani, P., Platts, A., Wang Le, L., Coon, M., Nguyen, T., Wang, L., Land, S. J., Lu, X. e
Ruden, D. M. A program for annotating and predicting the effects of single nucleotide
polymorphisms, SnpEff: SNPs in the genome of Drosophila melanogaster strain w1118; iso-
2; iso0-3. Fly (Austin), v.6, n.2, p.80-92. 2012.

Clayton, C. E. Life without transcriptional control? From fly to man and back again. EMBO J,
v.21, n.8, p.1881-8. 2002.

Cock, P. J., Fields, C. J., Goto, N., Heuer, M. L. e Rice, P. M. The Sanger FASTQ file format
for sequences with quality scores, and the Solexa/lllumina FASTQ variants. Nucleic Acids
Res, v.38, n.6, p.1767-71. 2010.

Coelho, A. C., Boisvert, S., Mukherjee, A., Leprohon, P., Corbeil, J. e Ouellette, M. Multiple
mutations in heterogeneous miltefosine-resistant Leishmania major population as determined
by whole genome sequencing. PLoS Negl Trop Dis, v.6, n.2, p.e1512. 2012.

Cojean, S., Houze, S., Haouchine, D., Huteau, F., Lariven, S., Hubert, V., Michard, F.,
Bories, C., Pratlong, F., Le Bras, J., Loiseau, P. M. e Matheron, S. Leishmania resistance to
miltefosine associated with genetic marker. Emerg Infect Dis, v.18, n.4, p.704-6. 2012.

Colotti, G. e llari, A. Polyamine metabolism in Leishmania: from arginine to trypanothione.
Amino Acids, v.40, n.2, p.269-85. 2011.

Coombs, G. H., Craft, J. A. e Hart, D. T. A comparative study of Leishmania mexicana
amastigotes and promastigotes. Enzyme activities and subcellular locations. Mol Biochem
Parasitol, v.5, n.3, p.199-211. 1982.

Costa, M. M., Andrade, H. M., Bartholomeu, D. C., Freitas, L. M., Pires, S. F.,
Chapeaurouge, A. D., Perales, J., Ferreira, A. T., Giusta, M. S., Melo, M. N. e Gazzinelli, R.
T. Analysis of Leishmania chagasi by 2-D difference gel electrophoresis (2-D DIGE) and
immunoproteomic: identification of novel candidate antigens for diagnostic tests and vaccine.
J Proteome Res, v.10, n.5, p.2172-84. 2011.

166



Referéncias

Croft, S. L. e Coombs, G. H. Leishmaniasis - current chemotherapy and recent advances in
the search for novel drugs. Trends Parasitol, v.19, n.11, p.502-8. 2003.

Croft, S. L. e Engel, J. Miltefosine — discovery of the antileishmanial activity of phospholipid
derivatives. Trans R Soc Trop Med Hyg, v.100 Suppl 1, p.S4-S8. 2006.

Croft, S. L., Neal, R. A, Pendergast, W. e Chan, J. H. The activity of alkyl
phosphorylcholines and related derivatives against Leishmania donovani. Biochem
Pharmacol, v.36, n.16, p.2633-6. 1987.

Croft, S. L., Snowdon, D. e Yardley, V. The actiities of four anticancer
alkyllysophospholipids against Leishmania donovani, Trypanosoma cruzi and Trypanosoma
brucei. J Antimicrob Chemother, v.38, n.6, p.1041-7. 1996.

Croft, S. L., Sundar, S. e Fairlamb, A. H. Drug resistance in leishmaniasis. Clin Microbiol
Rev, v.19, n.1, p.111-26. 2006.

Cunha, A. M. e Chagas, E. Nova espécie de protozoario do género Leishmania patogénico
para o homem, Leishmania chagasi. O Hospital, v.11, p.3-9. 1937.

Da Fonseca Pires, S., Fialho, L. C., Jr., Silva, S. O., Melo, M. N., De Souza, C. C., Tafuri, W.
L., Bruna Romero, O. e De Andrade, H. M. Identification of virulence factors in Leishmania
infantum strains by a proteomic approach. J Proteome Res, v.13, n.4, p.1860-72. 2014.

Daneshvar, H., Wyllie, S., Phillips, S., Hagan, P. e Burchmore, R. Comparative proteomics
profiling of a gentamicin-attenuated Leishmania infantum cell line identifies key changes in
parasite thiol-redox metabolism. J Proteomics, v.75, n.5, p.1463-71. 2012.

Dang, H. Q. e Li, Z. The Cdc45.Mcm2-7.GINS protein complex in trypanosomes regulates
DNA replication and interacts with two Orcl-like proteins in the origin recognition complex. J
Biol Chem, v.286, n.37, p.32424-35. 2011.

Das, M., Saudagar, P., Sundar, S. e Dubey, V. K. Miltefosine unresponsive Leishmania
donovani has better ability of resist reactive oxygen species. FEBS J. 2013.

Depristo, M. A., Banks, E., Poplin, R., Garimella, K. V., Maguire, J. R., Hartl, C., Philippakis,
A. A., Del Angel, G., Rivas, M. A., Hanna, M., Mckenna, A., Fennell, T. J., Kernytsky, A. M.,
Sivachenko, A. Y., Cibulskis, K., Gabriel, S. B., Altshuler, D. e Daly, M. J. A framework for
variation discovery and genotyping using next-generation DNA sequencing data. Nat Genet,
v.43, n.5, p.491-8. 2011.

Di Bella, J. M., Bao, Y., Gloor, G. B., Burton, J. P. e Reid, G. High throughput sequencing
methods and analysis for microbiome research. J Microbiol Methods, v.95, n.3, p.401-14.
2013.

Di Giorgio, C., Faraut-Gambarelli, F., Imbert, A., Minodier, P., Gasquet, M. e Dumon, H. Flow
cytometric assessment of amphotericin B susceptibility in Leishmania infantum isolates from
patients with visceral leishmaniasis. J Antimicrob Chemother, v.44, n.1, p.71-6. 1999.

Downing, T., Imamura, H., Decuypere, S., Clark, T. G., Coombs, G. H., Cotton, J. A., Hilley,
J. D., De Doncker, S., Maes, I., Mottram, J. C., Quail, M. A, Rijal, S., Sanders, M., Schonian,
G., Stark, O., Sundar, S., Vanaerschot, M., Hertz-Fowler, C., Dujardin, J. C. e Berriman, M.
Whole genome sequencing of multiple Leishmania donovani clinical isolates provides

167



Referéncias

insights into population structure and mechanisms of drug resistance. Genome Res, v.21,
n.12, p.2143-56. 2011.

Droge, W. The plasma redox state and ageing. Ageing Res Rev, v.1, n.2, p.257-78. 2002.

Drummelsmith, J., Brochu, V., Girard, |., Messier, N. e Ouellette, M. Proteome mapping of
the protozoan parasite Leishmania and application to the study of drug targets and
resistance mechanisms. Mol Cell Proteomics, v.2, n.3, p.146-55. 2003.

Drummelsmith, J., Girard, I., Trudel, N. e Ouellette, M. Differential protein expression
analysis of Leishmania major reveals novel roles for methionine adenosyltransferase and S-
adenosylmethionine in methotrexate resistance. J Biol Chem, v.279, n.32, p.33273-80.
2004.

Durand, R., Paul, M., Pratlong, F., Rivollet, D., Dubreuil-Lemaire, M. L., Houin, R., Astier, A.
e Deniau, M. Leishmania infantum: lack of parasite resistance to amphotericin B in a
clinically resistant visceral leishmaniasis. Antimicrob Agents Chemother, v.42, n.8, p.2141-
3. 1998.

Dwyer, D. M. e Gottlieb, M. Surface membrane localization of 3'- and 5'-nucleotidase
activities in Leishmania donovani promastigotes. Mol Biochem Parasitol, v.10, n.2, p.139-
50. 1984.

Ea-Utils. Erik Aronesty (2011). Command-line tools for processing biological
sequencing data. Disponivel em <http://code.google.com/p/ea-utils>. Acesso em 16 de jun.
2014.

Eibl, H. e Unger, C. Hexadecylphosphocholine: a new and selective antitumor drug. Cancer
Treat Rev, v.17, n.2-3, p.233-42. 1990.

El Fadili, K., Drummelsmith, J., Roy, G., Jardim, A. e Ouellette, M. Down regulation of KMP-
11 in Leishmania infantum axenic antimony resistant amastigotes as revealed by a proteomic
screen. Exp Parasitol, v.123, n.1, p.51-7. 2009.

El Fakhry, Y., Ouellette, M. e Papadopoulou, B. A proteomic approach to identify
developmentally regulated proteins in Leishmania infantum. Proteomics, v.2, n.8, p.1007-
17.2002.

Engel, J. Miltefosine, the story of a successful partnership: disease endemic country - TDR -
pharmaceutical industry (Zentaris). TDR News, v.68, p.5. 2002.

Escobar, P., Matu, S., Marques, C. e Croft, S. L. Sensitivities of Leishmania species to
hexadecylphosphocholine (miltefosine), ET-18-OCH(3) (edelfosine) and amphotericin B.
Acta Trop, v.81, n.2, p.151-7. 2002.

Escobar, P., Yardley, V. e Croft, S. L. Activities of hexadecylphosphocholine (miltefosine),
AmBisome, and sodium stibogluconate (Pentostam) against Leishmania donovani in
immunodeficient scid mice. Antimicrob Agents Chemother, v.45, n.6, p.1872-5. 2001.

Eue, I, Zeisig, R. e Arndt, D. Alkylphosphocholine-induced production of nitric oxide and
tumor necrosis factor alpha by U 937 cells. J Cancer Res Clin Oncol, v.121, n.6, p.350-6.
1995.

168



Referéncias

Fairman-Williams, M. E., Guenther, U. P. e Jankowsky, E. SF1 and SF2 helicases: family
matters. Curr Opin Struct Biol, v.20, n.3, p.313-24. 2010.

Farajnia, S., Alimohammadian, M. H., Reiner, N. E., Karimi, M., Ajdari, S. e Mahboudi, F.
Molecular characterization of a novel amastigote stage specific Class | nuclease from
Leishmania major. Int J Parasitol, v.34, n.8, p.899-908. 2004.

Folgueira, C. e Requena, J. M. A postgenomic view of the heat shock proteins in
kinetoplastids. FEMS Microbiol Rev, v.31, n.4, p.359-77. 2007.

Ganguly, N. K. Oral miltefosine may revolutionize treatment of visceral leishmaniasis. TDR
News, n.68, p.2. 2002.

Gargantini, P. R., Lujan, H. D. e Pereira, C. A. In silico analysis of trypanosomatids'
helicases. FEMS Microbiol Lett, v.335, n.2, p.123-9. 2012.

Gibson, W. C., Swinkels, B. W. e Borst, P. Post-transcriptional control of the differential
expression of phosphoglycerate kinase genes in Trypanosoma brucei. J Mol Biol, v.201,
n.2, p.315-25. 1988.

Goad, L. J., Holz, G. G., Jr. e Beach, D. H. Sterols of Leishmania species. Implications for
biosynthesis. Mol Biochem Parasitol, v.10, n.2, p.161-70. 1984.

Gomes, R. A., Sousa Silva, M., Vicente Miranda, H., Ferreira, A. E., Cordeiro, C. A. e Freire,
A. P. Protein glycation in Saccharomyces cerevisiae. Argpyrimidine formation and
methylglyoxal catabolism. FEBS J, v.272, n.17, p.4521-31. 2005.

Gorg, A., Weiss, W. e Dunn, M. J. Current two-dimensional electrophoresis technology for
proteomics. Proteomics, v.4, n.12, p.3665-85. 2004.

Gottlieb, M. e Dwyer, D. M. Evidence for distinct 5'- and 3'-nucleotidase activities in the
surface membrane fraction of Leishmania donovani promastigotes. Mol Biochem Parasitol,
v.7, n.4, p.303-17. 1983.

Gradoni, L., Soteriadou, K., Louzir, H., Dakkak, A., Toz, S. O., Jaffe, C., Dedet, J. P.,
Campino, L., Canavate, C. e Dujardin, J. C. Drug regimens for visceral leishmaniasis in
Mediterranean countries. Trop Med Int Health, v.13, n.10, p.1272-6. 2008.

Grondin, K., Roy, G. e Ouellette, M. Formation of extrachromosomal circular amplicons with
direct or inverted duplications in drug-resistant Leishmania tarentolae. Mol Cell Biol, v.16,
n.7, p.3587-95. 1996.

Guimaraes-Costa, A. B., Desouza-Vieira, T. S., Paletta-Silva, R., Freitas-Mesquita, A. L.,
Meyer-Fernandes, J. R. e Saraiva, E. M. 3'-nucleotidase/nuclease activity allows Leishmania
parasites to escape killing by neutrophil extracellular traps. Infect Immun, v.82, n.4, p.1732-
40. 2014.

Guina, T., Wu, M., Miller, S. I., Purvine, S. O., Yi, E. C., Eng, J., Goodlett, D. R., Aebersold,
R., Ernst, R. K. e Lee, K. A. Proteomic analysis of Pseudomonas aeruginosa grown under
magnesium limitation. J Am Soc Mass Spectrom, v.14, n.7, p.742-51. 2003.

Gygi, S. P., Rochon, Y., Franza, B. R. e Aebersold, R. Correlation between protein and
MRNA abundance in yeast. Mol Cell Biol, v.19, n.3, p.1720-30. 1999.

169



Referéncias

Haile, S. e Papadopoulou, B. Developmental regulation of gene expression in
trypanosomatid parasitic protozoa. Curr Opin Microbiol, v.10, n.6, p.569-77. 2007.

Hammond, D. J. e Gutteridge, W. E. Purine and pyrimidine metabolism in the
Trypanosomatidae. Mol Biochem Parasitol, v.13, n.3, p.243-61. 1984.

Handman, E. Leishmaniasis: current status of vaccine development. Clin Microbiol Rev,
v.14, n.2, p.229-43. 2001.

Harder, S., Bente, M., Isermann, K. e Bruchhaus, I. Expression of a mitochondrial
peroxiredoxin prevents programmed cell death in Leishmania donovani. Eukaryot Cell, v.5,
n.5, p.861-70. 2006.

Hart, D. T. e Opperdoes, F. R. The occurrence of glycosomes (microbodies) in the
promastigote stage of four major Leishmania species. Mol Biochem Parasitol, v.13, n.2,
p.159-72. 1984.

Hassan, H. F. e Coombs, G. H. Phosphomonoesterases of Leishmania mexicana mexicana
and other flagellates. Mol Biochem Parasitol, v.23, n.3, p.285-96. 1987.

Hiltunen, J. K. e Qin, Y. beta-oxidation - strategies for the metabolism of a wide variety of
acyl-CoA esters. Biochim Biophys Acta, v.1484, n.2-3, p.117-28. 2000.

Hochhuth, C. H., Vehmeyer, K., Eibl, H. e Unger, C. Hexadecylphosphocholine induces
interferon-gamma secretion and expression of GM-CSF mRNA in human mononuclear cells.
Cell Immunol, v.141, n.1, p.161-8. 1992.

Hofmann, B., Hecht, H. J. e Flohe, L. Peroxiredoxins. Biol Chem, v.383, n.3-4, p.347-64.
2002.

Hombach, A., Ommen, G., Chrobak, M. e Clos, J. The Hsp90-Stil interaction is critical for
Leishmania donovani proliferation in both life cycle stages. Cell Microbiol. 2012.

Howard, M. K., Pharoah, M. M., Ashall, F. e Miles, M. A. Human urine stimulates growth of
Leishmania in vitro. Trans R Soc Trop Med Hyg, v.85, n.4, p.477-9. 1991.

Huang, X. C., Quesada, M. A. e Mathies, R. A. DNA sequencing using capillary array
electrophoresis. Anal Chem, v.64, n.18, p.2149-54. 1992.

Hubel, A. e Clos, J. The genomic organization of the HSP83 gene locus is conserved in three
Leishmania species. Exp Parasitol, v.82, n.2, p.225-8. 1996.

Ivens, A. C., Peacock, C. S., Worthey, E. A., Murphy, L., Aggarwal, G., Berriman, M., Sisk,
E., Rajandream, M. A., Adlem, E., Aert, R., Anupama, A., Apostolou, Z., Attipoe, P., Bason,
N., Bauser, C., Beck, A., Beverley, S. M., Bianchettin, G., Borzym, K., Bothe, G., Bruschi, C.
V., Collins, M., Cadag, E., Ciarloni, L., Clayton, C., Coulson, R. M., Cronin, A., Cruz, A. K.,
Davies, R. M., De Gaudenzi, J., Dobson, D. E., Duesterhoeft, A., Fazelina, G., Fosker, N.,
Frasch, A. C., Fraser, A., Fuchs, M., Gabel, C., Goble, A., Goffeau, A., Harris, D., Hertz-
Fowler, C., Hilbert, H., Horn, D., Huang, Y., Klages, S., Knights, A., Kube, M., Larke, N.,
Litvin, L., Lord, A., Louie, T., Marra, M., Masuy, D., Matthews, K., Michaeli, S., Mottram, J.
C., Muller-Auer, S., Munden, H., Nelson, S., Norbertczak, H., Oliver, K., O'neil, S., Pentony,
M., Pohl, T. M., Price, C., Purnelle, B., Quail, M. A., Rabbinowitsch, E., Reinhardt, R., Rieger,
M., Rinta, J., Robben, J., Robertson, L., Ruiz, J. C., Rutter, S., Saunders, D., Schafer, M.,

170



Referéncias

Schein, J., Schwartz, D. C., Seeger, K., Seyler, A., Sharp, S., Shin, H., Sivam, D., Squares,
R., Squares, S., Tosato, V., Vogt, C., Volckaert, G., Wambutt, R., Warren, T., Wedler, H.,
Woodward, J., Zhou, S., Zimmermann, W., Smith, D. F., Blackwell, J. M., Stuart, K. D.,
Barrell, B. e Myler, P. J. The genome of the kinetoplastid parasite, Leishmania major.
Science, v.309, n.5733, p.436-42. 2005.

Jensen, O. N. Modification-specific proteomics: characterization of post-translational
modifications by mass spectrometry. Curr Opin Chem Biol, v.8, n.1, p.33-41. 2004.

Jha, T. K., Sundar, S., Thakur, C. P., Bachmann, P., Karbwang, J., Fischer, C., Voss, A. e
Berman, J. Miltefosine, an oral agent, for the treatment of Indian visceral leishmaniasis. N
Engl J Med, v.341, n.24, p.1795-800. 1999.

Kabani, S., Fenn, K., Ross, A., lvens, A., Smith, T. K., Ghazal, P. e Matthews, K. Genome-
wide expression profiling of in vivo-derived bloodstream parasite stages and dynamic
analysis of mRNA alterations during synchronous differentiation in Trypanosoma brucei.
BMC Genomics, v.10, p.427. 2009.

Kambara, H. e Takahashi, S. Multiple-sheathflow capillary array DNA analyser. Nature,
v.361, n.6412, p.565-6. 1993.

Kan, B., Habibi, H., Schmid, M., Liang, W., Wang, R., Wang, D. e Jungblut, P. R. Proteome
comparison of Vibrio cholerae cultured in aerobic and anaerobic conditions. Proteomics,
v.4,n.10, p.3061-7. 2004.

Kim, S., Yoo, H. J. e Hahn, J. H. Postelectrophoresis capillary scanning method for DNA
sequencing. Anal Chem, v.68, n.5, p.936-9. 1996.

Kircher, M. e Kelso, J. High-throughput DNA sequencing — concepts and limitations.
Bioessays, v.32, n.6, p.524-36. 2010.

Kothari, H., Kumar, P., Sundar, S. e Singh, N. Possibility of membrane modification as a
mechanism of antimony resistance in Leishmania donovani. Parasitol Int, v.56, n.1, p.77-80.
2007.

Kramer, S. Developmental regulation of gene expression in the absence of transcriptional
control: the case of kinetoplastids. Mol Biochem Parasitol, v.181, n.2, p.61-72. 2012.

Kuhlencord, A., Maniera, T., Eibl, H. e Unger, C. Hexadecylphosphocholine: oral treatment of
visceral leishmaniasis in mice. Antimicrob Agents Chemother, v.36, n.8, p.1630-4. 1992.

Kulshrestha, A., Bhandari, V., Mukhopadhyay, R., Ramesh, V., Sundar, S., Maes, L.,
Dujardin, J. C., Roy, S. e Salotra, P. Validation of a simple resazurin-based promastigote
assay for the routine monitoring of miltefosine susceptibility in clinical isolates of Leishmania
donovani. Parasitol Res, v.112, n.2, p.825-8. 2013.

Kulshrestha, A., Sharma, V., Singh, R. e Salotra, P. Comparative transcript expression
analysis of miltefosine-sensitive and miltefosine-resistant Leishmania donovani. Parasitol
Res, v.113, n.3, p.1171-84. 2014.

Kumar, A., Sisodia, B., Misra, P., Sundar, S., Shasany, A. K. e Dube, A. Proteome mapping
of overexpressed membrane-enriched and cytosolic proteins in sodium antimony gluconate

171



Referéncias

(SAG) resistant clinical isolate of Leishmania donovani. Br J Clin Pharmacol, v.70, n.4,
p.609-17. 2010.

Lachaud, L., Bourgeois, N., Plourde, M., Leprohon, P., Bastien, P. e Ouellette, M. Parasite
susceptibility to amphotericin B in failures of treatment for visceral leishmaniasis in patients
coinfected with HIV type 1 and Leishmania infantum. Clin Infect Dis, v.48, n.2, p.e16-22.
2009.

Laemmli, U. K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature, v.227, n.5259, p.680-5. 1970.

Laison, R. e Shaw, J. J. Evolution, classification and geographical distribution. The
Leishmaniasis in Biology and Medicine. London. 1: 1-120 p. 1987.

Langmead, B. e Salzberg, S. L. Fast gapped-read alignment with Bowtie 2. Nat Methods,
v.9, n.4, p.357-9. 2012.

Lassle, M., Blatch, G. L., Kundra, V., Takatori, T. e Zetter, B. R. Stress-inducible, murine
protein mSTI1. Characterization of binding domains for heat shock proteins and in vitro
phosphorylation by different kinases. J Biol Chem, v.272, n.3, p.1876-84. 1997.

Laveran, A. e Mesnil, F. Sur un protozaire nouveau (Piroplasma donovani). Parasite d’'une
fievre de I'lnde. Comptes rendus hebdomadairesdes séancea de I’ Acadénie des
Sciences, v.137, p.957-961. 1903.

Le Fichoux, Y., Rousseau, D., Ferrua, B., Ruette, S., Lelievre, A., Grousson, D. e Kubar, J.
Short- and long-term efficacy of hexadecylphosphocholine against established Leishmania
infantum infection in BALB/c mice. Antimicrob Agents Chemother, v.42, n.3, p.654-8.
1998.

Lee, N., Bertholet, S., Debrabant, A., Muller, J., Duncan, R. e Nakhasi, H. L. Programmed
cell death in the unicellular protozoan parasite Leishmania. Cell Death Differ, v.9, n.1, p.53-
64. 2002.

Leprohon, P., Legare, D., Raymond, F., Madore, E., Hardiman, G., Corbelil, J. e Ouellette, M.
Gene expression modulation is associated with gene amplification, supernumerary
chromosomes and chromosome loss in antimony-resistant Leishmania infantum. Nucleic
Acids Res, v.37, n.5, p.1387-99. 2009.

Li, H., Handsaker, B., Wysoker, A., Fennell, T., Ruan, J., Homer, N., Marth, G., Abecasis, G.,
Durbin, R. e Genome Project Data Processing, S. The Sequence Alignment/Map format and
SAMtools. Bioinformatics, v.25, n.16, p.2078-9. 2009.

Lira, R., Contreras, L. M., Rita, R. M. e Urbina, J. A. Mechanism of action of anti-proliferative
lysophospholipid analogues against the protozoan parasite Trypanosoma cruzi: potentiation
of in vitro activity by the sterol biosynthesis inhibitor ketoconazole. J Antimicrob
Chemother, v.47, n.5, p.537-46. 2001.

Liu, B., Wang, J., Yaffe, N., Lindsay, M. E., Zhao, Z., Zick, A., Shlomai, J. e Englund, P. T.
Trypanosomes have six mitochondrial DNA helicases with one controlling kinetoplast
maxicircle replication. Mol Cell, v.35, n.4, p.490-501. 2009a.

172



Referéncias

Liu, B., Wang, J., Yildirir, G. e Englund, P. T. TbPIF5 is a Trypanosoma brucei mitochondrial
DNA helicase involved in processing of minicircle Okazaki fragments. PLoS Pathog, v.5,
n.9, p.e1000589. 2009b.

Liu, B., Yildirir, G., Wang, J., Tolun, G., Griffith, J. D. e Englund, P. T. TbPIFl, a
Trypanosoma brucei mitochondrial DNA helicase, is essential for kinetoplast minicircle
replication. J Biol Chem, v.285, n.10, p.7056-66. 2010.

Lukes, J., Mauricio, I. L., Schonian, G., Dujardin, J. C., Soteriadou, K., Dedet, J. P., Kuhls,
K., Tintaya, K. W., Jirku, M., Chocholova, E., Haralambous, C., Pratlong, F., Obornik, M.,
Horak, A., Ayala, F. J. e Miles, M. A. Evolutionary and geographical history of the Leishmania
donovani complex with a revision of current taxonomy. Proc Natl Acad Sci U S A, v.104,
n.22, p.9375-80. 2007.

Luque-Ortega, J. R. e Rivas, L. Miltefosine (hexadecylphosphocholine) inhibits cytochrome ¢
oxidase in Leishmania donovani promastigotes. Antimicrob Agents Chemother, v.51, n.4,
p.1327-32. 2007.

Lux, H., Hart, D. T., Parker, P. J. e Klenner, T. Ether lipid metabolism, GPI anchor
biosynthesis, and signal transduction are putative targets for anti-leishmanial alkyl
phospholipid analogues. Adv Exp Med Biol, v.416, p.201-11. 1996.

Lux, H., Heise, N., Klenner, T., Hart, D. e Opperdoes, F. R. Ether-lipid (alkyl-phospholipid)
metabolism and the mechanism of action of ether-lipid analogues in Leishmania. Mol
Biochem Parasitol, v.111, n.1, p.1-14. 2000.

Mair, G., Shi, H., Li, H., Djikeng, A., Aviles, H. O., Bishop, J. R., Falcone, F. H., Gauvrilescu,
C., Montgomery, J. L., Santori, M. |, Stern, L. S., Wang, Z., Ullu, E. e Tschudi, C. A new
twist in trypanosome RNA metabolism: cis-splicing of pre-mRNA. RNA, v.6, n.2, p.163-9.
2000.

Maltezou, H. C. Drug resistance in visceral leishmaniasis. J Biomed Biotechnol, v.2010,
p.617521. 2010.

Maltezou, H. C., Siafas, C., Mavrikou, M., Spyridis, P., Stavrinadis, C., Karpathios, T. e
Kafetzis, D. A. Visceral leishmaniasis during childhood in southern Greece. Clin Infect Dis,
v.31, n.5, p.1139-43. 2000.

Mardis, E. R. Next-generation DNA sequencing methods. Annu Rev Genomics Hum
Genet, v.9, p.387-402. 2008.

Matrangolo, F. S., Liarte, D. B., Andrade, L. C., De Melo, M. F., Andrade, J. M., Ferreira, R.
F., Santiago, A. S., Pirovani, C. P., Silva-Pereira, R. A. e Murta, S. M. Comparative
proteomic analysis of antimony-resistant and -susceptible Leishmania braziliensis and
Leishmania infantum chagasi lines. Mol Biochem Parasitol, v.190, n.2, p.63-75. 2013.

Mcatee, C. P., Hoffman, P. S. e Berg, D. E. Identification of differentially regulated proteins in
metronidozole resistant Helicobacter pylori by proteome techniques. Proteomics, v.1, n.4,
p.516-21. 2001.

Mcconville, M. J., Mullin, K. A, llgoutz, S. C. e Teasdale, R. D. Secretory pathway of
trypanosomatid parasites. Microbiol Mol Biol Rev, v.66, n.1, p.122-54. 2002.

173



Referéncias

Mcnicoll, F., Drummelsmith, J., Muller, M., Madore, E., Boilard, N., Ouellette, M. e
Papadopoulou, B. A combined proteomic and transcriptomic approach to the study of stage
differentiation in Leishmania infantum. Proteomics, v.6, n.12, p.3567-81. 2006.

Minoche, A. E., Dohm, J. C. e Himmelbauer, H. Evaluation of genomic high-throughput
sequencing data generated on lllumina HiSeq and genome analyzer systems. Genome Biol,
v.12, n.11, p.R112. 2011.

Minodier, P., Piarroux, R., Garnier, J. M., Unal, D., Perrimond, H. € Dumon, H. Pediatric
visceral leishmaniasis in southern France. Pediatr Infect Dis J, v.17, n.8, p.701-4. 1998.

Militz, A., Mottram, J. C., Overath, P. e Aebischer, T. Targeted integration into a rRNA locus
results in uniform and high level expression of transgenes in Leishmania amastigotes. Mol
Biochem Parasitol, v.107, n.2, p.251-61. 2000.

Mojtahedi, Z., Clos, J. e Kamali-Sarvestani, E. Leishmania major: identification of
developmentally regulated proteins in procyclic and metacyclic promastigotes. Exp
Parasitol, v.119, n.3, p.422-9. 2008.

Monge-Maillo, B. e Lopez-Velez, R. Miltefosine for visceral and cutaneous leishmaniasis:
drug characteristics and evidence-based treatment recommendations. Clin Infect Dis, v.60,
n.9, p.1398-404. 2015.

Monti-Rocha, R. Correlagdo entre sensibilidade in vitro de isolados clinicos de
Leishmania chagasi a miltefosina e resposta ao tratamento. Nucleo de Doengas
Infecciosas, Universidade Federal do Espirito Santo, Vitoria, 2012. 77 p.

Moore, E. M. e Lockwood, D. N. Treatment of visceral leishmaniasis. J Glob Infect Dis, v.2,
n.2, p.151-8. 2010.

Moreira, W., Leprohon, P. e Ouellette, M. Tolerance to drug-induced cell death favours the
acquisition of multidrug resistance in Leishmania. Cell Death Dis, v.2, p.e201. 2011.

Murray, H. W. e Delph-Etienne, S. Visceral leishmanicidal activity of
hexadecylphosphocholine (miltefosine) in mice deficient in T cells and activated macrophage
microbicidal mechanisms. J Infect Dis, v.181, n.2, p.795-9. 2000.

Nathan, C. e Shiloh, M. U. Reactive oxygen and nitrogen intermediates in the relationship
between mammalian hosts and microbial pathogens. Proc Natl Acad Sci U S A, v.97, n.16,
p.8841-8. 2000.

Nature. Genomic analysis. Disponivel em <http://www.nature.com/subjects/genomic-
analysis>. Acesso em 10 de abr. 2015.

Neuhoff, V., Arold, N., Taube, D. e Ehrhardt, W. Improved staining of proteins in
polyacrylamide gels including isoelectric focusing gels with clear background at nanogram
sensitivity using Coomassie Brilliant Blue G-250 and R-250. Electrophoresis, v.9, n.6,
p.255-62. 1988.

Nicolle, C. Nouvelles acquisitions sur le Kala-azar: cultures, inoculations auchien, étiologie.
C R Acad Sci Paris, v.146, p.498-499. 1908.

174



Referéncias

Nicolle, C. e Comte, C. Origine Canine du Kala-azar. Bulletin de la Société de Pathologie
Exotique, p.299-301. 1908.

Novy, F. G. e Mcneal, W. J. The cultivation of trypanosoma brucei. A preliminary note. J Am
Med Assoc, v.XLI, n.21, p.1266-1268. 1903.

O'farrell, P. H. High resolution two-dimensional electrophoresis of proteins. J Biol Chem,
v.250, n.10, p.4007-21. 1975.

Opperdoes, F. R. e Coombs, G. H. Metabolism of Leishmania: proven and predicted. Trends
Parasitol, v.23, n.4, p.149-58. 2007.

Opperdoes, F. R. e Szikora, J. P. In silico prediction of the glycosomal enzymes of
Leishmania major and trypanosomes. Mol Biochem Parasitol, v.147, n.2, p.193-206. 2006.

Ouellette, M., Hettema, E., Wust, D., Fase-Fowler, F. e Borst, P. Direct and inverted DNA
repeats associated with P-glycoprotein gene amplification in drug resistant Leishmania.
EMBO J, v.10, n.4, p.1009-16. 1991.

Pagliano, P., Carannante, N., Rossi, M., Gramiccia, M., Gradoni, L., Faella, F. S. e Gaeta, G.
B. Visceral leishmaniasis in pregnancy: a case series and a systematic review of the
literature. J Antimicrob Chemother, v.55, n.2, p.229-33. 2005.

Paris, C., Loiseau, P. M., Bories, C. e Breard, J. Miltefosine induces apoptosis-like death in
Leishmania donovani promastigotes. Antimicrob Agents Chemother, v.48, n.3, p.852-9.
2004.

Peacock, C. S., Seeger, K., Harris, D., Murphy, L., Ruiz, J. C., Quail, M. A., Peters, N.,
Adlem, E., Tivey, A., Aslett, M., Kerhornou, A., Ivens, A., Fraser, A., Rajandream, M. A.,
Carver, T., Norbertczak, H., Chillingworth, T., Hance, Z., Jagels, K., Moule, S., Ormond, D.,
Rutter, S., Squares, R., Whitehead, S., Rabbinowitsch, E., Arrowsmith, C., White, B.,
Thurston, S., Bringaud, F., Baldauf, S. L., Faulconbridge, A., Jeffares, D., Depledge, D. P.,
Oyola, S. O., Hilley, J. D., Brito, L. O., Tosi, L. R., Barrell, B., Cruz, A. K., Mottram, J. C.,
Smith, D. F. e Berriman, M. Comparative genomic analysis of three Leishmania species that
cause diverse human disease. Nat Genet, v.39, n.7, p.839-47. 2007.

Perez-Victoria, F. J., Castanys, S. e Gamarro, F. Leishmania donovani resistance to
miltefosine involves a defective inward translocation of the drug. Antimicrob Agents
Chemother, v.47, n.8, p.2397-403. 2003a.

Perez-Victoria, F. J., Gamarro, F., Ouellette, M. e Castanys, S. Functional cloning of the
miltefosine transporter. A novel P-type phospholipid translocase from Leishmania involved in
drug resistance. J Biol Chem, v.278, n.50, p.49965-71. 2003b.

Perez-Victoria, F. J., Sanchez-Canete, M. P., Castanys, S. e Gamarro, F. Phospholipid
translocation and miltefosine potency require both L. donovani miltefosine transporter and
the new protein LdRos3 in Leishmania parasites. J Biol Chem, v.281, n.33, p.23766-75.
2006a.

Perez-Victoria, F. J., Sanchez-Canete, M. P., Seifert, K., Croft, S. L., Sundar, S., Castanys,
S. e Gamarro, F. Mechanisms of experimental resistance of Leishmania to miltefosine:
Implications for clinical use. Drug Resist Updat, v.9, n.1-2, p.26-39. 2006b.

175



Referéncias

Perez-Victoria, J. M., Perez-Victoria, F. J., Parodi-Talice, A., Jimenez, |. A., Ravelo, A. G.,
Castanys, S. e Gamarro, F. Alkyl-lysophospholipid resistance in multidrug-resistant
Leishmania tropica and chemosensitization by a novel P-glycoprotein-like transporter
modulator. Antimicrob Agents Chemother, v.45, n.9, p.2468-74. 2001.

Pomorski, T., Lombardi, R., Riezman, H., Devaux, P. F., Van Meer, G. e Holthuis, J. C.
Drs2p-related P-type ATPases Dnflp and Dnf2p are required for phospholipid translocation
across the yeast plasma membrane and serve a role in endocytosis. Mol Biol Cell, v.14, n.3,
p.1240-54. 2003.

Purcell, S., Neale, B., Todd-Brown, K., Thomas, L., Ferreira, M. A., Bender, D., Maller, J.,
Sklar, P., De Bakker, P. I., Daly, M. J. e Sham, P. C. PLINK: a tool set for whole-genome
association and population-based linkage analyses. Am J Hum Genet, v.81, n.3, p.559-75.
2007.

Raguenaud, M. E., Jansson, A., Vanlerberghe, V., Deborggraeve, S., Dujardin, J. C.,
Orfanos, G., Reid, T. e Boelaert, M. Epidemiology and clinical features of patients with
visceral leishmaniasis treated by an MSF clinic in Bakool region, Somalia, 2004-2006. PLoS
Negl Trop Dis, v.1, n.1, p.e85. 2007.

Rakotomanga, M., Saint-Pierre-Chazalet, M. e Loiseau, P. M. Alteration of fatty acid and
sterol metabolism in miltefosine-resistant Leishmania donovani promastigotes and
consequences for drug-membrane interactions. Antimicrob Agents Chemother, v.49, n.7,
p.2677-86. 2005.

Reid, M. F. e Fewson, C. A. Molecular characterization of microbial alcohol dehydrogenases.
Crit Rev Microbiol, v.20, n.1, p.13-56. 1994.

Ritt, J. F., Raymond, F., Leprohon, P., Legare, D., Corbeil, J. e Ouellette, M. Gene
amplification and point mutations in pyrimidine metabolic genes in 5-fluorouracil resistant
Leishmania infantum. PLoS Negl Trop Dis, v.7, n.11, p.e2564. 2013.

Rittig, M. G. e Bogdan, C. Leishmania-host-cell interaction: complexities and alternative
views. Parasitol Today, v.16, n.7, p.292-7. 2000.

Rogers, M. B., Hilley, J. D., Dickens, N. J., Wilkes, J., Bates, P. A., Depledge, D. P., Harris,
D., Her, Y., Herzyk, P., Imamura, H., Otto, T. D., Sanders, M., Seeger, K., Dujardin, J. C.,
Berriman, M., Smith, D. F., Hertz-Fowler, C. e Mottram, J. C. Chromosome and gene copy
number variation allow major structural change between species and strains of Leishmania.
Genome Res, v.21, n.12, p.2129-42. 2011.

Rybczynska, M., Liu, R., Lu, P., Sharom, F. J., Steinfels, E., Pietro, A. D., Spitaler, M.,
Grunicke, H. e Hofmann, J. MDR1 causes resistance to the antitumour drug miltefosine. Br J
Cancer, v.84, n.10, p.1405-11. 2001.

Safa, O., Parkin, S. M., Matthew, A. M. e Bibby, M. C. Morphological and immunological
observations on the effects of hexadecylphosphocholine (HPC) in nude mice bearing MT-1
breast cancer xenografts. Anticancer Res, v.17, n.1A, p.37-43. 1997.

Sanchez-Canete, M. P., Carvalho, L., Perez-Victoria, F. J., Gamarro, F. e Castanys, S. Low
plasma membrane expression of the miltefosine transport complex renders Leishmania
braziliensis refractory to the drug. Antimicrob Agents Chemother, v.53, n.4, p.1305-13.
20009.

176



Referéncias

Sanger, F., Air, G. M., Barrell, B. G., Brown, N. L., Coulson, A. R., Fiddes, C. A., Hutchison,
C. A, Slocombe, P. M. e Smith, M. Nucleotide sequence of bacteriophage phi X174 DNA.
Nature, v.265, n.5596, p.687-95. 1977.

Santa-Rita, R. M., Barbosa, H. S. e De Castro, S. L. Ultrastructural analysis of edelfosine-
treated trypomastigotes and amastigotes of Trypanosoma cruzi. Parasitol Res, v.100, n.1,
p.187-90. 2006.

Santa-Rita, R. M., Henriques-Pons, A., Barbosa, H. S. e De Castro, S. L. Effect of the
lysophospholipid analogues edelfosine, ilmofosine and miltefosine against Leishmania
amazonensis. J Antimicrob Chemother, v.54, n.4, p.704-10. 2004.

Santa-Rita, R. M., Lira, R., Barbosa, H. S., Urbina, J. A. e De Castro, S. L. Anti-proliferative
synergy of lysophospholipid analogues and ketoconazole against Trypanosoma cruzi
(Kinetoplastida: Trypanosomatidae): cellular and ultrastructural analysis. J Antimicrob
Chemother, v.55, n.5, p.780-4. 2005.

Santa-Rita, R. M., Santos Barbosa, H., Meirelles, M. N. e De Castro, S. L. Effect of the alkyl-
lysophospholipids on the proliferation and differentiation of Trypanosoma cruzi. Acta Trop,
V.75, n.2, p.219-28. 2000.

Segatto, M., Ribeiro, L. S., Costa, D. L., Costa, C. H., Oliveira, M. R., Carvalho, S. F.,
Macedo, A. M., Valadares, H. M., Dietze, R., Brito, C. F. e Lemos, E. M. Genetic diversity of
Leishmania infantum field populations from Brazil. Mem Inst Oswaldo Cruz, v.107, n.1,
p.39-47. 2012.

Seifert, K., Matu, S., Javier Perez-Victoria, F., Castanys, S., Gamarro, F. e Croft, S. L.
Characterisation of Leishmania donovani promastigotes resistant to
hexadecylphosphocholine (miltefosine). Int J Antimicrob Agents, v.22, n.4, p.380-7. 2003.

Seifert, K., Perez-Victoria, F. J., Stettler, M., Sanchez-Canete, M. P., Castanys, S., Gamarro,
F. e Croft, S. L. Inactivation of the miltefosine transporter, LdMT, causes miltefosine
resistance that is conferred to the amastigote stage of Leishmania donovani and persists in
vivo. Int J Antimicrob Agents, v.30, n.3, p.229-35. 2007.

Sharma, S., Singh, G., Chavan, H. D. e Dey, C. S. Proteomic analysis of wild type and
arsenite-resistant Leishmania donovani. Exp Parasitol, v.123, n.4, p.369-76. 2009.

Sindermann, H., Engel, K. R., Fischer, C. e Bommer, W. Oral miltefosine for leishmaniasis in
immunocompromised patients: compassionate use in 39 patients with HIV infection. Clin
Infect Dis, v.39, n.10, p.1520-3. 2004.

Singh, G., Chavan, H. D. e Dey, C. S. Proteomic analysis of miltefosine-resistant Leishmania
reveals the possible involvement of eukaryotic initiation factor 4A (elF4A). Int J Antimicrob
Agents, v.31, n.6, p.584-6. 2008.

Singh, N. Drug resistance mechanisms in clinical isolates of Leishmania donovani. Indian J
Med Res, v.123, n.3, p.411-22. 2006.

Singh, V. K., Jayaswal, R. K. e Wilkinson, B. J. Cell wall-active antibiotic induced proteins of
Staphylococcus aureus identified using a proteomic approach. FEMS Microbiol Lett, v.199,
n.1, p.79-84. 2001.

177



Referéncias

Singleton, M. R., Dilingham, M. S. e Wigley, D. B. Structure and mechanism of helicases
and nucleic acid translocases. Annu Rev Biochem, v.76, p.23-50. 2007.

Smith, M., Bringaud, F. e Papadopoulou, B. Organization and evolution of two SIDER
retroposon subfamilies and their impact on the Leishmania genome. BMC Genomics, v.10,
p.240. 2009.

Sopwith, W. F., Debrabant, A., Yamage, M., Dwyer, D. M. e Bates, P. A. Developmentally
regulated expression of a cell surface class | nuclease in Leishmania mexicana. Int J
Parasitol, v.32, n.4, p.449-59. 2002.

Soto, J., Arana, B. A., Toledo, J., Rizzo, N., Vega, J. C., Diaz, A., Luz, M., Gutierrez, P.,
Arboleda, M., Berman, J. D., Junge, K., Engel, J. e Sindermann, H. Miltefosine for new world
cutaneous leishmaniasis. Clin Infect Dis, v.38, n.9, p.1266-72. 2004.

Soto, J., Rea, J., Balderrama, M., Toledo, J., Soto, P., Valda, L. e Berman, J. D. Efficacy of
miltefosine for Bolivian cutaneous leishmaniasis. Am J Trop Med Hyg, v.78, n.2, p.210-1.
2008.

Sterkers, Y., Lachaud, L., Bourgeois, N., Crobu, L., Bastien, P. e Pages, M. Novel insights
into genome plasticity in Eukaryotes: mosaic aneuploidy in Leishmania. Mol Microbiol, v.86,
n.1, p.15-23. 2012.

Sterkers, Y., Lachaud, L., Crobu, L., Bastien, P. e Pages, M. FISH analysis reveals
aneuploidy and continual generation of chromosomal mosaicism in Leishmania major. Cell
Microbiol, v.13, n.2, p.274-83. 2011.

Sundar, S. Drug resistance in Indian visceral leishmaniasis. Trop Med Int Health, v.6, n.11,
p.849-54. 2001.

Sundar, S., Chakravarty, J., Rai, V. K., Agrawal, N., Singh, S. P., Chauhan, V. e Murray, H.
W. Amphotericin B treatment for Indian visceral leishmaniasis: response to 15 daily versus
alternate-day infusions. Clin Infect Dis, v.45, n.5, p.556-61. 2007.

Sundar, S. e Chatterjee, M. Visceral leishmaniasis - current therapeutic modalities. Indian J
Med Res, v.123, n.3, p.345-52. 2006.

Sundar, S., Gupta, L. B., Makharia, M. K., Singh, M. K., Voss, A., Rosenkaimer, F., Engel, J.
e Murray, H. W. Oral treatment of visceral leishmaniasis with miltefosine. Ann Trop Med
Parasitol, v.93, n.6, p.589-97. 1999.

Sundar, S., Jha, T. K., Thakur, C. P., Engel, J., Sindermann, H., Fischer, C., Junge, K.,
Bryceson, A. e Berman, J. Oral miltefosine for Indian visceral leishmaniasis. N Engl J Med,
v.347, n.22, p.1739-46. 2002a.

Sundar, S., Jha, T. K., Thakur, C. P., Mishra, M., Singh, V. R. e Buffels, R. Low-dose
liposomal amphotericin B in refractory Indian visceral leishmaniasis: a multicenter study. Am
J Trop Med Hyg, v.66, n.2, p.143-6. 2002b.

Sundar, S., Mehta, H., Suresh, A. V., Singh, S. P., Rai, M. e Murray, H. W. Amphotericin B
treatment for Indian visceral leishmaniasis: conventional versus lipid formulations. Clin Infect
Dis, v.38, n.3, p.377-83. 2004.

178



Referéncias

Sundar, S., More, D. K., Singh, M. K., Singh, V. P., Sharma, S., Makharia, A., Kumar, P. C. e
Murray, H. W. Failure of pentavalent antimony in visceral leishmaniasis in India: report from
the center of the Indian epidemic. Clin Infect Dis, v.31, n.4, p.1104-7. 2000.

Sundar, S., Rosenkaimer, F., Makharia, M. K., Goyal, A. K., Mandal, A. K., Voss, A., Hilgard,
P. e Murray, H. W. Trial of oral miltefosine for visceral leishmaniasis. Lancet, v.352, n.9143,
p.1821-3. 1998.

Thakur, C. P. e Narayan, S. A comparative evaluation of amphotericin B and sodium
antimony gluconate, as first-line drugs in the treatment of Indian visceral leishmaniasis. Ann
Trop Med Parasitol, v.98, n.2, p.129-38. 2004.

Thakur, C. P., Pandey, A. K., Sinha, G. P., Roy, S., Behbehani, K. e Olliaro, P. Comparison
of three treatment regimens with liposomal amphotericin B (AmBisome) for visceral
leishmaniasis in India: a randomized dose-finding study. Trans R Soc Trop Med Hyg, v.90,
n.3, p.319-22. 1996.

Thakur, C. P., Singh, R. K., Hassan, S. M., Kumar, R., Narain, S. e Kumar, A. Amphotericin
B deoxycholate treatment of visceral leishmaniasis with newer modes of administration and
precautions: a study of 938 cases. Trans R Soc Trop Med Hyg, v.93, n.3, p.319-23. 1999.

Thakur, C. P., Sinha, P. K., Singh, R. K., Hassan, S. M. e Narain, S. Miltefosine in a case of
visceral leishmaniasis with HIV co-infection; and rising incidence of this disease in India.
Trans R Soc Trop Med Hyg, v.94, n.6, p.696-7. 2000.

Trapnell, C., Roberts, A., Goff, L., Pertea, G., Kim, D., Kelley, D. R., Pimentel, H., Salzberg,
S. L., Rinn, J. L. e Pachter, L. Differential gene and transcript expression analysis of RNA-
seq experiments with TopHat and Cufflinks. Nat Protoc, v.7, n.3, p.562-78. 2012.

Tripp, C. A., Myler, P. J. e Stuart, K. A DNA sequence (LD1) which occurs in several
genomic organizations in Leishmania. Mol Biochem Parasitol, v.47, n.2, p.151-6. 1991.

Tritrypdb.  TriTrypDB - Kinetoplastid Genomics Resourse. Disponivel em
<http://tritrypdb.org/tritrypdb/>. Acesso em 12 de Abr. 2015.

Turcatti, G., Romieu, A., Fedurco, M. e Tairi, A. P. A new class of cleavable fluorescent
nucleotides: synthesis and optimization as reversible terminators for DNA sequencing by
synthesis. Nucleic Acids Res, v.36, n.4, p.e25. 2008.

Ubeda, J. M., Legare, D., Raymond, F., Ouameur, A. A., Boisvert, S., Rigault, P., Corbeil, J.,
Tremblay, M. J., Olivier, M., Papadopoulou, B. e Ouellette, M. Modulation of gene expression
in drug resistant Leishmania is associated with gene amplification, gene deletion and
chromosome aneuploidy. Genome Biol, v.9, n.7, p.R115. 2008.

Ubeda, J. M., Raymond, F., Mukherjee, A., Plourde, M., Gingras, H., Roy, G., Lapointe, A.,
Leprohon, P., Papadopoulou, B., Corbeil, J. e Ouellette, M. Genome-wide stochastic
adaptive DNA amplification at direct and inverted DNA repeats in the parasite Leishmania.
PLoS Biol, v.12, n.5, p.e1001868. 2014.

Unger, C. M., T.; Kaufmann-Kolle, P.; Eibl, H. In vivo antileishmanial activity of
hexadecylphosphocholine and other alkylphosphocholines. Drugs of Today, v.34, n.(Suppl.
F), p.133. 1998.

179



Referéncias

Unlu, M., Morgan, M. E. e Minden, J. S. Difference gel electrophoresis: a single gel method
for detecting changes in protein extracts. Electrophoresis, v.18, n.11, p.2071-7. 1997.

Van Der Auwera, G. A., Carneiro, M. O., Hartl, C., Poplin, R., Del Angel, G., Levy-
Moonshine, A., Jordan, T., Shakir, K., Roazen, D., Thibault, J., Banks, E., Garimella, K. V.,
Altshuler, D., Gabriel, S. e Depristo, M. A. From FastQ data to high confidence variant calls:
the Genome Analysis Toolkit best practices pipeline. Curr Protoc Bioinformatics, v.11,
n.1110, p.11 10 1-11 10 33. 2013.

Van Der Sanden, M. H., Houweling, M., Duijsings, D., Vaandrager, A. B. e Van Golde, L. M.
Inhibition of phosphatidylcholine synthesis is not the primary pathway in
hexadecylphosphocholine-induced apoptosis. Biochim Biophys Acta, v.1636, n.2-3, p.99-
107. 2004.

Van Hellemond, J. J. e Tielens, A. G. Inhibition of the respiratory chain results in a reversible
metabolic arrest in Leishmania promastigotes. Mol Biochem Parasitol, v.85, n.1, p.135-8.
1997.

Vehmeyer, K., Scheurich, P., Eibl, H. e Unger, C. Hexadecylphosphocholine-mediated
enhancement of T-cell responses to interleukin 2. Cell Immunol, v.137, n.1, p.232-8. 1991.

Vercauteren, F. G., Arckens, L. e Quirion, R. Applications and current challenges of
proteomic approaches, focusing on two-dimensional electrophoresis. Amino Acids, v.33,
n.3, p.405-14. 2007.

Vergnes, B., Gourbal, B., Girard, I., Sundar, S., Drummelsmith, J. e Ouellette, M. A
proteomics screen implicates HSP83 and a small kinetoplastid calpain-related protein in drug
resistance in Leishmania donovani clinical field isolates by modulating drug-induced
programmed cell death. Mol Cell Proteomics, v.6, n.1, p.88-101. 2007.

Vergote, D., Bouchut, A., Sautiere, P. E., Roger, E., Galinier, R., Rognon, A., Coustau, C.,
Salzet, M. e Mitta, G. Characterisation of proteins differentially present in the plasma of
Biomphalaria glabrata susceptible or resistant to Echinostoma caproni. Int J Parasitol, v.35,
n.2, p.215-24. 2005.

Verma, N. K. e Dey, C. S. Possible mechanism of miltefosine-mediated death of Leishmania
donovani. Antimicrob Agents Chemother, v.48, n.8, p.3010-5. 2004.

Verma, N. K., Singh, G. e Dey, C. S. Miltefosine induces apoptosis in arsenite-resistant
Leishmania donovani promastigotes through mitochondrial dysfunction. Exp Parasitol,
v.116, n.1, p.1-13. 2007.

Vickers, T. J., Greig, N. e Fairlamb, A. H. A trypanothione-dependent glyoxalase | with a
prokaryotic ancestry in Leishmania major. Proc Natl Acad Sci U S A, v.101, n.36, p.13186-
91. 2004a.

Vickers, T. J., Wyllie, S. e Fairlamb, A. H. Leishmania major elongation factor 1B complex
has trypanothione S-transferase and peroxidase activity. J Biol Chem, v.279, n.47, p.49003-
9. 2004b.

Wadhone, P., Maiti, M., Agarwal, R., Kamat, V., Martin, S. e Saha, B. Miltefosine promotes
IFN-gamma-dominated anti-leishmanial immune response. J Immunol, v.182, n.11, p.7146-
54. 2009.

180



Referéncias

Walker, J., Gongora, R., Vasquez, J. J., Drummelsmith, J., Burchmore, R., Roy, G.,
Ouellette, M., Gomez, M. A. e Saravia, N. G. Discovery of factors linked to antimony
resistance in Leishmania panamensis through differential proteome analysis. Mol Biochem
Parasitol, v.183, n.2, p.166-76. 2012.

Wang, J., Englund, P. T. e Jensen, R. E. TbPIF8, a Trypanosoma brucei protein related to
the yeast Pifl helicase, is essential for cell viability and mitochondrial genome maintenance.
Mol Microbiol, v.83, n.3, p.471-85. 2012.

Wasinger, V. C., Cordwell, S. J., Cerpa-Poljak, A., Yan, J. X., Gooley, A. A., Wilkins, M. R.,
Duncan, M. W., Hatrris, R., Williams, K. L. e Humphery-Smith, I. Progress with gene-product
mapping of the Mollicutes: Mycoplasma genitalium. Electrophoresis, v.16, n.7, p.1090-4.
1995.

Wassef, M. K., Fioretti, T. B. e Dwyer, D. M. Lipid analyses of isolated surface membranes of
Leishmania donovani promastigotes. Lipids, v.20, n.2, p.108-15. 1985.

WHO. World Health Organization. Control of the leishmaniases. World Health Organ Tech
Rep Ser, n.949, p.xii-xiii, 1-186, back cover. 2010.

WHO. World Health Organization. Map Production: Control of Neglected Tropical
Diseases (NDT). Disponivel em
<http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis_2013 VL.png>. Acesso
em 22 de jun. 2015.

Wikipedia. Leishmaniasis. Disponivel em <http://en.wikipedia.org/wiki/Leishmaniasis>.
Acesso em 20 de nov. 2010.

Wilkinson, S. R., Temperton, N. J., Mondragon, A. e Kelly, J. M. Distinct mitochondrial and
cytosolic enzymes mediate trypanothione-dependent peroxide metabolism in Trypanosoma
cruzi. J Biol Chem, v.275, n.11, p.8220-5. 2000.

Wilson, C. M. Plant nucleases: biochemistry and development of multiple molecular forms.
Isozymes Curr Top Biol Med Res, v.6, p.33-54. 1982.

Wincker, P., Ravel, C., Blaineau, C., Pages, M., Jauffret, Y., Dedet, J. P. e Bastien, P. The
Leishmania genome comprises 36 chromosomes conserved across widely divergent human
pathogenic species. Nucleic Acids Res, v.24, n.9, p.1688-94. 1996.

Wood, Z. A., Poole, L. B. e Karplus, P. A. Peroxiredoxin evolution and the regulation of
hydrogen peroxide signaling. Science, v.300, n.5619, p.650-3. 2003.

Wyllie, S., Vickers, T. J. e Fairlamb, A. H. Roles of trypanothione S-transferase and
tryparedoxin peroxidase in resistance to antimonials. Antimicrob Agents Chemother, v.52,
n.4, p.1359-65. 2008.

Yardley, V., Croft, S. L., De Doncker, S., Dujardin, J. C., Koirala, S., Rijal, S., Miranda, C.,
Llanos-Cuentas, A. e Chappuis, F. The sensitivity of clinical isolates of Leishmania from Peru
and Nepal to miltefosine. Am J Trop Med Hyg, v.73, n.2, p.272-5. 2005.

Zagursky, R. J. e Mccormick, R. M. DNA sequencing separations in capillary gels on a
modified commercial DNA sequencing instrument. Biotechniques, v.9, n.1, p.74-9. 1990.

181



Referéncias

Zeisig, R., Rudolf, M., Eue, I. e Arndt, D. Influence of hexadecylphosphocholine on the
release of tumor necrosis factor and nitroxide from peritoneal macrophages in vitro. J
Cancer Res Clin Oncol, v.121, n.2, p.69-75. 1995.

Zhang, X. e Moye-Rowley, W. S. Saccharomyces cerevisiae multidrug resistance gene
expression inversely correlates with the status of the F(0) component of the mitochondrial
ATPase. J Biol Chem, v.276, n.51, p.47844-52. 2001.

Zheng, L., Tkind, R., Decuypere, S., Von Freyend, S. J., Coombs, G. H. e Watson, D. G.
Profiling of lipids in Leishmania donovani using hydrophilic interaction chromatography in
combination with Fourier transform mass spectrometry. Rapid Commun Mass Spectrom,
v.24, n.14, p.2074-82. 2010.

Zufferey, R. e Mamoun, C. B. Choline transport in Leishmania major promastigotes and its
inhibition by choline and phosphocholine analogs. Mol Biochem Parasitol, v.125, n.1-2,
p.127-34. 2002.

182



ANEXOS



ANEXOS

ANEXO 1 — DADOS DA ANALISE GENOMICA DE CNV

Anexos

Tabela Al — Grupos ortélogos/Genes com variagdo no nimero de copias (dose génica) entre os isolados de L. (L.) chagasi dos grupos cura e recidiva (p < 0,05).

Dose génica no grupo CURA

Dose génica no grupo RECIDIVA

g::gl(;go GenelD Produto Génico R MA-OL MA02 VA-03 MAD4 MA0S MG12 MG14 MG19 PL-04 P05 PLO7 P08 PL09 PHI0 MA07 MG-11 MG-13 MG-15 MG-16 MG17 MG18 PLOL P02 PL03 P11 pr1z /R prvalor ;derm'
A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
0G5_128581 LinJ.34.2100 ;ﬁgﬁiﬂec"a‘assemb'y protein AP17. ;5450 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 598 350 327 000 418 000 000 000 341 000 000 0010 0012
gfgo—gz"”““' 1ind.22.0002 hypothetical protein 1 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 422 778 000 869 000 000 11,57 000 000 555 000 0010 0,012
0G5_126624 Lind.31.2560 uridine kinase-like protein 1 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 33 599 000 673 738 1226 000 000 000 000 000 0010 0,012
0G5_148059 LinJ.19.0630 histone H3 variant, putative 1 000 000 000 000 000 78 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 362 662 000 000 000 952 474 539 623 234 017 0012 0,009
0G5_151479 LinJ.11.0800 hypothetical protein, conserved 1 000 000 000 000 000 33 28 000 000 000 000 379 318 000 000 510 515 000 302 362 38 309 000 000 28 920 03 0041 0,038
0G5_148814 LinJ.28.0780 hypothetical protein, conserved 1 138 115 125 000 301 105 000 197 09 000 000 000 000 111 272 38 054 099 165 526 106 179 38 120 18 149 039 0010 0,008
0G5_151424 LinJ.02.0030 hypothetical protein, conserved 1 095 091 08 077 218 078 38 23 077 203 09 000 000 172 141 000 355 238 131 403 159 435 298 191 473 117 053 0025 0,023
0G5_173553 Lind.29.1450 amastin-like protein 1 205 18 103 146 260 165 142 165 077 092 167 09 178 18 38 000 356 000 275 507 260 153 443 198 545 317 054 0019 0,017
0G5_151558 LinJ.34.2800 hypothetical protein, conserved 1 152 000 28 000 117 000 28 109 109 144 257 140 363 124 311 28 306 336 000 112 236 407 144 563 205 247 057 0035 0,082
0G5_150122 Lind.25.0530 RNA-binding protein, putative 1 13 000 044 200 135 067 120 110 220 153 000 221 125 268 166 425 166 368 237 216 159 106 275 322 070 193 057 0025 0,023
0G5_143954 LinJ.35.3180 hypothetical protein, conserved 1 000 169 000 000 127 144 094 158 000 561 337 174 136 000 121 187 153 420 224 453 262 260 349 181 223 000 057 0023 0,020
mitochondrial inner membrane signal
0G5_142814 LinJ.36.0220 peptidase, putative,serine peptidase 1 121 218 123 130 304 047 087 144 147 056 063 061 176 28 091 171 249 211 197 247 311 227 18 432 18 243 061 0008 0,008
clan SF, family S26B, putative
0G5_183407 LinJ.16.0860 hypothetical protein, conserved 1 221 091 103 08 08 040 148 207 127 139 219 19 28 099 191 201 122 134 276 231 261 199 459 135 242 302 064 002 0,020
0G5_148894 LinJ.32.0130 hypothetical protein, conserved 1 148 307 047 069 121 140 169 114 231 158 202 078 047 08 307 303 176 213 062 195 157 178 300 126 185 327 065 0023 0,024
0G5_131052  LinJ.25.2090 gigjé?f'gjgf/‘;"z'e"e'1'7'di°i° add 4 901 134 116 068 248 298 1,63 343 150 1,80 239 060 231 061 111 196 213 255 236 378 264 169 246 435 214 338 067 0036 0,035
0G5_148684 LinJ.24.1900 hypothetical protein, conserved 1 093 124 129 230 156 100 229 257 076 161 09 18 210 130 364 130 149 160 322 176 265 212 235 039 438 28 067 0041 0,040
0G5_146975 LinJ.30.2560 hypothetical protein, conserved 1 161 207 056 203 134 151 238 199 166 125 115 165 078 110 170 252 184 171 225 278 177 192 238 242 268 229 069 0001 0,001
1in3.15.1230
065 150010 LM3151290 1 cleoside transporter 1, putative 4 301 324 437 521 415 533 313 814 415 317 283 315 357 380 381 853 743 757 773 49 65 395 727 356 620 377 089 0013 0013
1in.15.1260
0G5_148428 LinJ.15.1620 hypothetical protein, conserved 1 061 264 114 08 048 08 158 232 092 121 173 060 108 166 176 219 1,8 19 149 222 099 268 117 249 134 189 069 0015 0015
0G5_129658  LinJ.34.4360 ﬂéﬁ‘;&"ﬁ;ﬁﬂiﬁﬁ'ﬁ.Zke"f,?é?;yn“'d 1 38 200 254 432 329 306 272 232 358 200 292 146 38 292 501 331 679 376 459 537 330 427 236 344 429 416 069 0003 0,003
0OG5_166727 LinJ.24.2230 hypothetical protein, conserved 1 2,32 1,72 1,99 1,73 1,10 1,47 1,88 2,42 1,64 1,14 2,18 1,36 1,05 0,64 2,03 2,07 1,56 1,57 1,65 2,78 2,13 2,57 1,99 3,56 3,00 2,99 0,70 0,011 0,011
0G5_130312 Lind.36.4720 hypothetical protein, conserved 1 068 217 071 1038 210 210 18 141 146 296 078 037 108 135 105 156 199 257 249 198 240 136 291 08 278 251 070 0046 0,046
0OG5_183108 LinJ.01.0690 hypothetical protein, conserved 1 2,22 1,10 2,14 2,20 1,91 1,98 1,70 1,56 1,78 0,88 1,81 1,21 0,49 0,72 2,00 2,68 1,50 2,43 1,73 1,78 1,99 2,73 1,80 2,22 2,72 2,92 0,70 0,011 0,011
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Dose génica no grupo CURA

Dose génica no grupo RECIDIVA

Gru?o Gene ID Produto Génico R? C/R® p-valor® Perm.
Ortélogo MA-01 MA02 MA-03 MA-04 MA05 MG-12 MG-14 MG-19 P-04 P05 PI07 P08 PL09 P10 MA07 MG-11 MG-13 MG-15 MG-16 MG-17 MG-18 P-01 P02 Pl03 PL11  Pl12 o
A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A

0G5_128569  LinJ.25.0830 hypothetical protein, conserved 1 08 193 166 095 194 416 201 209 105 183 140 170 159 000 190 185 260 158 227 241 228 238 220 268 235 370 071 0003 0,003
0G5_127876 LinJ.24.0160 hypothetical protein, conserved 1 140 08 302 165 039 134 131 110 227 321 048 047 167 043 199 215 318 200 234 070 151 212 188 234 18 155 071 0037 0035
0G5_151723 LinJ.28.0450 hypothetical protein, conserved 1 161 060 221 169 208 149 132 168 097 145 208 178 265 230 18 137 306 294 38 168 214 253 287 239 131 237 072 0031 0031
0G5_142346 LinJ.23.1870 hypothetical protein, conserved 1 260 173 325 218 260 128 293 140 293 335 201 136 360 324 465 358 277 224 200 456 379 369 324 428 159 445 072 0023 0023
0G5_127075 LinJ.25.2110 hypothetical protein, conserved 1 165 103 173 204 269 114 184 110 100 233 140 136 219 209 198 210 163 309 316 183 118 178 19 315 28 316 073 0036 0035
0G5_150308 LinJ.11.1300 hypothetical protein, conserved 1 158 125 174 154 176 168 203 248 152 191 119 115 198 206 198 255 267 162 165 28 176 225 189 345 319 152 075 0031 0031
0G5_145213  LinJ.25.1500 hypothetical protein, conserved 1 225 233 143 138 139 18 198 211 184 224 123 256 453 112 273 280 207 310 315 206 131 326 340 322 175 352 075 0027 0,027
0G5_127106 t:zj%g%gg zﬁﬁﬁin”ﬁ""&‘;;ix”’hemse alpha 2 312 323 324 395 351 252 477 574 393 380 447 291 254 426 591 335 558 469 410 408 503 613 477 481 353 751 075 0004 0,004
0G5_130965 LinJ.08.0830 mitochondrial DNA polymerasebeta 1 1,68 307 1,34 118 361 200 150 167 226 152 227 236 133 153 19 242 179 240 28 193 268 338 143 465 200 362 075 0036 0,036
0G5_126649 LinJ.25.1530 cyclin (CYCA) 113 162 259 276 171 28 200 260 192 216 212 114 247 164 317 274 205 262 252 321 160 240 280 320 201 436 076 0023 0024
0G5_154422 LinJ.34.0340 hypothetical protein, conserved 1 103 201 19 174 200 154 182 155 18 209 125 19 057 214 252 235 29 218 160 231 178 170 242 199 260 210 076 0005 0,005
0G5_148710 LinJ.25.1620 protein kinase, putative 1 164 19 173 221 18 156 175 215 201 157 199 201 146 202 243 191 233 253 242 207 18 243 214 305 268 329 076 0000 0,000
0G5_181727 LinJ.08.0310 hypothetical protein, conserved 1 133 213 206 235 274 204 168 148 258 219 174 618 124 134 187 435 216 331 206 403 244 326 079 407 256 415 076 0046 0,046
0G5_143956 LinJ.36.1080 hypothetical protein, conserved 1 171 144 18 131 228 160 187 163 173 191 122 149 151 120 199 158 207 213 159 168 220 264 19 235 249 305 076 0003 0,002
0G5_183564 Lin).12.0860 hypothetical protein, unknown function 1 214 1,90 195 164 169 189 174 169 195 18 153 171 224 118 238 296 197 219 260 18 193 244 194 197 189 376 077 0002 0,002
0G5_142238 LinJ.29.2020 hypothetical protein, conserved 1 165 170 18 19 159 200 153 250 090 127 149 149 166 224 249 223 217 244 200 318 195 210 268 214 154 159 077 0009 0,009
0G5_129009 LinJ.29.1100 hypothetical protein, conserved 1 137 132 108 143 229 28 248 18 18 124 168 133 173 171 142 207 232 28 210 193 236 321 145 305 250 155 077 0023 0023
0G5_183681 LinJ.25.1950 hypothetical protein, unknown function 1 1,70 1,53 154 133 171 204 18 201 262 168 173 241 157 215 271 227 225 221 240 167 206 245 210 343 150 343 078 0017 0,017
0G5_137332 LinJ.27.2250 protein phosphatase-like protein 1 134 268 224 154 224 18 191 167 156 221 15 130 221 207 181 156 235 326 300 271 250 240 167 298 262 215 078 0013 0013
0G5_151670 LinJ.25.1250 hypothetical protein, conserved 1153 177 204 201 171 135 207 160 238 169 146 18 216 223 248 184 170 239 157 181 244 274 201 333 28 302 079 0017 0017
0G5_145225 LinJ.34.3920 hypothetical protein, conserved 1 155 301 104 148 1,30 198 175 129 18 138 129 108 187 229 193 281 218 237 209 263 154 148 193 273 168 187 079 0015 0015
0G5_147501 LinJ.20.1330 hypothetical protein, conserved 1 205 18 248 335 256 295 249 279 260 209 148 109 199 230 28 262 336 28 213 319 312 293 198 368 201 410 079 0023 0024
0G5_127409  LinJ.20.0310 gﬁ‘éifﬁgf&ﬁﬂyh’fg:ﬁgﬂn 1 354 150 18 250 142 166 173 18 171 210 087 130 187 112 338 260 208 104 18 180 234 217 213 287 194 29 079 0029 0026
0G5_146036 LinJ.30.2330 hypothetical protein, conserved 129 221 128 194 143 241 229 199 204 162 107 133 162 09 251 239 151 220 238 307 170 263 272 233 167 202 079 0027 0027
0G5_129880 LinJ.18.1530 hypothetical protein, conserved 1 147 241 174 204 132 241 256 190 228 127 159 125 101 220 161 243 174 28 239 188 301 18 256 317 175 234 079 0041 0041
0G5_183736 LinJ.27.0681 hypothetical protein, conserved 1191 128 140 193 199 214 195 217 172 156 078 167 172 194 201 283 150 248 248 211 140 263 162 202 259 241 079 0017 0017
0G5_130133  LinJ.24.2330 hypothetical protein, conserved 1 09 204 137 158 168 18 120 18 197 131 113 174 146 146 226 227 277 151 219 162 243 171 185 154 162 146 080 0031 0,028
0G5_149347 LinJ.22.1270 aquaporin, putative 119 341 122 156 237 148 207 248 155 193 200 144 319 161 194 180 255 299 241 310 224 39 168 292 213 248 080 0036 0036
0G5_146020 LinJ.29.0300 hypothetical protein, unknown function 1 1,42 218 1,35 250 204 239 161 141 229 132 172 223 194 190 165 250 255 339 247 248 158 216 189 177 28 28 080 0031 0,031
0G5_183806 LinJ.29.0900 hypothetical protein, unknown function 1 2,36 2,06 1,35 263 19 194 209 213 164 144 252 205 212 18 277 237 193 261 217 271 169 241 313 349 218 254 080 0008 0,007
0G5_126940 t:gj:gg:gj;g 60S ribosomal protein L19, putative 2 245 692 344 440 370 303 561 550 442 176 368 339 314 406 48. 531 511 393 602 405 601 449 519 563 440 403 08l 0027 0024
0G5_127099 LinJ.25.1210 ATPase beta subunit, putative 1 38 237 354 329 360 311 290 322 247 243 305 271 153 432 404 392 256 395 439 357 343 302 306 432 275 59 08l 0046 0,046
0G5_184163 LinJ.36.4550 hypothetical protein, unknown function 1 1,74 1,3 1,36 111 199 181 168 111 175 123 271 210 143 19 236 198 206 179 220 207 213 237 241 187 229 18 08l 0006 0,004
0G5_151748  LinJ.28.2930 hypothetical protein, conserved 1 223 197 179 1,75 150 245 166 192 175 149 141 178 095 210 173 282 222 202 249 209 200 246 223 28 118 214 081 0015 0015
0G5_149045 LinJ.36.0380 hypothetical protein, conserved 1 13 163 164 204 161 227 267 109 19 177 164 158 091 1,79 179 207 19 322 249 183 223 217 239 195 154 177 081 0027 0,027
0G5_151663 LinJ.25.0150 hypothetical protein, conserved 1 095 162 162 109 177 214 161 172 18 101 174 141 109 170 158 191 154 141 220 187 135 200 221 228 18 230 08l 0031 0031
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Dose génica no grupo CURA

Dose génica no grupo RECIDIVA

Grupo Gene ID Produto Géni R® /R fore Perm-
Ortélogo ene rocuto Genico MA-01 MA-02 MA-03 MA-04 MA-05 MG-12 MG-14 MG-19 PI-04 PI-05 P07 P08 PI-09 P10 MA-07 MG-11 MG-13 MG-15 MG-16 MG-17 MG-18 Pl-01 PI-02 P03 Pl11 Pl-12 prvalort e
A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
0G5_126828 LinJ.03.0970 :umtgfvae'“’h"' phosphotransferase, 4 365 157 077 131 125 124 118 317 131 117 206 112 160 154 233 173 18 163 255 120 208 251 08 142 159 190 082 0048 0,045
0G5_183683 LinJ.25.2410 hypothetical protein, conserved 119 203 218 169 217 171 156 142 160 237 195 18 185 246 238 162 209 28 207 227 216 266 211 28 18 317 08 0017 0,017
0G5_127854  LinJ.07.1300 ga‘gjnaif"g“;;ievge”'a"”y"°"'ATP'ase 1 144 163 172 182 141 185 137 172 193 198 193 178 257 200 313 254 216 174 221 115 242 193 212 164 310 218 082 0027 0,027
0G5_143937 LinJ.30.3140 hypothetical protein, conserved 1178 179 135 212 234 178 151 170 159 172 157 133 156 268 248 18 253 228 196 246 219 18 231 206 213 18 08 0002 0,002
O-sialoglycoprotein endopeptidase,
0G5_126710 LinJ.31.0110 putative metallo-peptidase, Clan MK, 1 3,74 2,69 324 370 409 48 317 374 397 397 312 291 207 364 327 372 370 425 363 450 560 518 436 513 396 373 082 0027 0,027
Family M67
0G5_129160 LinJ.18.1130 hypothetical protein, conserved 1 088 177 125 264 188 234 206 187 215 175 235 135 218 199 145 245 222 151 210 257 199 315 254 283 246 211 083 0046 0,047
0OG5_177084 LinJ.20.1060 hypothetical protein, unknown function 1 2,45 1,82 1,80 3,15 2,03 2,18 2,46 1,74 1,89 2,02 2,28 1,81 1,47 2,00 2,80 3,17 1,90 1,90 1,98 2,39 2,66 2,26 2,16 3,58 2,04 3,24 0,83 0,036 0,035
0G5_172620 LinJ.12.0430 hypothetical protein, unknown function 1 1,75 1,82 1,68 219 202 221 212 183 212 156 210 181 199 201 220 301 191 237 25 159 280 18 179 222 254 329 083 0027 0,027
0G5_183676 Lind.25.1080 hypothetical protein, conserved 1 161 179 18 215 192 176 168 203 18 164 164 230 19 197 209 235 199 197 18 193 214 154 202 359 258 298 083 0022 0019
0G5 133432 LinJ.19.1380 S?;Z‘i’:jﬂ‘:'::jf'edmph°5pha‘ase 1 152 161 155 193 292 167 163 212 158 210 145 158 206 18 244 197 19 125 259 263 184 199 248 213 237 270 08 0020 0,020
ffge—;'o"”“”l LinJ.12.0670 surface antigen protein 2, putative 1 116 228 250 243 165 165 157 238 177 227 138 162 163 258 186 286 207 186 175 238 179 267 255 285 246 254 083 0017 0017
0GS5_128279  LinJ.30.3150 (SA'S‘Z)EI\”A"ESTVQE:E)‘NON”Edeca’hoxy'ase 1 184 193 127 172 139 103 200 174 212 174 318 174 106 206 207 234 233 225 154 152 243 206 204 278 213 20l 08 0013 0013
0G5_149104 LinJ.36.5030 hypothetical protein, conserved 1 205 163 194 13 205 205 203 151 197 177 252 202 172 210 194 189 229 200 221 241 275 316 28 114 256 225 083 0037 0,034
0G5_147502 LinJ.12.0570 hypothetical protein, conserved 1 248 248 228 223 221 277 186 228 206 192 171 202 185 206 2690 38 210 241 238 229 262 268 206 232 202 344 084 0023 0023
0G5_128622  LinJ.36.1260 (C'é_,’PF',Iilop)ha'ma"”"sy'"a”Sfe'ase”' 1 137 174 219 215 178 246 169 18 199 167 132 200 103 18 202 265 185 204 224 215 212 278 210 213 177 168 084 0033 0,030
0G5_131535 LinJ.12.0470 hypothetical protein, conserved 119 173 194 177 203 202 200 18 190 131 169 201 166 19 190 272 239 210 206 206 142 227 201 247 213 277 084 0001 0,001
0G5_183321 LinJ.12.0440 hypothetical protein, unknown function 1 1,73 1,90 209 260 174 191 179 18 175 200 172 271 202 187 260 274 196 198 218 237 19 215 275 175 207 373 08 0013 0013
0G5_127222 LinJ.16.0830 hypothetical protein, conserved 1212 199 151 508 202 166 1,8 144 217 233 089 126 278 206 363 208 319 307 222 210 301 18 230 207 228 198 084 0046 0,046
0G5_151735 LinJ.28.1330 hypothetical protein, conserved 1 193 230 264 257 200 177 185 160 207 171 177 196 150 141 237 266 225 261 247 242 273 222 169 143 240 230 084 0027 0027
0G5_154553 LinJ.34.0110 hypothetical protein, conserved 1 220 208 19 13 18 204 211 175 18 149 232 179 131 128 18 201 195 237 230 216 199 216 216 211 262 208 084 0013 0013
0G5_152835 Lind.29.0710 RNA-binding protein, putative 1 168 167 158 174 204 207 218 18 18 240 103 258 206 18 200 18 18 226 229 275 214 229 232 243 236 250 084 0017 0,017
0G5_146332 LinJ.36.6500 hypothetical protein, conserved 11,71 181 204 181 206 213 210 214 168 167 200 165 19 173 246 243 203 226 215 2,67 168 218 264 200 234 207 084 0002 0,002
0G5_183818 LinJ.29.1500 RNA binding protein, putative 1 161 165 229 221 192 227 192 212 18 212 19 214 157 169 272 225 233 250 236 204 212 251 223 264 167 234 08 0002 0,002
0G5_150386 LinJ.34.2300 hypothetical protein, conserved 1 148 211 161 258 260 157 194 177 235 218 18 1,8 233 128 218 226 2,66 277 231 243 18 243 162 259 247 228 08 0031 0028
. metallopeptidase, putative,metallo-

0G5_128438 Lind.16.0850 Lt e e By Me7 310 150 224 204 212 162 204 195 211 161 18 109 1,36 170 156 243 272 209 152 219 238 260 227 251 181 262 08 0036 0036
0G5_183310 LinJ.12.0180 hypothetical protein, unknown function 1 2,00 197 1,89 181 206 210 166 200 213 211 164 216 202 177 23 301 195 18 261 209 211 252 178 190 225 320 085 0046 0,047
0G5_154705 LinJ.32.3730 hypothetical protein, conserved 1 140 317 187 147 139 142 18 171 308 150 264 226 213 18 164 233 224 230 246 264 245 187 307 213 243 235 085 0046 0,046
0G5_146483 LinJ.25.1550 hypothetical protein, conserved 11,79 187 172 221 210 244 202 214 220 241 178 212 224 192 226 244 216 266 217 188 232 200 214 336 239 336 08 0023 0023
0G5_131473 LinJ.18.1250 hypothetical protein, conserved 1 206 172 170 314 194 203 226 264 153 163 109 212 173 227 215 210 248 201 228 218 236 234 230 322 217 243 085 0013 0013
0G5_145880 LinJ.11.0380 hypothetical protein, conserved 1 146 230 175 225 205 214 175 218 1,8 193 237 191 225 212 254 213 225 262 219 19 229 230 226 376 219 204 08 0025 0023
0G5_183490 LinJ.34.0440 hypothetical protein, conserved 1 187 230 18 231 168 248 205 133 107 207 165 201 240 126 135 239 247 264 270 234 25 201 218 221 159 209 085 0046 0,046
0G5_151591  LinJ.20.0320 hypothetical protein, conserved 1 305 18 177 324 176 179 174 137 199 204 15 200 173 219 263 289 210 201 264 212 195 224 238 274 168 28 08 0031 0031
0G5_173492 LinJ.25.2420 hypothetical protein, conserved 1 144 202 178 254 18 245 182 216 170 172 171 213 153 201 267 207 1,9 204 203 218 1,88 261 186 300 203 274 08 0015 0015
0G5_183325 LinJ.12.0070 hypothetical protein, unknown function 1 2,06 229 178 200 240 209 206 204 167 18 193 150 214 18 214 314 215 216 211 19 176 216 225 247 204 341 085 0020 0,020
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0G5_129330 LinJ.28.0760 hypothetical protein, conserved 1 210 187 174 124 19 194 217 209 177 157 148 224 145 152 255 236 205 229 177 181 183 234 253 215 179 180 085 0031 0,031
0G5_183871 LinJ.31.0050 hypothetical protein, unknown function 1 397 3,18 343 497 28 351 311 343 313 335 357 297 334 357 403 417 406 341 412 381 366 481 377 387 400 48 085 0001 0,001
0G5_148820 LinJ.28.1580 ATPase, putative 1 278 185 178 218 162 170 176 142 194 212 156 147 171 160 214 173 201 192 214 28 203 18 239 221 239 18 08 0009 0,007
0G5_153063 LinJ.36.4890 hypothetical protein, conserved 1 217 222 233 198 193 218 19 167 175 161 148 170 170 159 213 201 216 18 245 278 18 219 244 172 217 260 086 0025 0023
0G5_129265 LinJ.19.0870 folate/biopterin transporter, putative 1 2,09 1,97 1,8 191 171 240 198 230 211 147 198 200 18 180 293 267 153 222 260 205 249 166 230 245 212 248 08 0011 0011
0G5_161858 LinJ.20.1430 hypothetical protein, conserved 1 320 23 192 300 213 208 210 215 173 194 236 214 211 198 332 341 230 238 210 28 243 203 205 271 219 345 086 0045 0042
0G5_151510 LinJ.16.1580 hypothetical protein, conserved 1 265 148 18 324 147 18 161 203 170 141 214 167 18 137 238 229 243 247 238 138 179 206 250 1,95 247 220 086 0036 0035
0G5_183830 LinJ.29.2300 hypothetical protein, conserved 1 19 1,8 141 153 142 159 182 190 1,97 19 157 170 206 197 201 216 192 251 176 226 163 252 218 180 210 177 08 0017 0017
0G5_148517 LinJ.34.0750 hypothetical protein, conserved 1 24 176 1,80 28 214 270 205 199 250 170 123 201 169 173 213 231 206 254 211 219 237 239 268 254 251 257 08 0027 0027
0G5_151746 LinJ.28.2800 hypothetical protein, conserved 1 274 18 173 176 220 244 182 171 178 236 131 142 211 227 18 231 263 235 218 238 214 267 206 184 266 224 086 0036 0035
0G5_183298 LinJ.11.0740 hypothetical protein, conserved 1 166 191 200 232 187 211 204 177 209 171 187 144 18 231 235 206 210 207 208 224 222 191 225 309 209 229 08 0008 0,008
0G5_183314 LinJ.12.0280 hypothetical protein, unknown function 1 2,60 1,84 151 210 168 236 205 200 239 203 181 19 209 224 232 291 227 256 236 257 224 245 177 216 19 275 087 0029 0,026
0G5_145949 LinJ.20.1570 hypothetical protein, conserved 1 304 22 1,8 292 226 218 211 211 1,89 18 189 18 218 195 309 311 221 236 193 238 221 225 199 327 193 308 08 0031 0031
0G5_128078  LinJ.36.4710 m;’ﬁ;}ﬁgﬂgggg,\%'T“g{“':lia“ve 179 1,74 198 203 215 199 204 194 1,88 19 121 217 28 202 28 267 207 214 266 177 215 240 220 2,66 206 170 087 0036 0036
0G5_129322  LinJ.36.2000 ;:{a’;‘h‘l’;‘ocy'e"igge""gfac“’" 1 191 156 164 170 174 184 170 202 194 237 243 257 18 120 196 199 209 206 177 210 245 219 298 216 215 201 088 0020 0,020
0G5_137586 LinJ.12.0330 pumillio protein 4, putative (PUF4) 1 163 208 212 201 18 208 173 206 191 185 203 227 214 210 210 308 187 276 1,9 206 226 228 236 164 227 269 08 0046 0,046
0G5_140412 LinJ.31.3090 hypothetical protein, conserved 1 376 331 464 515 344 323 364 343 333 328 361 400 357 424 439 458 374 401 377 38 378 556 449 491 460 38 08 0008 0,008
0G5_144382 LinJ.02.0630 hypothetical protein, conserved 1 13 1,53 159 320 18 140 159 155 1,63 159 249 222 18 162 230 1,8 209 199 19 268 178 28 163 188 155 229 088 0041 0041
0G5_145891 LinJ.12.0210 hypothetical protein, conserved 1 1,80 200 191 187 218 193 208 227 211 212 211 19 197 176 214 336 182 218 201 194 235 231 226 209 191 293 08 0046 0,046
0G5_183113 LinJ.02.0130 hypothetical protein, conserved 1 179 184 210 279 18 1,8 19 169 201 18 187 144 165 214 216 1,89 197 198 208 291 210 29 18 203 220 195 08 0017 0017
0OG5_139601 LinJ.29.1330 hypothetical protein, unknown function 1 2,18 1,69 1,69 1,45 2,38 1,69 2,17 1,80 2,30 1,84 2,02 1,84 2,02 1,96 2,23 1,36 1,99 2,01 2,14 2,20 2,64 1,82 2,68 2,51 2,27 2,40 0,88 0,048 0,045
0G5_138262 LinJ.10.0680 flagellar glycoprotein-like protein 1169 177 164 177 152 1,59 197 239 177 260 179 240 182 161 246 1,87 209 219 208 229 184 155 236 226 243 214 08 0041 0,040
OG5_183649 LinJ.24.1190 hypothetical protein, unknown function 1 1,78 1,88 236 212 1,9 1,82 258 18 141 224 159 201 183 189 214 258 238 223 239 249 202 181 242 218 201 18 08 0035 0032
0G5_148589 LinJ.21.0630 hypothetical protein, conserved 1 151 164 273 170 203 18 291 193 128 18 134 124 171 211 205 197 259 256 213 234 136 186 1,87 226 195 208 089 0046 0,046
0G5_134931 LinJ.34.2200 DNAj-like protein 1 1,71 152 174 238 193 201 154 166 184 177 200 1,9 269 206 206 225 235 206 219 202 213 259 212 19 207 217 089 0003 0,003
UDP-N-acetylglucosamine-dolichyl-
0G5_127672 LinJ.36.4390 phosphate N-acetylglucosamine 1 211 1,74 292 159 162 190 151 18 151 178 155 215 206 213 194 225 225 204 159 189 191 226 245 212 270 209 089 0041 0041
phosphotransferase, putative

0G5_180808 LinJ.31.0380 hypothetical protein, unknown function 1 3,87 3,02 348 448 361 410 348 403 376 400 396 335 392 377 454 432 436 48 375 403 408 530 426 446 315 398 089 0011 0011
0G5_134503 LinJ.28.1030 oxidoreductase-like protein 1 159 148 163 142 171 155 204 200 18 155 1,87 225 204 155 205 204 173 185 200 176 244 212 234 175 1,76 18 089 0040 0,037
0G5_183603 LinJ.22.1140 hypothetical protein, conserved 1 18 1,93 161 192 177 252 234 159 200 158 216 229 190 200 236 211 213 136 208 262 225 232 214 238 242 224 089 0027 0027
0G5_143911 LinJ.11.0860 hypothetical protein, conserved 1209 207 1,8 193 230 212 214 191 174 192 19 208 201 200 184 158 200 227 231 225 227 224 218 329 232 230 090 0027 0024
0G5_157188 LinJ.29.1910 hypothetical protein, conserved 1 160 200 215 1,83 18 191 200 192 169 231 201 1,67 167 207 201 18 231 228 210 225 216 143 175 227 237 258 090 0031 0031
0G5_148185 LinJ.24.1580 hypothetical protein, conserved 1 19 19 1,88 159 204 243 244 190 212 174 205 205 205 221 220 203 208 240 187 228 212 259 217 242 236 244 090 0035 0,032
0G5_144927 LinJ.17.1410 hypothetical protein, conserved 1 243 1,95 173 174 180 1,89 154 207 209 18 191 165 178 174 224 192 195 222 226 199 200 192 223 18 192 210 091 0008 0,008
0G5_183935 LinJ.31.2730 hypothetical protein, unknown function 1 4,49 3,96 393 4,15 372 407 361 419 397 425 268 394 416 410 515 420 426 450 346 450 506 557 291 365 431 426 091 0036 0036
0G5_152166 LinJ.03.0500 hypothetical protein, conserved 1 161 1,99 18 19 137 200 1,9 409 200 162 210 184 154 200 216 292 254 210 223 199 175 266 1,77 214 177 224 091 0048 0,045
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0G5_127001  LIN3-07.0640 1y pothetical protein, conserved 2 425 404 391 396 470 429 425 359 405 555 396 285 305 403 405 330 488 484 422 446 477 434 493 413 442 450 092 0025 0022
0G5_128085 LinJ.30.3440 Sﬁx:aimpmi”d"mai” protein, 1 505 254 222 192 212 177 178 192 195 161 145 169 191 167 213 191 186 220 205 232 230 195 209 182 198 218 092 0046 0,047
0G5_126880 LinJ.18.0090 alpha glucosidase Il subunit, putatve 1 2,00 210 165 320 151 193 137 181 18 154 169 181 208 199 204 227 195 191 168 210 201 218 195 262 201 192 092 0051 0048
0G5_143849 LinJ.27.1870 hypothetical protein, conserved 1 200 242 211 178 232 210 186 18 201 204 222 203 192 203 212 241 226 236 225 236 198 184 249 217 207 237 093 0036 0036
0G5_141729 LinJ.31.1230 hypothetical protein, conserved 1 398 38 403 498 380 391 416 38 383 391 368 420 457 407 406 405 404 408 403 429 410 523 395 545 450 435 093 0027 0027

calpain-like protein, putative,cysteine
0G5_166755  Lin.31.0420 Sﬁf;i?v?e’ Clan CA, family C2, 1 38 401 401 511 392 392 38 459 383 375 412 412 367 438 428 440 357 454 413 399 447 526 435 446 453 432 094 0036 0035
0G5_183149 LinJ.04.0830 hypothetical protein, conserved 1 200 189 18 18 192 180 254 18 173 153 230 190 160 208 209 217 214 205 18 181 201 203 231 195 211 197 094 0051 0048
0G5_127551 LinJ.07.0440 ubiquitin-protein ligase-like, putative ~ 1 1,92 2,00 193 202 212 247 207 206 209 216 207 202 211 18 208 210 202 200 218 18 215 227 229 229 242 221 094 0037 0034
0G5_141043 LinJ.36.1800 hypothetical protein, conserved 1 204 202 187 204 200 200 200 203 206 18 193 18 18 203 220 205 207 207 209 215 198 195 208 214 197 18 096 0021 0018

cysteine peptidase, Clan CA, family

LinJ.27.2520 C2, putative, calpain-like cysteine
0G5_130635 LinJ.27.0500 peptidase, putative,cysteine 3 635 621 632 634 629 665 68 625 667 622 634 716 621 628 58 612 609 617 677 631 648 606 666 611 606 598 104 0020 0020
LinJ.27.0510 peptic_:iase. Clan CA, family C2,

putative
0G5_152421 LinJ.34.1500 hypothetical protein, conserved 1 200 210 218 18 197 200 202 216 212 218 216 211 197 208 216 204 208 200 196 197 193 197 196 186 191 207 104 0020 0020
0G5_131582 Lind.27.1740 hypothetical protein, conserved 1 221 212 215 208 173 210 251 213 213 240 244 218 200 220 204 199 218 207 197 217 214 194 192 222 19 201 106 0041 0041
0G5_179419 LinJ.27.1720 hypothetical protein, unknown function 1 251 285 250 2,27 219 279 264 231 232 257 233 274 232 243 224 239 263 249 203 250 226 231 233 229 228 208 107 0046 0046
0G5_173489  LinJ.24.1940 hypothetical protein, conserved 1 287 212 216 193 267 222 235 216 216 222 201 23 221 221 19 246 218 198 207 205 237 200 176 206 212 201 108 0035 0032
0G5_146120 LinJ.36.6050 hypothetical protein, conserved 1 185 206 193 173 188 209 18 193 213 225 218 237 210 200 177 188 208 173 203 212 166 18 175 169 185 18 109 0013 0011
0G5_173530 Lin).36.2880 hypothetical protein, unknown function 1 2,55 194 2,39 246 207 2,68 243 204 244 252 229 244 246 28 231 240 181 228 255 245 170 197 194 233 220 230 110 0036 0036
0G5_139992 LinJ.20.0360 hypothetical protein, conserved 1217 200 211 190 220 215 203 218 177 194 236 220 172 240 191 174 192 18 154 196 202 202 153 200 18 244 110 0036 0036
0G5_129179  LinJ.34.3300 greo'fe’f:"me biosynthesis protein-like ;513 199 207 145 222 190 172 223 199 209 178 206 196 236 165 166 199 18. 206 172 166 18 228 18 154 167 110 0031 0028
0G5_184123 LinJ.36.0740 hypothetical protein, conserved 1 198 208 231 209 180 195 179 169 196 193 224 208 163 180 18 188 194 168 161 243 132 165 195 170 158 179 110 0020 0020
0G5_151799 LinJ.32.4080 hypothetical protein, conserved 1 205 269 200 201 201 201 192 211 323 209 214 197 180 229 190 192 195 212 196 199 201 193 18 202 199 18 110 0025 0022
0G5_153744 Lin).36.0930 DEAH-box RNA helicase, putative 1 2,41 210 185 187 262 196 218 196 220 234 187 225 180 200 201 196 18 180 228 18 177 181 206 189 171 179 111 0022 0019

ATP-binding cassette protein
0G5_128747 LinJ.36.3040 ?nggggs member 6, putative 1 213 226 262 243 237 238 198 216 254 235 231 28 209 257 266 247 202 190 207 231 224 221 189 228 177 168 111 0041 0041
0G5_139047 LinJ.21.0900 hypothetical protein, conserved 1213 205 314 195 221 213 293 227 225 165 214 202 172 230 215 194 202 171 206 197 194 204 191 192 200 211 111 0027 0027
0G5_128127 LinJ.21.0880 hypothetical protein, conserved 1 245 236 276 215 195 235 308 217 183 204 233 221 203 173 196 193 187 190 18 213 202 213 228 197 211 205 112 0042 0039
0G5_151378 LinJ.36.5020 hypothetical protein, conserved 1 241 219 203 192 175 209 196 187 235 202 240 232 222 244 211 203 175 19 202 236 217 179 169 178 183 156 112 0027 0027
0G5_129632 LinJ.36,5180 hypothetical protein, conserved 1 223 217 195 224 216 183 18 192 189 19 213 202 201 180 212 163 156 18 202 204 209 181 154 188 138 171 112 0020 0020
0G5_148444 Lin].16.1260 hypothetical protein, conserved 1198 243 218 277 173 190 200 180 202 220 257 210 195 228 184 193 175 222 177 18 218 190 179 192 181 200 112 0027 0024
0G5_126701 LinJ.13.0390 RNA helicase, putative 1 246 271 202 309 234 192 229 228 277 225 267 225 368 208 246 213 188 222 200 211 180 220 225 324 218 219 112 0046 0047
0G5_171427 LinJ.01.0840 potassium channel subunit-ike protein 1 2,17 191 161 269 201 184 157 198 205 191 211 195 182 184 166 176 170 178 170 166 181 18 162 185 173 190 112 0008 0,008
0G5_128477 LinJ.27.0770 hypothetical protein, conserved 1 182 189 18 217 212 19 157 229 229 231 178 226 219 212 184 172 173 187 179 201 187 150 163 179 208 197 112 0015 0015
0G5_151652 LinJ.24.1540 hypothetical protein, conserved 1208 251 193 247 227 233 228 152 273 235 231 211 177 228 252 221 200 156 176 193 186 220 155 221 170 208 112 0036 0035
0G5_183453 LinJ.18.1290 hypothetical protein, conserved 1 210 213 227 374 238 199 265 210 194 244 213 221 19 257 191 214 181 155 221 216 191 18 211 332 205 18 112 0036 0036
0G5_184127 LinJ.36.0840 hypothetical protein, unknown function 1 1,98 223 231 2,38 239 251 242 196 226 206 231 181 214 237 165 18 204 147 210 206 278 151 18 203 236 200 113 0023 0023
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0G5_166715 LinJ.34.4250 hypothetical protein, conserved 1 208 18 197 143 172 223 219 197 204 29 215 18 201 158 139 213 19 198 162 175 143 179 174 18 177 186 113 0046 0046
0G5_146716 LinJ.29.2550 hypothetical protein, conserved 1 209 229 198 269 214 18 141 19 239 220 229 233 177 240 18 150 209 207 172 179 206 157 176 205 223 197 113 0027 0,027
0G5_146086 LinJ.35.3160 hypothetical protein, conserved 1 245 274 28 211 263 167 197 19 235 238 248 262 232 256 199 195 172 148 191 207 208 340 171 221 227 226 113 002 0,020
0G5_145934 LinJ.34.1780 hypothetical protein, conserved 1 233 191 195 218 18 217 18 251 212 213 18 163 18 18 172 153 18 216 172 173 193 194 169 171 178 154 113 0011 0,011
0G5_126674 LinJ.04.0010 calcium-translocating P-type ATPase 1 221 1,76 1,96 206 202 191 301 215 174 202 180 235 18 199 178 169 176 184 200 173 198 206 141 18 179 18 114 0024 0,021
OG5_128399  LinJ.24.0330 sﬂ::t”i‘?':mi”e phosphotransferase, ) 195 517 204 212 220 195 187 232 200 122 234 264 216 195 186 156 194 219 179 196 127 146 203 230 176 166 114 0031 0,031
0G5_152403 LinJ.32.1270 hypothetical protein, conserved 1180 212 18 205 224 142 208 252 240 233 207 206 205 193 201 198 187 124 149 165 209 194 152 206 18 200 114 0027 0024
0G5_131078  LinJ.21.0590 hypothetical protein, conserved 1 233 197 313 206 219 225 314 210 201 223 194 221 197 209 18 214 220 218 214 176 190 224 19 174 191 180 114 0023 0024
Lind.30.2470
0G5_126744 LIN%-50.2460 rr:]eltaotcﬂ]oorﬁ:(rlg?pri?L(ergoen:)ﬁgn]\-/e 4 742 1130 826 716 838 744 680 761 657 779 757 825 755 695 591 7,84 666 616 684 7,39 755 608 697 654 659 747 114 0008 0,008
Lind.30.2540
0G5_151859 LinJ.36.1830 hypothetical protein, conserved 1 193 18 18 234 201 195 209 129 229 262 208 193 188 154 160 184 169 157 132 19 168 18 186 160 191 194 114 0017 0017
0G5_148094 LinJ.21.1780 hypothetical protein, conserved 1 18 191 293 193 218 18 319 198 223 215 15 18 211 205 164 193 191 18 212 174 196 204 176 18 18 178 114 0027 0025
0G5_148246 LinJ.04.0990 hypothetical protein, conserved 1 210 18 18 224 203 19 313 227 209 215 220 222 232 213 162 208 19 198 173 209 151 207 157 234 176 208 114 0013 0013
0G5_127434 LinJ.29.2650 hypothetical protein, conserved 1 178 18 176 210 232 165 269 194 18 201 175 228 189 236 156 171 237 178 170 169 155 152 179 128 175 242 115 0017 0017
0G5_128521 t:gjﬁ:gggg DNA polymerase eta, putative 2 468 456 727 457 437 418 619 427 414 410 423 449 410 384 418 371 468 363 431 428 312 374 357 406 509 409 115 0042 0,039
0G5_146404 LinJ.36.0860 hypothetical protein, conserved 1 223 287 28 200 173 225 179 228 243 242 189 238 252 194 137 235 189 195 207 169 220 220 229 172 203 177 115 0042 0,039
0G5_172083 LinJ.32.2660 hypothetical protein, unknown function 1 1,98 2,73 198 182 209 212 161 209 322 219 267 232 251 192 197 177 210 19 204 170 153 148 247 243 192 18 116 0036 0,036
0G5_148230 LinJ.01.0410 hypothetical protein, conserved 1 243 242 158 303 237 194 194 200 18 249 216 222 187 215 176 228 165 162 215 212 165 224 182 141 174 212 116 0031 0031
0G5_183987 LinJ.32.2740 hypothetical protein, conserved 1 260 28 258 220 295 18 126 205 28 176 270 263 254 227 171 210 201 210 222 161 259 148 175 246 172 267 116 0046 0046
0G5_183977 LinJ.32.2190 ABC transporter-like protein 1 19 303 151 203 215 232 234 226 255 242 229 221 28 239 214 18 200 201 199 19 215 135 200 213 256 176 116 0008 0,008
0G5_128215 LinJ.17.1390 translation initiation factor, putative 1 226 1,16 2,23 221 19 18 231 152 205 193 210 19 18 206 118 178 155 187 200 145 177 233 151 131 154 18 116 0027 0,027
0G5_183387 LinJ.15.0880 hypothetical protein, conserved 1 183 284 176 224 219 193 245 168 248 223 213 176 209 266 150 172 161 1,8 18 194 167 161 212 259 232 147 116 0031 0031
0G5_142223  Lind.17.0970 g"j;ﬁ/s‘zmg‘:;ma'”'”g protein, 1 214 18 204 199 18 131 187 238 25 148 197 227 214 19 210 195 121 167 140 181 167 204 18 184 105 177 116 0031 0031
0G5_128169 LinJ.36.1920 DEAD box RNA helicase, putative 1 2,39 2,39 168 231 245 297 232 179 238 174 242 324 221 223 19 221 193 166 220 204 171 206 171 274 117 255 116 0041 0,041
0G5_150656 LinJ.33.2690 Unc104-like kinesin, putative 1313 28 318 18 300 211 222 19 322 210 337 200 217 224 204 193 166 18 193 311 198 28 198 263 199 204 117 0031 0,081
0G5_131396 LinJ.14.0880 hypothetical protein, conserved 1 214 287 227 255 18 218 279 172 279 231 253 167 215 168 173 199 204 154 155 18 236 316 145 208 18 161 117 0041 0,041
0G5_148074 LinJ.14.0110 hypothetical protein, conserved 1 240 345 208 291 238 28 181 252 354 222 164 234 186 232 165 209 225 221 223 181 178 339 205 191 195 179 117 0041 0,040
0G5_151512 LinJ.16.1600 hypothetical protein, conserved 1209 192 202 254 242 18 231 242 189 260 224 201 208 172 149 213 191 176 204 166 140 205 18 178 18 218 117 0013 0,013
0G5_183955 LinJ.32.0850 hypothetical protein, unknown function 1 252 336 147 218 194 212 212 208 343 239 223 145 262 225 200 139 172 189 221 19 209 25 205 18 18 197 117 0031 0,031
0G5_184001 LinJ.32.3710 hypothetical protein, unknown function 1 2,10 318 340 257 261 252 241 316 301 224 120 130 273 246 200 268 215 159 212 203 261 199 242 210 206 175 117 0041 0,041
0G5_132621 LinJ.30.2160 hypothetical protein, conserved 1 244 325 160 211 173 195 200 213 251 252 209 230 162 229 151 148 213 200 223 193 192 203 141 194 193 18 117 002 0,020
0G5_127035  LinJ.15.0440 :ﬁ‘:gi'gsmm‘as"a'agi"ase Hie 1 214 204 179 217 293 264 214 18 278 185 213 220 241 191 231 177 265 167 248 205 182 164 19 173 164 09 117 0031 0,031
0G5_151360 LinJ.13.0420 hypothetical protein, conserved 1 175 313 211 331 236 210 245 175 28 231 311 267 347 216 208 199 19 215 227 213 210 190 251 303 198 189 117 0046 0,047
GTP-binding protein, putative,GTP-
0G5_127896 Lind.33.2930 binding elongation factor tu family 1 372 28 28 221 273 205 19 213 29 210 311 207 189 241 210 200 187 191 149 263 178 269 193 323 174 220 117 0041 0,040
protein, putative
0G5_147063 LinJ.28.2500 hypothetical protein, conserved 11,79 255 205 210 228 249 248 214 218 236 157 267 215 155 168 197 157 124 178 19 155 195 213 19 218 229 118 0022 0019
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0G5_184157 LinJ.36.4130 hypothetical protein, unknown function 1 257 1,79 176 183 239 222 163 257 209 241 223 209 215 246 155 209 158 188 230 205 154 189 197 173 156 18 118 0009 0,009
0G5_146117 LinJ.36.5560 hypothetical protein, conserved 1 234 18 216 202 210 202 191 237 238 210 18 178 239 225 168 204 154 209 167 176 179 166 182 222 141 180 118 0003 0,002
0G5_148529 LinJ.34.1430 hypothetical protein, conserved 1 223 233 155 233 234 261 251 18 244 271 293 238 19 223 197 184 178 211 159 170 201 220 259 223 176 186 1,18 0008 0,008
0G5_127071 LinJ.32.0710 OSM3-like kinesin, putative 1 185 216 159 211 171 148 194 167 300 181 192 18 235 209 204 183 154 195 179 152 126 139 204 127 156 181 118 0046 0,046
0G5_130867 LinJ.15.0560 hypothetical protein, conserved 1 257 229 208 227 196 224 203 28 28 349 263 239 270 280 228 203 19 208 253 215 150 200 139 279 300 192 1,18 0036 0036
OG5_148719  LinJ.26.0560 fr‘:incsec‘:i"ﬁii‘:ff'a'zg:;i;s’e“mme’ 1 184 304 228 342 229 205 220 183 28 175 191 300 244 251 166 18 165 216 234 173 188 18 28 296 158 1,79 118 0045 0,042
0G5_151281 LinJ.32.0990 hypothetical protein, conserved 1 246 322 173 246 200 221 240 231 28 202 212 18 19 126 208 153 204 163 207 178 197 178 181 18 224 164 118 0033 0030
0G5_183327 LinJ.13.0060 hypothetical protein, conserved 1 25 210 206 339 189 168 213 204 261 201 300 230 347 172 18 183 147 235 218 184 18 200 165 334 18 173 118 0041 0041
0G5_139387 LinJ.30.0990 hypothetical protein, conserved 1 230 331 224 185 239 215 254 210 242 264 200 248 301 284 209 205 238 19 217 173 197 176 178 201 274 234 118 0011 0011
0G5_153007  LinJ.29.1420 :i;glefeh:ﬁg{‘e'I’:]ek’l"::‘;"pﬁ?:jfe 1 095 204 240 181 249 231 211 260 214 206 209 19 216 151 092 174 209 18 133 257 18 161 144 146 186 209 118 0031 0031
1in3.33.2970 D-alanyl-glycyl endopeptidase-like
0G5 135897 1133327 protein,cysteine peptidase, Clan CA, 2 583 674 559 409 573 364 424 471 569 457 505 323 412 531 406 406 413 316 358 648 346 649 354 528 232 317 118 0046 0046
family C51, putative

0G5_151492 LinJ.13.1480 hypothetical protein, conserved 119 326 172 304 224 211 202 225 339 181 284 203 269 211 176 224 19 194 197 197 199 175 203 300 178 186 118 0042 0,040
0G5_183138  LinJ.04.0150 hypothetical protein, conserved 1 269 172 263 187 207 202 272 250 212 223 237 200 275 309 160 214 225 163 18 19 169 233 166 170 237 261 118 0023 0024
0G5_146653 LinJ.23.0910 hypothetical protein, conserved 1 287 341 366 297 292 165 214 210 308 213 294 221 312 238 18 281 19 18 173 278 210 221 256 28 18 280 119 0027 0,027
0G5_148728 LinJ.26.0900 hypothetical protein, conserved 1 228 309 238 343 194 193 19 212 299 190 225 29 275 261 156 173 193 19 18 168 1,86 193 352 302 174 216 119 0017 0,017
0G5_128997 LinJ.32.0380 hypothetical protein, conserved 1193 315 219 204 221 18 183 204 277 177 234 199 217 223 177 217 200 192 203 208 137 170 200 214 117 165 119 0027 0024
0G5_127231 LinJ.21.0960 methionine aminopeptidase 2, putative 1 1,34 214 244 237 173 196 291 219 238 166 214 172 212 245 143 204 205 152 205 140 291 133 120 143 194 202 119 0027 0,027
0G5_151708 LinJ.27.0450 hypothetical protein, conserved 119 211 205 154 173 204 142 258 198 275 228 278 197 200 146 164 19 275 196 173 148 137 166 179 147 173 119 0011 0011
0G5_126891 LinJ.30.2180 RING finger protein, putative 1 209 264 18 258 215 18 212 271 172 236 262 236 193 171 232 169 172 164 166 166 18 162 204 192 199 203 119 0004 0,004
0G5_184077 LinJ.35.0940 hypothetical protein, conserved 1 227 349 297 233 250 248 237 281 358 292 339 296 210 19 206 254 226 196 200 226 260 312 213 204 243 205 119 0023 0024
0G5_149050 LinJ.36.0550 hypothetical protein, conserved 1 209 28 243 214 201 253 232 23 19 234 149 159 203 161 110 175 13 191 152 178 149 216 155 309 161 199 119 0031 0,028
0G5_181871 LinJ.30.1850 hypothetical protein, unknown function 1 2,26 3,25 2,97 255 244 245 18 288 241 266 153 218 228 160 19 192 221 244 147 179 253 174 18 143 216 243 119 0036 0,035
0G5_130284 LinJ.15.1070 glutamate dehydrogenase (GDH) 1 255 230 230 253 197 207 224 206 18 265 215 222 19 237 205 19 19 18 166 166 147 176 212 18 208 202 120 0001 0,001
0G5_147999  LinJ.13.1470 hypothetical protein, conserved 1184 303 269 269 228 224 230 169 332 217 248 245 293 228 236 188 207 204 202 206 179 119 230 358 137 201 120 0023 0023
0G5_157921 52311318‘5‘38 hypothetical protein, unknown function 2 6,22 522 3,40 580 495 405 417 463 447 313 422 598 404 343 417 506 375 309 341 380 312 405 426 331 362 402 120 0036 0036
0G5_148072 LinJ.13.0210 class 3 lipase, putative 1291 292 212 302 194 244 250 264 28 146 281 211 299 229 209 193 200 172 203 242 201 226 191 297 18 187 120 0009 0,009
0G5_163862 LinJ.35.3010 hypothetical protein, conserved 1216 247 224 19 219 129 171 257 260 292 250 364 211 23 194 151 188 194 18 189 210 294 215 201 166 151 120 0013 0013
0G5_151516  LinJ.17.0900 hypothetical protein, conserved 1251 227 211 219 23 152 215 195 234 197 297 211 233 188 18 181 114 126 132 180 179 209 253 240 198 197 120 0027 0024
0G5_140622 LinJ.35.5080 hypothetical protein, conserved 1 201 279 305 214 215 191 198 28 316 304 304 279 187 215 201 211 200 208 201 179 181 308 201 216 18 209 120 0048 0,045
0G5_131289  LinJ.13.0440 hypothetical protein, conserved 1191 302 201 300 208 226 290 23 28 214 266 18 410 191 245 183 184 247 18 149 228 164 243 353 154 168 120 0041 0,041
0G5_126938 tmj:g;:gggg 60S ribosomal protein L7a, putative 2 342 3,88 327 390 321 395 341 497 443 180 402 533 455 419 290 38l 303 241 345 262 325 337 309 391 436 254 120 0017 0018
0G5_148056 LinJ.35.2500 hypothetical protein, conserved 1 174 305 28 218 196 172 210 299 312 314 314 268 247 227 205 220 19 193 194 236 18 271 194 223 232 178 120 0048 0045
0G5_144160 LinJ.26.2550 hypothetical protein, conserved 1 202 350 276 22 191 19 221 28 234 174 195 28 29 177 242 184 176 154 155 240 1,83 102 385 172 229 139 120 0046 0,046
0G5_127429  LinJ.33.1790 Eu“éﬁrf’is"éz'tea:ﬁlseede“aca‘a'y““ 1 292 301 275 211 368 214 218 194 308 241 312 254 226 242 200 166 179 202 202 302 207 243 231 28 169 215 120 0020 0,020
0GS5_126828 LinJ.36.6160 Choline/ethanolamine 222 29 219 28 168 244 262 19 144 224 184 224 305 209 157 18 204 174 179 212 226 222 160 218 205 117 120 0033 0,030

phosphotransferase (CEPT), putative
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0G5_143881 LinJ.13.0770 hypothetical protein, conserved 1 249 244 247 305 201 190 201 176 314 223 344 266 236 184 191 170 157 140 196 249 232 228 169 330 149 194 120 0036 0035
0G5_183331 LinJ.13.0590 kinesin, putative 1 200 309 224 309 219 224 234 222 335 211 348 194 290 213 18 194 247 200 18 1,77 228 224 188 293 201 191 120 0025 0023
0G5_158597 LinJ.34.3110 cytochrome p450-like protein 1200 237 229 208 220 28 209 152 251 252 164 254 179 230 149 242 149 1,8 211 159 190 221 124 193 202 159 120 0019 0,017
LinJ.13.0930 subti_lisin-like serine pep‘tidase,_serine
0G5_141540 |0 o g:eoptt;?:se. clan SB, family S8-like 2 440 619 359 493 331 411 527 471 664 38 602 38l 622 398 445 479 347 328 295 379 301 460 346 618 402 359 121 0036 0,036
0OG5_136877 LinJ.21.1640 Sﬁi’;{:&’g‘;ﬁg‘;ﬁgﬁ%ﬁ;ﬁ“ke proein 1 201 199 247 185 198 167 258 281 222 224 219 201 23 23 173 18 164 182 159 152 204 130 252 197 161 225 121 0008 0006
0G5_148411 LinJ.14.1300 hypothetical protein, conserved 1 210 25 231 280 228 242 166 206 301 237 217 231 238 214 167 222 166 208 167 162 173 267 19 19 18 213 121 0003 0,003
protein kinase,
0G5_145063 LinJ.21.0190 putative serine/threonine protein 1 207 220 302 189 176 218 274 221 229 199 213 250 221 234 164 189 200 190 172 197 199 218 191 157 179 184 121 0001 0,001
kinase, putative
0G5_151823 Lind.35.2670 hypothetical protein, conserved 1 241 241 351 279 209 222 172 306 277 331 261 315 238 155 206 216 221 197 18 202 176 290 277 181 178 220 121 0027 0027
0G5_184083 LinJ.35.1560 hypothetical protein, conserved 1 220 276 332 227 230 244 211 291 28 358 250 337 229 224 209 194 210 211 174 216 206 334 226 192 201 258 121 0002 0002
0G5_173079 LinJ.35.0830 hypothetical protein, unknown function 1 2,01 312 348 250 231 235 236 284 304 293 351 328 212 216 220 199 212 238 198 216 195 363 212 240 189 207 121 0015 0,012
0G5_171037 LinJ.30.3070 hypothetical protein, conserved 119 309 231 171 221 19 203 179 168 210 301 335 216 202 162 15 229 135 190 186 257 19 130 119 273 191 121 0041 0041
0G5_148000 LinJ.01.0070 hypothetical protein, conserved 1 266 205 264 234 171 172 267 18 203 201 200 233 197 248 162 150 151 169 18 172 180 234 139 205 174 231 121 0008 0,008
0G5_164020 LinJ.35.0930 hypothetical protein, conserved 1 203 354 313 236 198 233 194 298 309 358 325 335 211 234 218 233 209 19 18 226 233 372 200 18 206 220 122 0045 0,042
0G5_183124 LinJ.03.0170 hypothetical protein, conserved 1 217 231 218 191 190 239 210 419 258 249 230 202 204 177 18 203 176 116 222 171 203 261 208 178 162 195 122 0020 0,020
0G5_154559  LinJ.34.0430 hypothetical protein, conserved 1 226 18 241 313 202 18 284 197 224 162 211 230 193 291 225 158 1,9 19 194 157 172 144 231 154 123 258 122 0031 0031
0G5_137410 Lind.17.0840 hypothetical protein, conserved 1 245 1,93 214 235 220 174 19 222 236 133 306 218 249 217 099 18 230 151 1,68 205 177 134 250 225 181 152 122 0046 0,046
0G5_130748  LinJ.14.0320 Z‘/;"/E‘;f)dd permease, putative 1 245 39 242 312 266 200 242 221 336 229 238 19 204 226 160 253 201 19 154 153 233 304 200 18 227 237 122 0035 0032
0G5_183969 LinJ.32.1840 hypothetical protein, conserved 1 228 356 244 276 18 198 203 272 241 275 243 212 232 178 168 174 19 147 197 188 227 193 217 178 193 28 122 0008 0,007
0G5_147717 LinJ.21.1480 hypothetical protein, conserved 1 232 176 339 209 266 217 307 18 244 174 219 213 213 245 19 193 19 166 18 19 175 18 231 209 178 176 122 0008 0,008
0G5_140225 LinJ.35.2870 hypothetical protein, conserved 1 189 242 28 198 217 223 150 337 317 290 267 309 220 174 200 201 169 194 174 235 206 237 19 189 19 201 122 0036 0036
t:zjggﬁgg oligosacchawl transferase-like pr_otein,
0G5_126840 |17'32 77,0 Oligosaccharyl transferase subunit, 4 1022 1579 1638 1063 1046 11,66 1071 1475 1578 1654 1420 17,22 1097 9,85 1120 905 1013 1111 998 1126 1024 1561 998 1106 1022 99 122 0027 0024
LinJ35.1170 Puative
0G5_128462 t:r’:j:ggéggg graoqzﬁf'gn';';fv’;?e'” hypothetical 5 37, 10 500 395 305 360 412 510 596 639 578 480 454 462 356 380 427 343 38 423 367 541 360 400 317 378 122 0023 0023
0G5_148977 LinJ.35.0730 hypothetical protein, conserved 1 155 280 271 242 209 271 19 348 267 352 271 415 157 219 162 1,8 241 194 180 19 237 39 151 211 199 212 123 0042 0,039
0G5_157992 LinJ.32.2610 hypothetical protein, conserved 1 250 365 226 248 257 19 236 229 322 151 310 219 295 254 230 217 219 213 242 19 173 216 181 235 203 165 1,23 0004 0,004
0G5_127813  LinJ.32.1290 ggisga‘;sgﬁ’:g;flalcgi"tg;:ase 1 228 299 237 141 188 207 287 269 245 208 276 19 094 18 198 203 149 237 159 187 107 205 154 128 1,9 221 123 0051 0048
0G5_127615 LinJ.30.2260 zinc-finger protein, conserved 1 257 262 266 165 217 194 28 28 174 213 077 197 365 295 152 189 193 155 152 226 1,83 214 213 1,33 221 233 123 0046 0,047
0G5_146355 LinJ.35.2530 hypothetical protein, conserved 1 226 360 349 205 214 209 218 294 356 337 309 279 203 223 198 19 219 1,8 199 229 224 329 203 225 215 207 123 0027 0024
ubiquitin hydrolase, putative,cysteine
0GS5_127773 LinJ.35.1730 peptidase, Clan CA, family C19, 1 237 358 328 221 215 222 200 363 271 321 254 311 19 170 179 19 179 19 217 230 218 341 164 191 230 217 123 0027 0,027
putative
0G5_127643 LinJ.35.2380 hypothetical protein, conserved 1 225 308 29 209 233 201 19 257 305 271 271 302 187 250 197 215 184 226 177 202 148 338 188 191 18 192 123 0005 0,005
0G5 173546 LinJ.14.0180 :2;3&2’5":"é‘g?]ﬁ&‘g‘g;ﬂ;‘ﬂfz 1 194 350 245 241 268 251 253 254 348 203 230 226 320 271 297 217 134 172 232 18 251 276 148 200 172 253 123 0036 0,036
0G5_146092 LinJ.35.4420 hypothetical protein, conserved 1 201 315 320 193 205 176 188 313 300 300 333 252 221 231 174 232 207 159 205 172 195 350 135 251 191 195 123 0046 0,046
0G5_184102 LinJ.35.3220 protein kinase, putative 1 203 28 324 179 224 194 199 28 331 338 290 28 207 191 18 19 185 208 219 208 184 28 19 204 213 176 124 0048 0045
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0G5_128001  LinJ.35.1660 g"dffms‘:m:ﬁ{cﬂ?;';rpg‘f(iém 1 241 403 347 205 228 28 229 28 291 207 305 269 256 231 251 238 197 215 216 204 209 340 206 215 178 153 124 0006 0,006
0G5_183338 LinJ.13.1230 hypothetical protein, conserved 1 273 315 187 321 193 223 216 150 276 205 338 18 315 186 173 184 260 195 18 113 1,90 179 176 251 174 265 124 0031 0,031
0G5_184091 LinJ.35.2300 hypothetical protein, conserved 1 246 341 299 193 211 206 224 312 28 301 354 301 207 234 216 177 215 206 214 217 200 313 19 213 212 204 124 0020 0020
0G5_153409 LinJ.32.2720 hypothetical protein, conserved 1 207 302 299 206 247 207 229 221 358 158 265 223 215 229 179 18 145 155 209 180 195 245 277 138 234 191 124 0017 0017
0G5_151757 LinJ.29.2290 hypothetical protein, conserved 1 283 15 204 206 137 209 233 296 193 243 159 254 247 126 152 112 19 150 118 187 208 276 174 125 171 172 124 0041 0041
0G5_173154 Lind.05.0900 surface antigen-like protein 1 318 270 304 294 227 056 267 201 237 291 407 139 298 302 244 19 258 19 199 236 136 175 101 256 163 340 124 0041 0,041
0G5_127890 LinJ.35.3920 hypothetical protein, conserved 1 215 378 299 163 202 18 200 254 256 224 372 238 238 189 165 187 18 230 222 210 150 305 179 18 192 150 124 0020 0020
0G5_151267 Lind.34.2860 hypothetical protein, conserved 1 144 179 218 238 290 257 273 252 269 277 260 246 138 149 249 187 220 070 216 242 187 134 215 166 152 165 124 0036 0085
0G5_139237 LinJ.33.1810 protein kinase, putative 1 29 333 266 211 303 202 202 274 28 224 336 250 182 260 241 167 205 173 170 283 127 304 205 294 195 140 124 0041 0,041
0G5_148975 LinJ.35.0380 hypothetical protein, conserved 1 276 409 291 219 242 210 203 201 291 287 305 38 173 223 19 210 231 231 202 19 268 341 144 203 18 164 124 0035 0032
0G5_126901 LinJ.35.1720 casein kinase Il, putative 1 234 243 314 214 146 171 146 260 28 185 295 333 229 295 163 112 212 18 210 238 175 401 238 108 144 122 125 0041 0,040
0G5_183406 LinJ.16.0820 hypothetical protein, conserved 1 204 223 28 361 267 177 211 201 28 247 227 309 254 157 18 194 167 171 233 146 224 248 231 193 190 168 125 0020 0,020
0G5_154645 LinJ.32.0620 hypothetical protein, conserved 1 250 246 177 238 255 237 166 147 228 269 262 212 168 283 213 174 164 193 237 147 170 212 097 18 129 236 125 0017 0018
0G5_133346 LinJ.35.4620 hypothetical protein, conserved 1 241 377 326 219 171 220 229 28 295 301 322 271 183 19 18 232 19 200 191 177 194 351 19 183 179 221 125 0041 0041
0G5_148208 Lin).32.3690 DEAD/DEAH box helicase, putaive 1 251 2,95 2,67 241 206 232 216 193 339 197 225 222 211 214 124 202 173 175 261 218 18 200 169 19 197 176 125 0001 0,001
0G5_184069 LinJ.35.0570 hypothetical protein, conserved 1 18 358 344 213 221 212 214 255 320 325 332 290 18 215 209 162 213 18 199 200 215 300 216 199 205 216 125 0023 0,023
LinJ.35.0850 NADH-dependent fumarate reductase-
0G5_128620 LinJ.35.1200 like protein, NADH-dependent 556 88 1085 579 628 663 712 816 976 1082 838 1033 7,00 649 68 58 611 652 567 626 626 930 567 666 592 58 125 0017 0017
LinJ.35.1190 fumarate reductase, putative

0G5_183349 LinJ.14.0630 hypothetical protein, conserved 1 247 324 166 279 225 206 234 173 342 203 248 203 139 222 242 180 211 140 176 1,70 156 198 163 179 262 126 125 0036 0036
0G5_143953 LinJ.35.1330 hypothetical protein, conserved 1 214 347 352 212 213 195 244 310 274 337 346 317 227 202 201 159 1,9 232 212 253 220 309 225 191 194 211 125 0015 0012
0G5_183432 LinJ.30.1830 hypothetical protein, conserved 1 28 271 204 172 168 222 252 218 18 197 220 193 279 240 194 130 1,72 18 168 19 175 161 205 155 202 187 125 0004 0,003
0G5_127438  LinJ.21.1820 RNA helicase, putative 1166 152 291 168 226 222 256 309 197 235 155 215 235 212 19 160 161 166 157 212 217 234 089 178 175 134 125 0036 0036
0G5_146532 LinJ.35.2370 protein kinase, putative 1 194 310 33 223 195 178 1,8 296 245 340 294 275 212 235 193 242 170 174 207 176 147 327 190 229 161 18 125 0009 0,009
0G5_127578  LinJ.35.4000 SP'?RP,\?AEZ’S‘?SZi';‘:g:f:;ﬁgﬁ{gpg;i‘:e'U5 1 204 29 308 177 173 219 205 311 342 321 316 317 223 192 207 175 210 170 1,74 181 211 303 200 220 186 224 125 0046 0,046
0G5_149004 LinJ.35.2820 hypothetical protein, conserved 1 188 297 28 174 219 219 225 323 353 312 271 310 180 226 215 157 227 228 164 18 18 29 205 175 201 220 125 0031 0,031
0G5_146081 LinJ.35.1290 hypothetical protein, conserved 1194 287 224 19 212 250 273 287 242 199 387 346 107 228 093 153 262 224 142 168 1,34 369 227 18 224 160 126 0046 0,046
0G5_137457 LinJ.35.1510 hypothetical protein, conserved 1 209 351 28 225 272 221 233 25 300 39 416 278 248 186 251 142 164 279 203 183 18 353 227 228 210 215 126 0027 0,027
0G5_128776  LinJ.36.6030 hypothetical protein, conserved 1 241 234 241 23 180 197 211 254 249 210 210 340 166 234 139 175 183 215 135 158 229 18 231 174 153 206 126 0004 0,002
0G5_145033 LinJ.35.2810 hypothetical protein, conserved 119 28 278 19 264 28 217 315 253 341 319 250 177 224 190 168 206 175 144 169 251 334 187 241 157 236 1,26 0009 0,009
0G5_126856 LinJ.35.4860 AMP deaminase, putative 1202 271 28 18 201 179 208 297 331 302 239 276 204 19 178 192 193 169 195 204 209 272 171 177 164 179 126 0005 0,005
0G5_150015  LinJ.24.0010 Ei’:;’;’eal‘f)fgt‘%’,de’oge"ase (ipoamide) 4 195 550 174 221 215 132 178 230 218 282 200 157 256 191 257 179 183 109 220 150 217 145 141 112 131 136 126 0031 0,031
0G5_148993  Lind.35.2320 ’;Lféﬁepe"dem RNAhelicasedike 1 515 583 320 105 182 228 175 306 296 394 306 305 236 178 209 206 182 221 176 174 200 305 212 204 195 18 126 0046 0,046
0G5_149909 LinJ.35.3640 DNA repair protein RAD2, putative 1 2,01 2,67 3,16 199 172 186 226 336 344 308 29 277 210 171 236 149 203 141 168 213 182 295 220 169 189 223 126 0041 0,041
0G5_127343  LinJ.32.1060 g':;peie;?gma"t‘i’\;‘e‘ai"i"g"C"mp'ex 1 224 263 195 201 206 220 218 193 249 209 154 253 200 224 158 216 162 152 189 206 136 18 137 109 158 242 126 0003 0,003
0G5_149007 LinJ.35.2970 hypothetical protein, conserved 1 204 28 307 208 178 229 19 284 308 326 293 295 201 241 194 193 19 147 18 18 239 305 172 184 202 219 126 0008 0,006
0G5_149013 LinJ.35.3420 hypothetical protein, conserved 1 224 309 332 211 177 213 23 300 316 243 253 311 203 211 211 215 19 177 206 171 163 28 231 153 199 212 126 0004 0,004
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0G5_184101 LinJ.35.3170 hypothetical protein, conserved 1 223 28 291 19 185 223 171 253 277 292 29 311 235 18 169 236 19 200 18 190 172 235 174 203 18 18 126 0009 0,007
0G5_236284 LinJ.31.0860 lipase 1 315 503 520 392 542 350 451 493 558 540 577 58 48 540 358 437 399 357 553 312 365 371 365 431 365 339 126 0008 0,008
0G5_127804 LinJ.35.0370 ﬁ;i::ep‘ep“udt:g‘t/EEAD'b"x Y 1 242 216 279 222 206 251 270 257 211 245 355 215 174 276 195 234 219 216 158 156 144 308 196 08 102 217 126 0013 0,013

guanine nucleotide exchange factor

subunit GCD7,translation initiation
0G5 128035 LinJ.10.1030 factor 2b, delta subunit, putative,elF- 1 2,60 235 257 201 305 203 202 200 146 247 231 218 287 243 237 142 169 223 193 164 140 153 241 215 173 139 127 0006 0,006

2B G_DP—GTP exchange factor,

putative
0G5_148978 LinJ.35.0860 hypothetical protein, conserved 1 222 323 324 253 100 268 215 211 436 332 38 273 201 345 274 249 196 178 215 203 183 227 208 251 266 170 127 0023 0023
0G5_149996 LinJ.13.0230 hypothetical protein, conserved 1 229 330 234 297 378 274 193 143 353 191 312 255 396 244 191 208 267 145 291 248 174 171 197 343 200 138 127 0046 0046
0G5_148991 LinJ.35.1990 hypothetical protein, conserved 1 241 344 262 220 175 203 194 300 295 380 364 357 227 213 195 204 206 202 18 203 206 340 180 194 206 221 127 0013 0013
0G5_148941 LinJ.33.1340 hypothetical protein, conserved 1 390 281 363 149 300 138 229 049 261 274 395 249 229 29 215 240 215 149 132 191 196 168 159 325 203 232 127 0048 0045
0G5_183730 LinJ.27.0270 hypothetical protein, conserved 1 245 171 269 174 301 213 144 137 162 136 216 265 227 149 122 125 176 200 125 134 160 204 132 137 155 215 128 0020 0020
0G5_183623 LinJ.23.1520 hypothetical protein, unknown function 1 2,31 346 274 311 226 238 236 255 504 225 290 353 275 244 136 255 151 159 205 214 268 291 28 371 148 211 128 0046 0046
?sc?lsg_gggum. I;inJ.15.1300 hypothetical protein, conserved 1 48 307 297 200 145 353 332 520 359 217 471 327 370 338 262 18 217 234 28 314 175 271 346 277 327 28 128 0027 0027
0G5_184107 LinJ.35.3480 hypothetical protein, conserved 1 199 266 346 181 177 194 246 327 319 204 228 367 219 19 156 204 199 166 152 247 175 287 19 159 207 176 128 0024 0021
0G5_126705 LinJ.32.0970 ‘éﬁf;‘i’v'z'p“’"’”'ATPase'"kep""ei”' 1 180 315 1,9 156 1,69 226 166 201 292 210 257 201 155 203 157 141 183 18 150 18 162 130 144 181 220 129 128 0009 0,009
0GS5_147589  LinJ.35.0200 hypothetical protein, conserved 119 323 296 220 197 213 213 324 307 302 334 301 192 201 193 171 172 240 230 18 189 270 190 202 195 18 128 0003 0003
0GS5_143691 LinJ.35.1010 hypothetical protein, conserved 1 194 39 311 221 209 281 25 295 323 294 317 357 181 231 176 226 212 199 213 241 165 320 227 165 216 227 128 0020 0,020
0GS5_148984 LinJ.35.1550 hypothetical protein, conserved 1 275 263 333 280 173 258 220 324 311 223 433 258 244 243 192 231 215 169 245 231 197 291 184 180 213 225 128 0004 0004
0G5_129228 LinJ.35.4730 :’rg?gir’]“zgf‘i":?g‘a%i’t‘:ﬁ:‘e:“"a‘i"” 1 228 340 330 143 234 282 280 257 246 265 271 225 275 212 120 211 257 214 236 148 240 221 177 193 144 235 128 0004 0,004
0GS5_148385 LinJ.13.1610 hypothetical protein, conserved 1 18 279 188 297 201 210 213 224 287 213 355 192 321 199 150 183 202 163 192 162 210 126 200 283 196 18 128 0006 0005

poly(A)-binding protein 2,poly(a)
085 126795 || S P e g oo 1. 2 382 522 526 370 329 342 418 660 589 557 562 626 358 393 370 338 284 347 5L 325 3% 60l 376 390 77 202 128 0013 0013

(PABP1)
0G5_152719 LinJ.32.2260 hypothetical protein, conserved 1 224 216 206 224 159 203 28 231 264 240 18 207 230 248 143 117 138 192 249 229 212 112 166 228 093 206 128 0024 0021
0GS5_130341 LinJ.14.1580 gg‘;z}';?a';;;uwe i 1 448 271 212 254 222 08 270 355 327 306 356 30l 194 242 248 199 173 154 152 197 159 369 200 190 331 192 120 0027 0,027
0G5_127223 LinJ.24.2350 notchless homolog, putative 1 244 181 207 190 18 174 231 221 269 191 251 136 158 236 148 157 128 211 136 199 168 174 060 178 155 201 1,29 0008 0008
0G5_183657 LinJ.24.0480 hypothetical protein, conserved 1 308 265 164 222 257 173 150 231 174 145 157 232 177 189 13 116 119 139 173 123 157 197 196 147 191 194 129 0027 0024
0G5_128567 LinJ.35.4080 ;\Lz;fleepe"dem RNA helicase, 1 211 231 29 193 197 245 193 300 28 269 342 259 191 28 194 160 200 219 227 193 151 302 147 190 172 168 129 0008 0,008
0G5_182908 LinJ.35.4630 hypothetical protein, conserved 1 238 280 402 203 217 193 239 271 332 356 28 400 170 231 247 245 153 198 202 184 249 247 151 217 223 209 129 0036 0036
0GS5_126685 LinJ.35.0030 pyruvate kinase 1292 397 457 268 293 329 314 377 478 470 385 421 298 362 267 301 318 202 214 292 271 484 284 185 342 240 1,30 0008 0008
0G5_128178 LinJ.32.2950 RNA-binding protein, putative 1 236 389 28 247 385 178 178 255 350 246 230 250 209 248 173 198 171 258 219 281 150 229 180 250 149 177 130 0022 0019
0GS5_183369 LinJ.14.1360 hypothetical protein, conserved 1 245 334 229 280 206 18 194 139 271 178 216 275 199 167 206 139 205 136 199 120 154 302 107 184 138 170 1,30 0017 0017
0G5_143885 LinJ.35.4770 MCAK-like kinesin, putative 1 184 296 311 195 246 204 235 268 349 408 391 301 205 092 172 197 235 176 198 221 203 354 122 164 189 202 130 0023 0023
0G5_128250 LinJ.35.1960 hypothetical protein, conserved 1 083 330 442 255 247 221 200 271 246 350 313 330 188 176 220 162 176 18 228 185 143 208 237 262 272 136 130 0037 0035
0G5_130022 LinJ.35.4400 hypothetical protein, conserved 1 176 281 363 165 243 254 205 318 312 264 317 333 192 265 184 169 151 158 242 219 149 359 181 211 199 204 130 0013 0013
0G5_151775 LinJ.30.2500 hypothetical protein, conserved 1 269 32 166 211 209 242 191 264 218 200 150 151 243 201 211 145 125 155 192 208 109 119 217 118 168 231 130 0023 0023
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0G5_128561 LinJ.35.3500 DNA-repair protein, putative 1 200 349 302 264 229 211 188 397 352 280 28 28 227 159 213 144 240 222 236 1,76 167 255 186 188 225 198 130 0013 0013
0G5_148995 LinJ.35.2360 hypothetical protein, conserved 1 1,71 235 341 321 244 094 217 268 338 092 244 318 191 300 116 229 240 173 189 240 221 235 127 074 175 197 130 0041 0,040
0G5_145782 LinJ.35.1930 hypothetical protein, conserved 1 173 334 340 211 221 243 182 304 38 285 294 357 182 214 193 160 200 207 229 224 220 303 169 220 18 135 130 0036 0036
0G5_166768 LinJ.35.0260 GTP-ase activating protein, putative 1 2,00 319 2,39 157 203 163 233 276 256 299 383 322 101 215 215 123 172 156 169 197 169 240 171 226 233 138 131 0036 0,036
0G5_127741 LinJ.26.0630 protein disulfide isomerase, putative 1 2,08 232 276 227 132 191 197 228 384 307 235 321 258 295 212 191 179 131 145 19 09 155 330 333 132 19 131 0017 0,017
0G5_166729  LinJ.24.2360 ;irgfgiinnge’m“"i'pass"ansmemb'a”e 1 194 206 244 309 276 205 117 156 246 200 211 169 308 284 164 059 153 145 271 125 268 204 100 18 184 18 131 0020 0,020
0G5_144776 Lind.35.3040 hypothetical protein, conserved 1 152 305 277 170 031 229 197 307 365 310 285 421 290 18 204 163 270 18 18 166 13 210 215 147 243 175 131 0036 0,085
0G5_126956  LinJ.13.0260 :‘;‘;?\Z'"ansm’aseS“b“""ARDl' 1 257 354 146 291 187 097 38 308 379 257 394 318 458 273 219 160 230 268 091 38 252 240 237 306 212 071 131 0041 0,041
0G5_127178 LinJ.35.3650 hypothetical protein, conserved 1 277 311 245 264 125 214 245 38 220 310 333 328 197 231 268 18 153 135 157 144 243 307 268 163 213 169 131 0022 0019
0G5_145746 LinJ.35.1820 hypothetical protein, conserved 1 231 300 320 152 199 18 167 28 256 335 394 320 195 229 179 122 160 18 167 160 193 324 215 170 225 214 132 0023 0023
0G5_145899  LinJ.13.0890 hypothetical protein, conserved 1 164 266 216 390 207 231 303 259 293 264 343 217 321 198 215 150 18 178 179 177 167 199 113 375 170 28 132 0008 0,008
0G5_151750 LinJ.29.0040 hypothetical protein, conserved 1181 271 216 272 121 18 223 249 223 156 214 252 056 138 231 123 131 18 129 179 094 134 061 140 18 201 132 0036 0036
0G5_134521 Lind.35.4450 hypothetical protein, conserved 1 18 357 275 136 221 136 160 413 272 268 28 28 173 263 149 142 175 160 160 219 210 216 213 216 151 209 132 0045 0,042
0G5_129945 LinJ.35.4740 Katanin, putative 1 177 179 251 219 205 232 204 28 336 284 344 379 231 18 205 188 210 231 191 198 202 18 176 143 132 211 132 0016 0013
0G5_184094 LinJ.35.2480 hypothetical protein, conserved 1 162 462 275 208 191 18 199 338 211 278 273 370 140 207 187 172 120 147 208 272 232 250 204 159 131 179 133 0041 0041
0G5_183352 LinJ.14.0680 fatty acid elongase, putative 1 271 353 255 301 307 202 242 112 243 157 259 214 287 230 149 097 19 28 146 086 166 255 240 161 208 227 133 0015 0015
0G5_184080 LinJ.35.1370 hypothetical protein, unknown function 1 1,93 385 331 177 182 175 255 283 388 305 269 347 19 222 138 205 161 243 219 169 203 372 18 100 180 210 133 0036 0,036
0GS5_127779  LinJ.34.0370 g?;ﬁg‘l’igg““s‘a‘"’” iniiafionfactor 397 300 193 235 268 201 230 18 19 228 248 200 139 164 171 149 250 155 160 125 08 211 08 145 120 193 133 0020 0,020
0G5_148174 LinJ.35.2600 cytochrome P450 reductase, putative 1 1,85 295 381 193 202 204 193 38 308 299 304 28 197 23 197 170 217 18 221 165 208 253 220 215 131 179 133 0027 0,027
0G5_128727 LinJ.35.3610 hypothetical protein, conserved 1 18 324 303 217 18 221 28 371 326 431 319 263 197 173 129 256 207 19 245 272 18 19 103 248 170 234 133 0041 0,041
0G5_148753  LinJ.26.2470 hypothetical protein, conserved 1 364 226 161 273 225 133 210 330 295 156 146 269 347 237 126 175 249 200 119 086 202 139 478 228 085 077 134 0031 0031
0G5_150054 LinJ.35.5380 hypothetical protein, conserved 1137 395 215 185 167 248 228 254 342 297 294 302 167 243 178 236 148 139 218 1,35 126 358 162 166 217 147 134 0015 0015
0G5_130150 LinJ.33.2350 hypothetical protein, conserved 1 327 363 356 218 267 278 248 248 290 216 367 222 221 25 206 160 19 166 250 304 181 220 176 226 216 185 134 0001 0,001
0G5_151850 LinJ.35.5050 hypothetical protein, conserved 1 12 452 18 155 298 135 171 271 392 285 263 203 274 201 15 134 178 155 143 189 196 38 113 162 208 152 134 0046 0,046
0G5_126852 t:gj:gg:gﬁg 40S ribosomal protein S3A, putative 2 403 9,91 7,50 552 417 525 373 688 496 472 509 668 398 387 297 352 465 375 387 38 375 869 363 340 301 368 134 0001 0,001
0G5_183415 LinJ.16.1540 hypothetical protein, unknown function 1 1,96 373 1,88 439 273 236 229 270 246 154 167 259 214 194 267 214 13 110 143 150 140 135 236 211 252 205 134 0031 0,031
0G5_152953 LinJ.35.2160 hypothetical protein, unknown function 1 3,09 391 492 270 231 076 243 287 399 501 207 388 227 252 242 094 201 147 223 220 28 48 107 181 320 216 135 0041 0,041
0G5_149039  LinJ.35.5310 hypothetical protein, conserved 118 367 171 218 210 120 123 28 176 255 311 318 242 178 106 113 160 178 170 1,67 158 299 175 203 179 09 135 0018 0015
0G5_127556 LinJ.35.0640 beta-fructofuranosidase-like protein 1 1,71 321 2,50 168 234 208 128 369 28 354 365 317 166 18 1,76 154 200 122 117 261 101 335 154 232 243 149 135 0042 0,039
0G5_126846 LinJ.36.5320 gL?‘:“iceki"as”kZ regulatorysubunit, 4 339 254 286 212 271 189 141 229 133 239 143 235 197 185 214 140 360 117 103 077 137 074 297 159 152 091 135 0031 0031
0G5_149068 LinJ.36.1360 hypothetical protein, conserved 1 269 314 355 259 267 08 317 063 292 220 216 368 278 263 146 212 166 213 102 223 202 120 203 167 124 387 135 0017 0,017
0G5_126621 LinJ.35.2190 hypothetical protein, conserved 1 240 330 321 222 122 158 1,89 248 261 314 295 361 255 217 19 150 209 207 163 208 174 332 18 093 112 208 135 0011 0011
0G5_151824 LinJ.35.2680 hypothetical protein, conserved 1 231 265 365 267 23 191 29 340 301 334 299 373 214 217 164 193 221 140 219 249 260 271 234 169 214 148 136 0004 0,004
0G5_128977 LinJ.35.1270 hypothetical protein, conserved 1 225 28 358 231 250 247 337 529 408 400 451 259 174 267 175 242 229 117 250 167 323 329 422 176 155 208 136 0023 0023
0G5_127078  LinJ.29.0980 hypothetical protein, conserved 1 443 236 065 189 279 206 184 265 303 000 226 18 29 307 19 064 1,74 225 174 267 055 201 142 242 103 171 136 0046 0,046
0G5_127563 LinJ.13.1180 XPA-interacting protein, putative 1 335 374 206 223 222 206 215 167 300 204 273 157 188 283 174 28 149 091 215 152 149 145 123 326 129 177 136 0009 0,008
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0G5_128010  LinJ.16.0300 gr";ﬁf;i‘\’/"e‘e265"°“'ATP8595“"“““ 1 223 308 141 232 218 104 155 313 119 225 316 137 135 210 184 198 104 095 212 090 207 196 064 08 253 09 136 0031 0,031
0G5_161464 LinJ.33.1950 hypothetical protein, unknown function 1 2,68 2,07 261 170 218 212 28 059 372 321 298 209 215 263 078 18 207 18 192 224 179 210 128 295 056 174 136 0013 0,013
0G5_131030 LinJ.35.2060 hypothetical protein, conserved 1 19 323 269 220 215 213 248 340 38 306 391 332 231 158 167 192 201 217 221 149 210 263 215 205 177 192 136 0005 0,004
0G5_135786 LinJ.35.2310 hypothetical protein, conserved 1 164 376 352 201 275 235 198 327 301 257 200 401 281 173 200 215 206 120 18 191 152 290 227 223 197 151 136 0020 0020
0G5_166738 LinJ.26.1940 hypothetical protein, conserved 1 18 363 231 225 261 28 166 212 409 300 157 336 164 241 134 164 242 225 125 215 080 278 28 192 158 124 136 0045 0042
0G5_127017 LinJ.33.0410 :Z:[‘IZ;zp‘gliiesg“‘égm;eggg 1 277 304 327 169 273 239 190 209 28 220 380 207 248 218 156 202 127 216 178 223 234 255 108 206 204 121 136 0005 0,005
0G5_144833 LinJ.33.1460 hypothetical protein, conserved 1 287 287 372 133 363 234 220 221 251 242 263 151 304 255 167 170 216 1,8 135 177 147 275 148 312 173 144 136 0015 0015
0G5_148979 LinJ.35.0880 hypothetical protein, conserved 1 203 417 323 393 301 163 271 362 341 424 354 38 286 135 110 240 243 202 349 293 226 197 215 231 172 261 136 0015 0015
0G5_158001 LinJ.33.2780 hypothetical protein, conserved 1 207 295 356 149 344 18 225 299 496 207 211 18 266 191 156 109 201 154 217 28 135 18 191 308 141 19 137 0027 0,027
0G5_146363 LinJ.35.3310 Peroxin 19 1 19 290 316 206 302 273 113 468 301 321 414 350 207 156 200 462 153 208 154 18 164 300 124 162 260 08 137 0031 0031
0G5_128306 LinJ.33.0140 trans-splicing factor, putative 1 272 249 267 273 321 18 126 215 28 214 39 28 151 159 204 105 156 099 137 213 18 240 268 259 162 096 137 002 0,020
0G5_148334 LinJ.10.0100 hypothetical protein, conserved 1 208 200 231 139 191 170 173 23 18 127 217 179 332 179 112 211 125 200 211 119 100 093 088 132 178 161 137 0011 0011
0G5_144603 LinJ.13.0490 hypothetical protein, conserved 1 18 49 104 28 29 238 166 223 253 246 38 231 335 199 157 133 146 130 163 258 18 251 127 316 223 191 137 0046 0,046
0G5_141726 LinJ.35.2570 hypothetical protein, conserved 1 228 266 391 133 243 215 254 455 277 322 180 411 200 135 202 194 18 164 19 193 155 291 127 274 222 119 137 0041 0041
0G5_159956 LinJ.36.2030 hypothetical protein, conserved 1 097 200 277 281 218 336 245 204 255 167 175 108 160 299 171 19 184 166 066 102 1,30 218 158 166 122 204 137 0033 0,030
0G5_149011 LinJ.35.3200 hypothetical protein, conserved 1 205 223 354 154 224 223 145 290 422 306 28 219 305 173 262 161 183 195 168 158 145 273 177 156 119 205 138 0017 0014
0G5_139192 LinJ.35.0790 [RNA dimethyltransferase, putatve 1 1,99 3,39 3,69 259 188 246 206 39 38 403 28 276 197 28 187 251 221 214 15 195 209 254 262 131 221 208 138 0015 0,015
0G5_154621 LinJ.29.1300 hypothetical protein, conserved 1 320 223 153 243 139 210 141 234 220 327 160 147 216 162 15 175 115 136 105 152 121 117 175 116 200 228 138 0011 0011
0G5_179752  Lind.34.1510 g;ﬁ%"rigzﬁzgzi_cpzr'o'g;ﬂ“y“id 1 174 304 25 476 284 414 528 527 401 522 578 346 460 308 373 245 114 352 438 265 211 313 436 317 127 265 138 0041 0041
0G5_183757 LinJ.28.0230 hypothetical protein, unknown function 1 1,96 153 1,89 145 234 156 157 231 294 230 148 195 319 218 176 131 198 161 157 125 148 224 091 157 054 145 139 0018 0,015
0G5_132180 LinJ.35.2560 hypothetical protein, conserved 1 154 277 314 19 278 293 240 346 279 286 38 271 224 297 147 229 232 243 240 132 18 327 217 08 142 188 139 0004 0,005
0G5_157985 LinJ.32.1230 hypothetical protein, conserved 1 250 294 28 136 124 231 225 247 351 213 190 201 155 157 156 075 209 206 117 146 194 071 229 146 206 123 139 0019 0017
0G5_128359  LinJ.35.4780 hypothetical protein, conserved 1 246 252 334 180 18 178 165 28 304 345 342 320 209 202 175 172 202 163 152 179 195 215 161 199 160 206 1,39 0004 0,003
0G5_126792 LinJ.33.1730 cyclophilin 4, putative (CYP4) 1 324 324 416 183 204 315 324 137 322 164 201 361 289 279 171 172 114 173 157 359 056 310 210 244 156 235 140 0031 0,031
0G5_149024 LinJ.35.4410 hypothetical protein, conserved 1 138 448 292 223 243 231 160 215 343 346 341 457 227 236 243 166 144 225 136 1,59 205 291 200 241 197 169 141 0020 0,020
0G5_148994 LinJ.35.2350 hypothetical protein, conserved 11,88 299 255 224 252 226 168 366 407 253 253 494 279 174 128 191 191 208 208 169 214 226 262 219 238 083 141 0015 0015
0G5_147236 LinJ.04.1090 hypothetical protein, conserved 1 08 13 113 072 063 111 072 058 09 112 08 066 08 071 065 035 062 08 070 064 073 033 049 041 078 08 141 0013 0,010
0G5_175320 LinJ.27.1270 hypothetical protein, unknown function 1 2,02 267 157 138 246 287 157 241 273 295 285 261 29 254 18 176 204 109 18 146 136 222 120 151 169 232 142 0002 0,002
0G5_149015 LinJ.35.3540 hypothetical protein, conserved 1 187 317 303 143 235 200 181 342 259 38 357 314 211 200 157 144 132 126 202 231 150 322 150 195 175 197 143 0008 0,008
0G5_134814 LinJ.35.1470 hypothetical protein, conserved 1 215 308 334 327 276 08 159 211 351 163 237 48 143 175 160 268 134 061 146 209 110 398 172 121 18 121 143 0041 0,041
0G5_135180 LinJ.35.5130 hypothetical protein, conserved 1 097 360 318 173 231 1,89 269 269 406 297 362 350 234 314 18 106 28 105 124 168 1,10 402 273 122 157 279 143 0036 0,036
0G5_142633 LinJ.31.2350 ADP-ribosylation factor, putative 1 572 656 000 7.8 607 442 578 332 218 431 602 690 48 358 512 290 48 220 372 323 349 409 147 000 601 332 143 0040 0,036
0G5_148966 LinJ.33.3280 hypothetical protein, conserved 1 291 332 28 19 306 147 327 134 329 190 202 137 104 174 102 28 148 174 202 205 15 179 083 08 165 101 144 0046 0,046
0G5_146876 LinJ.35.1690 hypothetical protein, conserved 1 165 278 464 230 221 242 121 402 464 335 374 359 157 215 178 159 284 265 176 145 191 190 213 231 150 216 144 0042 0,040
0G5_151705 LinJ.27.0350 MP44, putative 1 249 18 142 184 217 150 099 210 223 245 169 130 125 215 070 108 153 141 18 115 09 171 034 168 174 097 145 0008 0,008
0G5 128421 Lin).3s4e60 Phosphatidylserine decarboxylase, ;517 405 240 198 176 1,28 347 456 264 391 212 28 200 173 231 125 18 18 200 173 222 169 113 18 201 203 146 0027 0027

putative
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ATP-binding cassette protein
0G5_126906 LinJ.11.0040 subfamily H, member 1, putative 1 279 242 211 304 240 28 295 268 323 306 327 172 142 228 164 153 140 206 202 200 174 18 070 28 18 164 146 0001 0,001
(ABCH1)
0G5_149000 LinJ.35.2660 hypothetical protein, conserved 1191 198 343 225 307 258 177 330 435 432 367 227 227 162 160 133 215 242 146 216 151 216 176 222 19 211 146 0006 0,006
0G5_126834 LinJ.35.4950 RADS51/dmcl protein (DMC1) 1 277 296 234 185 276 268 118 239 408 450 493 28 137 266 262 152 295 123 18 200 262 166 207 074 18 204 146 0020 0,020
0G5_170014 LinJ.35.0990 aldose 1-epimerase, putative 1 146 279 219 266 138 257 219 357 257 454 519 453 150 253 177 327 134 173 192 147 216 28 156 193 135 199 146 0036 0036
0G5_151830 LinJ.35.3790 hypothetical protein, conserved 1 18 363 28 261 279 18 195 333 267 28 420 443 203 326 13 119 180 18 241 187 166 356 178 180 172 266 146 0001 0,001
0G5_149014 LinJ.35.3460 hypothetical protein, conserved 1 210 294 311 266 262 154 229 356 411 340 366 250 154 223 238 187 179 151 216 169 166 251 143 120 214 211 146 0003 0,003
0G5_127616 LinJ.18.0890 ZETB%TP binding protein, putative ;175 337 205 358 248 174 08 367 372 244 181 351 414 272 168 110 054 344 187 219 295 182 124 212 088 224 146 0041 0041
0G5_126907 -NJ-85:3340 6G0Sribosomal subunitproteinL31, 545 431 275 751 388 437 368 316 361 962 1165 58 571 363 184 202 649 336 345 497 162 644 323 28 272 479 147 0046 0,047
= LinJ.35.3330 putative
0G5_128689 LinJ.30.1130 hypothetical protein, conserved 1 151 330 406 110 342 198 248 124 156 338 366 347 250 324 114 240 092 173 228 203 169 114 210 131 236 231 148 0031 0031
0G5_144877 LinJ.10.1230 hypothetical protein, conserved 1 243 218 205 224 330 174 155 256 248 357 380 299 191 273 246 160 19 09 116 192 148 248 219 191 157 104 148 0004 0,004
0G5_129047 LinJ.27.0210 hypothetical protein, conserved 1 13 200 08 330 19 062 230 156 163 265 243 377 349 193 159 287 094 129 127 13 163 066 144 184 135 098 149 0023 0023
0G5_144859 LinJ.33.1890 hypothetical protein, conserved 1 350 175 338 223 440 375 175 267 346 207 043 179 249 099 106 093 209 132 145 097 303 213 163 167 140 226 149 0033 0,030
0G5_128075 LinJ.35.1240 short chain dehydrogenase, putative 1 258 3,74 406 195 231 265 252 328 293 131 234 43 25 107 111 145 170 165 128 176 150 225 202 211 361 108 150 0008 0,008
0G5_138554 LinJ.35.1570 hypothetical protein, conserved 1 133 241 187 202 165 18 099 225 158 229 141 314 183 105 157 080 120 108 071 129 141 202 135 124 108 082 151 0004 0,005
0OG5_154668 LinJ.32.1720 ;:;ZR":Z’(’:“F%STSS""QS’ R, 1 000 217 147 253 199 311 248 189 326 146 242 332 223 265 294 055 214 155 153 194 049 131 124 159 091 118 152 0017 0,017
0G5_148549 LinJ.34.3650 hypothetical protein, conserved 1 29 230 29 109 222 225 053 324 123 352 28 400 18 178 110 164 070 269 240 144 155 116 116 222 08 154 152 0027 0,027
0G5_145924 LinJ.17.1440 hypothetical protein, conserved 1 318 169 355 166 230 322 283 321 367 325 338 139 218 183 129 247 084 118 060 141 300 338 048 157 243 244 152 0017 0,017
0G5_150045  LinJ.34.1750 gﬁ{gﬁl/”e‘amy"pe""dase'(PGP)’ 1 124 305 093 210 216 1,88 159 199 210 200 418 375 224 154 164 136 030 114 142 145 105 246 131 212 150 156 152 0022 0,019
LinJ.31.2320 3,2-trans-enoyl-CoA isomerase,
0G5_130243 0722000 mitochomdiial precurser, putative 2 78 88 560 319 711 424 821 301 7,16 930 69 384 7,38 851 377 265 332 347 441 395 540 448 296 487 28 910 153 0017 0,017
0OG5_128074 LinJ.35.3370 gfgjﬁg"pﬂ:‘;ﬁl'z particle (TRAPP) 1 255 214 232 153 000 357 211 476 473 246 325 395 193 130 208 000 070 049 194 242 171 407 152 143 203 18 155 0040 0,036
0G5_148031 LinJ.04.0250 hypothetical protein, conserved 1231 142 211 297 254 258 292 104 214 447 107 304 224 309 070 08 174 116 245 181 155 102 123 19 216 211 155 0006 0,006
proteasome beta 6 subunit,
0G5_127834 LinJ.06.0140 putative,20S proteasome beta 6 1335 259 194 449 238 240 171 161 443 159 213 203 260 305 206 221 153 165 235 062 340 226 042 202 094 054 155 0027 0,027
subunit, putative
0G5_148375 LinJ.13.0400 hypothetical protein, conserved 1 264 449 205 399 145 201 445 262 406 432 251 202 307 223 143 076 269 137 160 152 229 154 104 254 274 326 158 0020 0,020
0GS5_148611 LinJ.21.1980 ;’L‘L‘f;hif”;lﬂg{ife”“b'"d'"g complex 1 153 275 344 263 267 201 333 222 247 18 158 128 221 191 305 116 148 098 229 176 08 091 146 090 075 165 159 0003 0,003
0G5_157934 LinJ.23.0140 cyclophilin 3, putative (CyP3) 1 352 409 346 375 373 000 214 243 58 415 327 463 19 543 269 110 324 150 071 446 249 234 113 299 067 263 160 0020 0,020
0G5_126801  LinJ.13.1420 ?g’gg:;’;e's'ca’b”y'a'e'ed”“ase 1 293 354 162 344 198 174 118 311 326 210 365 294 247 202 135 174 08 055 126 165 180 173 272 139 260 066 169 0003 0,002
0G5_149124 LinJ.36.5930 hypothetical protein, conserved 1 242 087 297 246 207 228 320 195 28 319 052 100 241 000 036 091 18 173 159 119 084 111 000 08 19 200 169 0018 0015
0G5_184208 LinJ.355210 hypothetical protein, unknown function 1 2,43 249 406 258 219 192 212 367 302 293 359 549 18 243 117 119 225 233 193 106 253 189 170 115 094 208 173 0001 0,001
0G5_148308 LinJ.08.1110 MIX protein, putative (MIX) 1 344 177 256 365 247 203 329 212 300 449 472 510 272 154 129 19 166 075 127 072 075 529 000 368 263 060 178 0009 0,009
0G5_144679 LinJ.27.0990 hypothetical protein, conserved 1 19 115 18 135 164 050 183 199 254 263 250 136 424 119 045 059 029 000 125 101 263 239 064 057 097 162 184 0013 0013
0G5_149096 LinJ.36.3920 hypothetical protein, conserved 1 155 270 304 300 243 123 406 229 226 399 271 000 127 513 219 000 127 235 000 000 250 209 149 000 321 000 202 0023 0021
0G5_148906 LinJ.33.0080 hypothetical protein, conserved 1 371 477 170 301 000 129 180 254 637 250 154 241 000 261 115 160 139 000 107 000 000 123 415 172 112 091 205 0016 0015
0G5_127916 LinJ.17.0330 histone H2A, putative 1 000 146 463 316 128 242 000 119 116 459 139 145 254 28 108 000 197 119 202 000 126 000 000 152 109 087 219 0032 0029

196



Anexos

Dose génica no grupo CURA

Dose génica no grupo RECIDIVA

Grupo Gene ID Produto Géni R® /R fore Perm-
Ortélogo ene rocuto Genico MA-01 MA-02 MA-03 MA-04 MA-05 MG-12 MG-14 MG-19 PI-04 PI-05 P07 P08 PI-09 P10 MA-07 MG-11 MG-13 MG-15 MG-16 MG-17 MG-18 Pl-01 PI-02 P03 Pl11 Pl-12 prvalort e
A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A

0G5_133169  LinJ.34.3390 hypothetical protein, conserved 1 383 161 000 479 145 300 234 270 266 179 308 172 146 303 257 000 000 273 114 138 000 000 178 178 125 000 227 0007 0,005

0G5 _128012 t:gjggiggg E'Tyﬁzrze)d"x'” (TXND), tryparedoxin 5 05 718 000 257 320 379 243 380 1039 1211 856 413 944 320 000 433 149 000 250 1469 000 267 000 000 000 000 236 0019 0018

0G5_126659 t:zj-gg'gggg 60S ribosomal protein L23a, putative 2 9,28 4,18 000 520 353 706 324 668 330 416 1023 322 628 311 312 502 174 000 000 000 000 308 000 472 28 433 239 0007 0,005

0G5_151895 LinJ.36.6990 hypothetical protein, conserved 1 287 48 822 000 215 000 522 404 58 703 222 723 000 218 38 000 000 59 000 000 222 18 000 000 000 427 245 0041 0,039

0G5_127723 LinJ.21.1990 calcineurin B subunit, putative 1 163 310 38 000 000 135 262 000 127 509 448 000 547 574 234 000 070 000 110 000 000 000 000 161 230 092 331 0036 0,034

0G5_146076 LinJ.35.0910 hypothetical protein, conserved 1 204 443 239 000 324 000 000 406 508 242 634 220 341 000 000 000 09 000 000 292 000 000 000 000 141 368 340 0025 0,022

0G5_149005 LinJ.35.2910 hypothetical protein, conserved 1 000 000 420 49 272 313 000 342 28 410 000 373 562 300 000 000 156 000 246 247 28 000 000 000 000 000 345 0007 0,006

0G5_148988 LinJ.35.1750 hypothetical protein, conserved 1 000 565 000 363 399 000 278 000 828 608 48 532 1203 431 000 000 219 000 000 000 000 000 000 657 000 28 422 0014 0013

0G5_183509 LinJ.34.1990 hypothetical protein, conserved 1 335 277 000 200 245 508 000 457 000 000 000 000 473 500 220 000 122 000 192 000 000 000 000 000 000 000 48L 0032 0031
1inJ.28.1610

0G5_128471 LinJ.28.1620 hypothetical protein, conserved 3 000 1389 2946 000 1298 63 972 000 742 000 491 958 629 000 000 000 000 000 408 000 524 421 000 000 000 411 488 0019 0018
1in.28.1630

0G5_154507 LinJ.03.0130 hypothetical protein, conserved 1 713 000 000 000 000 43L 362 000 813 58 000 523 000 470 000 000 228 000 38 000 000 000 000 000 000 000 544 0042 0,038

0G5_127080 LinJ.29.2970 40S ribosomal protein S19-iike protein 1 10,75 2,36 000 173 000 000 167 402 000 229 000 225 199 432 000 000 000 000 000 000 000 18 000 000 18 000 738 0011 0,009
LinJ.31.2370 3"-nucleotidase/nuclease, putative, 3'-

0G5_128720 09212500 nucleotidase/nuclease precursor, 780 688 802 000 626 000 616 000 827 532 677 513 88 58 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 862 749 0003 0,002

o putative

0G5_183927 Lind.31.2390 helicase-like protein 1 423 377 409 000 38 000 439 000 392 243 454 310 410 314 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 394 905 0001 0,001

0G5_127739  LinJ.04.0680 :g{gﬁcg"“’m“ga"”g enzyme e2, 1 000 371 806 559 000 000 000 000 000 38 638 362 000 000 28 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 952 0038 0034

0G5_129176 Lind.35.2960 hypothetical protein, conserved 1 000 1251 000 000 000 876 000 21,56 000 1370 000 11,47 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 - 0,027 0,042

0G5_157938 LinJ.23.1390 hypothetical protein, conserved 1 000 000 1522 000 861 7.8 000 000 000 1006 000 000 1002 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 - 0,027 0,043

2R, numero de cépias de gene, por grupo ortol6logo, no genoma de referéncia de L. (L.) Infantum (JPCM5) haploide.

bC, grupo cura; R, grupo recidiva. Razdo entre as médias de CNV de genes do grupo cura e do grupo recidiva.
¢ p-valor obtido ap6s analise estatistica pelo test de Mann-Whitney.
4 Perm. p, p-valor obtido apds anélise de permutagao.
OBSL1.: Os valores de numero de copias de genes informados na tabela se referem a dose génica (nimero de copias de genes na célula haploide x ploida do referido cromossomo).
OBS2.: A andlise para mensurar o nimero de cépias de genes foi realizada por grupo ortégolo por cromossomo.
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in experimental resistant lines; however, studies using clinical isolates with different
miltefosine susceptibilities are still needed. In our study, we used a proteomic 2D-DIGE/MS
approach to study different protein abundances in miltefosine-sensitive and -resistant
Leishmania infantum chagasi isolates from visceral leishmaniasis patients with different
miltefosine treatment outcomes. The high-resolution proteome obtained from these
isolates showed 823 matched spots and 46 spots exhibited different abundances between
the isolates. Out of these differentially expressed spots, 26 (56.5%) showed greater and 20
(43.5%) showed lower expression of the resistant isolate compared to the sensitive isolate.
MALDI/TOF-TOF mass spectrometry allowed the identification of 32 spots with unique
protein identification correspondent to 22 non-redundant proteins. Most of the proteins
up-regulated in the proteome miltefosine-resistant isolates were associated with redox
homeostasis, stress response, protection to apoptosis, and drug translocation. These
differentially expressed proteins are likely involved in miltefosine natural resistance and
suggest that the miltefosine-resistance mechanism in Leishmania is multifactorial.

Biological significance
Visceral leishmaniasis (VL) is a serious disease with a challenging treatment plan requiring
the prolonged and painful applications of poorly tolerated toxic drugs. Therefore, the

Abbreviations: VL, Visceral leishmaniasis; R, Miltefosine-resistant isolate; S, Miltefosine-sensitive isolate; 2D-DIGE, Two Dimensional

Difference Gel Electrophoresis.
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identification of miltefosine, an effective and safe oral drug, was considered a significant
advancement in leishmaniasis therapy. However, different sensitivities to miltefosine in
Leishmania have been observed in clinically relevant species, and the biological mechanism
by which clinical isolates of Leishmania acquire drug resistance is poorly understood. Our
work aims to elucidate the mechanism of natural resistance to miltefosine in Leishmania by
studying the isolates from VL patients who displayed different miltefosine treatment

outcomes.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

American visceral leishmaniasis, caused by Leishmania
infantum chagasi, is a major health problem in many parts of
Brazil. The disease is characterised clinically by fever, gradual
weight loss, splenomegaly, hypergammaglobulinemia, and
pancytopenia and is usually fatal without specific treatment
[1].

One of the most significant advances in leishmaniasis
therapy was the identification of an effective and safe oral
drug, miltefosine (hexadecylphosphocholine), a phospholipid
analogue. Miltefosine was originally developed as an antican-
cer drug and is the first oral drug approved for visceral
leishmaniasis (VL) in India [2,3].

While miltefosine was able to produce a clinical cure in
approximately 90% of VL caused by L. donovani [4,5], a clinical trial
showed that the cure rate in Brazil, where VL is caused by L.
infantum chagasi, was much lower. This study revealed that the
cure rate was only 43% with a regimen of 2.5 mg/kg daily for
28 days and 67% with an extended treatment of 42 days with the
same dose. Pre-treatment isolates obtained from cured patients
and relapsed patients, were susceptible and resistant in vitro,
respectively, suggesting that therapeutic failure may be due to
intrinsic parasitic resistance to miltefosine (Dietze, R., unpub-
lished data).

Miltefosine resistance mechanisms in Leishmania spp. have
been associated with a decrease in intracellular drug accu-
mulation due to the defective inward translocation of
miltefosine [6-9] and the over-expression of ABC transporters,
which are responsible for drug efflux [10]. Studies have shown
that alterations in fatty acid and sterol biosynthesis resultin a
change in the lipid composition of membranes in miltefosine-
resistant L. donovani, which could alter membrane fluidity and
permeability and affect the drug-membrane interaction [11].
In addition, low susceptibility to drug-mediated programmed
cell death has been observed in miltefosine-resistant Leish-
mania [12,13].

However, considering that the mechanism of miltefosine
resistance in Leishmania spp. has been partially understood in
experimental resistant lines, studies using clinical isolates
with different miltefosine susceptibility are still needed.
Taking into account the fact that proteins are ultimately
responsible for cell phenotypes, in the present study we
performed a comparative proteomics screen between
miltefosine-sensitive and -resistant Brazilian L. infantum
chagasi clinical isolates from VL patients with different
miltefosine treatment outcomes. Using this approach, we
identified differentially expressed proteins that may link
molecular components to pathways involved in natural
miltefosine resistance in Leishmania.

2. Materials and methods
2.1. Ethics statement

Written consent was obtained from patients or from their parents
or guardians for children. Ethical clearance was obtained from
the institutional review board of the Centro de Ciéncias da Saude,
Universidade Federal do Espirito Santo (CEP-066/2007), Brazil. The
animal experiments were approved by the Committee on the
Ethics of Animal Experiments of the Centro de Ciéncias da Saude,
Universidade Federal do Espirito Santo (CEP-009/2010), Brazil, and
all efforts were made to minimise suffering.

2.2. Patients and parasites

We studied a pair of L. infantum chagasi isolates, one from a cured
patient (MHOM/BR/05/MG14) and the other from a patient who
relapsed after miltefosine treatment (MHOM/BR/05/MG11). These
isolates were obtained from bone marrow aspirates taken before
treatment of VL patients, participants in a clinical trial (Minas
Gerais state, Brazil) to evaluate the efficacy and toxicity of
miltefosine. The patients were treated with 2.5 mg/kg/day of
miltefosine for 28 days and were followed for a minimum of six
months after treatment was terminated. Patients were consid-
ered cured if no signs and symptoms of the disease were present
at the time of examination. Relapse was defined as a patient who
was considered cured, but upon follow-up, showed reappearance
of clinical signs and positive parasitology. The clinical isolates
selected for this study were identified as L. infantum chagasi based
on a PCR-RFLP assay [14].

2.3. Parasite culture

Promastigotes were grown in liver infusion tryptose (LIT)
medium supplemented with 10% heat-inactivated foetal calf
serum pH 7.5, 25 °C. The cultures were initiated by inoculat-
ing parasites into culture medium to a final concentration
of 10° parasites/mL. Cell number was determined micro-
scopically using a Neubauer chamber. Three independently
growing cultures of each isolate (S and R) were obtained and
were further pooled.

2.4. Susceptibility of intracellular amastigotes to miltefosine

Late log stage promastigotes were used to infect primary
peritoneal macrophages isolated from a Swiss mouse at a ratio
of 7 promastigotes to 1 macrophage. The cells were plated in
RPMI 1640 medium plus 10% heat-inactivated foetal calf serum in
16-well Lab-Tek™ tissue culture chamber slides (Scientific
Laboratory Supplies, Wilford, UK) [15] and maintained overnight
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at 37 °Cin a 5% CO,/95% air mixture. Extracellular parasites were
removed by washing, and fresh medium containing miltefosine
was added at a final concentration ranging from 0.55 to 15 uM.
Higher concentrations were not tested due to toxicity to infected
macrophages. Each concentration was tested in triplicate. After
72 h of incubation at 37 °C in a 5% CO,/95% air mixture, the
cultures were methanol-fixed and Giemsa-stained and 100
macrophages/well were microscopically evaluated. Drug activity
was determined from the percentage of infected cells in
drug-treated cultures relative to non-treated cultures. The mean
effective concentration (ECso) values were calculated by nonlinear
regression analysis using Prism version 5.0b software. The results
are expressed as the means and standard deviation of three
independent experiments.

2.5. Protein extract

The protein extracts were obtained simultaneously for all
samples. Promastigotes were obtained in the late log phase in
LIT medium. Cells were harvested by centrifugation at 1000 g
for 10 min at 4 °C, washed three times in RPMI 1640 medium,
and resuspended in two-dimensional lysis buffer (8 M urea,
2 M thiourea, 4% CHAPS, 40 mM Tris base and a cocktail of
protease inhibitors (Sigma-Aldrich)) in a proportion of 250 uL
of lysis buffer for every 10° parasites. Lysis was allowed to
proceed for 2h by gently vortexing at room temperature,
followed by passing the homogenate through a 26-gauge
needle 10 times. Then, the samples were centrifuged at
20,000 g for 30 min to remove insoluble material. Protein
concentration was determined using the 2D Quant Kit (GE
Healthcare). Protein extracts were aliquoted into single-use
sample and stored at —80 °C until analysis.

2.6. Two-dimensional difference gel electrophoresis (2D-DIGE)

Previously three representative Coomassie 2D gels from three
independent biological replicates of each isolate (S and R)
were analysed and the profiles obtained were highly repro-
ducible regarding protein spot total number, relative positions
and intensities (data not shown). Considering these data, in
our DIGE analyse was used a pool of three biological replicate
of each isolate (S and R). A total of 3 2D-DIGE were performed,
thus three different images of each pool of isolates were
obtained.

The pH of the protein extracts was checked and adjusted to 8.5
with 50 mM NaOH, if necessary. Each fifty-microgram sample
was labelled with 400 pmol of N-hydroxysuccinimidyl-ester
derivate of cyanine dyes Cy2, Cy3, and Cy5 according to the
manufacturer’s instructions for minimal labelling dyes (GE
Healthcare). Briefly, samples from miltefosine-sensitive and
-resistant isolates were labelled with Cy3 or Cy5. To minimise
the potential confounding effects of differences in fluorescence
intensity, Cy3 and Cy5, labelling was alternated between
sensitive and resistant pool extracts in a ‘balanced’ design. An
internal standard, which comprised a mixture of equal amounts
of both isolates, was labelled with Cy2. Labelling was performed
for 30 min on ice in the dark. The reactions were then quenched
by the addition of 1 pL of lysine (10 mM) for 10 min on ice in the
dark. Labelled samples were combined, in such a way that each
mixture comprised protein samples from miltefosine-sensitive

and -resistant isolates and an aliquot of the internal standard.
Then, the total volume was adjusted to 350 pL with Destreak
rehydration solution (GE Healthcare) supplemented with 0.2%
ampholytes 4-7 (Bio-Rad).

Samples were applied to the immobilised pH gradient (IPG)
strips, 18 cm pH 4-7 (GE Healthcare), by in-gel sample rehydra-
tion, and passive rehydration was performed for 20 h in the
dark. After rehydration, isoelectric focusing was performed on
an IPGphor II (GE Healthcare) at a temperature of 20 °C and a
maximum current of 50 mA/strip. The focusing parameters
were as follows: step 1—300 V constant for 5 h; step 2—gradient
from 300 to 10,000 V over 2 h; step 3—10,000 V until complete
60,000 Vh; and step 4—500 V constant for 5 h. After isoelectric
focusing, each strip was incubated for 15 min in equilibration
buffer (50 mM Tris-HCI, pH 8.8, 6 M urea, 30% glycerol, 2% SDS,
trace of bromophenol blue) containing 10 mg/mL dithiothreitol,
followed by a second incubation in equilibration buffer con-
taining 25 mg/mL iodoacetamide for 15 min. IPG strips were
sealed to 12% acrylamide gels using 0.5% agarose in standard
Tris-Glycine-SDS electrophoresis buffer. The second dimension
SDS-PAGE was carried out on the Ettan DaltSix system at
16 mA/gel for 30 min and then at 40 mA/gel until the dye front
reached the bottom of the gel at 15 °C.

Two-dimensional gels cast between two low-fluorescence
glass plates were scanned with the Typhoon FLA 9000 (GE
Healthcare) at a resolution of 100 um, and photomultiplier
(PTM) values were adjusted to optimise sensitivity and
prevent oversaturation. The excitation/emission wavelengths
for Cy2, Cy3, and Cy5 were 488/520, 532/580, and 633/670,
respectively. Following fluorescence scanning, DIGE gels were
also stained with colloidal Coomassie CBB G-250, following
procedures described elsewhere [16], to allow the visual
detection of differential abundances of spots.

2.7. 2D image analysis

Analysis of 2D-DIGE was done using DeCyder 2D software,
version 7.0 (GEHealthcare) according to the manufacturer’s
recommendations. The t-test with false discovery rate correc-
tion was used for the statistical analysis of the data, and
a < 0.05 was adopted as the level of significance. Protein spots
that showed differential abundance in sensitive and resistant
L. infantum chagasi clinical isolates were selected for mass
spectrometry identification.

2.8. Protein identification

Spots with differential expression were excised, and gel
fragments were washed twice with 50% acetonitrile in
25 mM ammonium bicarbonate, followed by pure acetonitrile.
The gel fragments were dried and then rehydrated with 10 pL
of protease solution (Trypsin Gold, Mass Spectrometry Grade,
Promega, at 20 ng/pL in 50 mM ammonium bicarbonate) for
30 min on ice. Then, 20 uL of 50 mM ammonium bicarbonate
was added, and digestion was performed at 37 °C for 16 h.
Peptide extraction was performed twice for 30 min with 30 pL
of 50% acetonitrile/5% formic acid. Trypsin digests were then
concentrated in a SpeedVac (Eppendorf) to about 10 pL and
desalted using Zip-Tip (C18 resin; P10, Millipore). Peptide
elution from the column was performed in 50% acetonitrile/

200



JOURNAL OF PROTEOMICS 108 (2014) 198-208

Anexos

201

0.1% trifluoroacetic acid [17]. A gel fragment with no protein
and a gel fragment from the molecular weight standard
bovine albumin were used as negative and positive controls,
respectively.

The tryptic peptides were analysed with a MALDI-TOF-TOF
AB Sciex 5800 (AB Sciex, Foster City, CA) mass spectrometer. MS
and MSMS spectra were acquired in reflector mode to ensure
optimal mass accuracy and peak resolution. Usually up to 15 of
the most intense ion signals with signal to noise ratios above 2
were selected as precursors for MS/MS acquisition. During this
data dependent analysis, an exclusion list with common
trypsin autolysis masses and keratine masses was applied.
External calibration in MS mode was performed using a mixture
of five peptides: des-Argl-Bradykinin (m/z = 904.468), angioten-
sin I (m/z = 1296.685), Glul-fibrinopeptide B (m/z = 1570.677),
and ACTH (18-39 clip) (m/z = 2465.199), and ACTH (7-38 clip)
(m/z = 3657.929). Similarly, tandem mass spectra were exter-
nally calibrated using known fragment ion masses observed in
the MS/MS spectrum of Glul-fibrinopeptide B.

Peaklists were created by using the “peaks to mascot” tool
in the Explorer software of the ABSciex 5800 mass spectrom-
eter. Common settings were signal to noise ratios of 2 and
minimum peak areas of 10. Data base searches were per-
formed against an in-house created “Leishmania” (103645
sequences) database. The following search parameters were
used: no restrictions on protein molecular weight, tryptic
cleavage products including two tryptic missed cleavages
allowed, variable modifications of cysteine (carbamidometh-
ylation), methionine (oxidation), asparagine and glutamine
(deamidation), and pyroglutamate formation at N-terminal
glutamine of peptides. Decoy analysis revealed a false
discovery rate of 0.8% considering peptide identity. It is
worth mentioning that a second data base search against all
entries (32611672 sequences) of the NCBI-non-redundant
database (www.ncbi.nlm.nih.gov/index.html) revealed nearly
the same results and did not suffer from losses in sensitivity
of protein identification.

Gene Ontology (GO) biological process annotations for
Leishmania proteins were assigned according to those reported
in the Leishmania GeneDB database and confirmed using the
Panther Classification System (http://www.pantherdb.org/
panther/globalSearch.jsp?).

2.9. Western blotting

Two-dimensional SDS-PAGE 12% (7 cm, pH 4-7) was used to
fractionate 150 ng of promastigote protein extract from
miltefosine-sensitive and -resistant isolates. The proteins
were transferred onto PVDF membranes (Hybond, Amershan,
UK) in a trans-blot semidry transfer unit (GE Healthcare) by
applying a current of 1.6 mA/cm? for 2 h. The membranes were
rinsed with PBS-Tween 0.1% and incubated with blocking buffer
(5% low-fat milk powder in PBS-Tween 0.1%) at 4 °C overnight.
Trans-blotted proteins were probed overnight with a rabbit
polyclonal anti-EF-13 antibody (Cedarlane, Canada) and a
mouse polyclonal anti-a-tubulin (Sigma-Aldrich, USA) antibody
at dilutions of 1:50 and 1:1000, respectively. After washing three
times in PBS-Tween 0.5% for 5 min, the membranes were
incubated with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated sec-
ondary antibodies that were used at a 1:2000 dilution. Specific

binding was revealed with a Western blotting detection ECL
system (Amersham, UK) and exposed to a CCD camera (Kodak
Gel Logig 1500 imaging system, USA). The eEF-1p and tubulin
(used as normalizer) signals were processed by Image] software
(Wayne Rasband, NIH, USA, http:/rsb.info.nih.gov/ij/) from
2-DE blotting. The signal intensities were measured in equal
size delimitated areas and were expressed as arbitrary units.

3. Results

3.1. In vitro susceptibility of L. infantum chagasi clinical
isolates to miltefosine

The susceptibility of clinical isolates to miltefosine was
evaluated in vitro by intracellular amastigote assay. The
isolate from the cured patient had an ECs, of 3.9 uM and was
considered miltefosine-sensitive (S), whereas the isolate from
the relapsed patient had an ECso > 15 uM, the highest con-
centration tested, and was considered drug resistant (R).

3.2. Comparative proteomics between L. infantum chagasi
isolates differing in vitro susceptibility to miltefosine

To comparatively analyse the 2D-DIGE, a total of 3 large
format 2DE gels were obtained. Two-paired samples (S and R)
were labelled alternatively with Cy3 or Cy5 and were run in 3
gels along with a pooled standard, which was labelled with
Cy2. The images were analysed by Decyder 2D software, v7.0.
The image analysis showed that the average number of spots
detected by CyDyes stains was 810 + 11.8. Protein spots
presented migration positions from 14 to 100 kDa but were
predominantly clustered between 14 and 70 kDa (Fig. 1).

A differential analysis between drug-sensitive and -resistant
isolates was performed on 823 matched spots. A protein spot was
considered to have differential abundance if the spot was
detected in all of the experimental replicates with statistical
significance (« < 0.05). In the image analysis, 46 protein spots
showed significant differences when comparing the miltefosine-
sensitive and -resistant isolates. Out of the 46 spots, 26 (56.5%)
showed greater and 20 (43.5%) showed lower expression of the
resistant isolate compared to the sensitive isolate (Fig. 1). These
differential spots were cut from the gels, digested, and used for
MALDI-TOF/TOF analysis.

3.3. Identification of spots with differential abundances by
MS/MS

With MALDI-TOF/TOF analysis, 41 (89.1%) out of the 46 dif-
ferentially regulated protein spots were successfully identi-
fied with high confidence after searching databases. From
these spots were identified 50 proteins correspondent to 34
non-redundant proteins. The molecular mass and isoelectric
point values estimated by gel electrophoresis (experimental)
showed a good correlation with predicted values of the
identified proteins (r = 0.97, p <0.0001 for the molecular
weight; and r=0.69, p <0.0001 for the isoelectric point).
However, some variations were observed suggesting that
fragments or post-translational protein modifications were
visualised (Supplementary material S1).
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Sensitive Isolate

Cy5 — Resistant Isolate Cy2 — Internal Standard

Overlay of Cy3 and Cy5

Fig. 1- The 2D-DIGE comparative proteomics analysis between miltefosine-sensitive and -resistant L. infantum chagasi clinical
isolates. (A) Representative 2D gels comprising L. infantum chagasi miltefosine-sensitive, miltefosine-resistant, and internal
standard (mix of sensitive and resistant samples). (B) Overlay of Cy3 and Cy5 derived from a single gel, highlighting
differentially expressed protein spots: solid line for over-regulation and a dashed line for down-regulation in the resistant
isolate. The molecular weight markers (MW) are indicated. The highlighted spots were excised and identified by MALDI-TOF/
TOF. Information about the proteins corresponding to the spot numbers is listed in Tables 1 and 2 and in Supplementary

material S2.

Nine spots were excluded upon further analysis, because
they corresponded to multiple proteins (Supplementary
material S2). Thirty-two protein spots remained with unique
protein identification correspondent to 22 non-redundant
proteins.

Five proteins (chaperonin Hsp60, peroxiredoxin, NADP-
dependent alcohol dehydrogenase, 2,4-dihydroxyhept-

2-ene-1,7-dioic acid aldolase and one hypothetical protein)
were identified in different localisations on 2D-Gel
spots, indicating potentially diverse protein forms, thus
suggesting the occurrence of post-translational modification
of mutation and of the presence of different protein species,
as shown in Tables 1 and 2, and in Supplementary material
S2.
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The identified proteins were classified according to the
Gene Ontology/Panther Annotation of Biological Processes
and categorised into 12 diverse functional groups (Fig. 2).
Up-regulated proteins identified in the miltefosine-resistant
isolate were found to be mainly involved in antioxidant/
detoxification, protein folding/chaperones, and stress
processes. Conversely, proteins involved in amino acid
metabolism and cytoskeleton were down-regulated in the
miltefosine-resistant isolate. Proteins with unknown biologi-
cal functions/hypothetical proteins represented 14.3% and

27% of the proteins in the miltefosine-resistant and -sensitive
isolates, respectively.

3.4. Western blot

The validation of our proteomic data was performed using
immunoblotting. According to protein fold changes and the
availability of validation reagents, the translation elongation
factor 1-beta protein (EF-1p) was selected for verification of
protein-expression changes between miltefosine-resistant and

Table 1 - Up-regulated proteins in the miltefosine-resistant phenotype identified in the proteomic study.

ID? Protein identity Ratio T-test Accession pl¢ M, ¢ Reported
(S/R)® (p) number®  (exp/pred) (exp/pred) association to
drug sensitive
phenotype
Reg Ref

Protein folding/chaperones and stress proteins®

11 Chaperonin Hsp60, mitochondrial precursor 1.28 0.014 gi 134074164 5.71/5.33 60/59.32 I [23,29]

25 Chaperonin Hsp60, mitochondrial precursor 135 0.026 gi 134074164 5.64/5.33 60/59.32

26 Chaperonin Hsp60, mitochondrial precursor 134 0.026 gi 134074164 5.75/5.33 61/59.32

14  Stress-induced protein stil 123 0016 g 134067520  6.33/5.90 62/62.20 [/ [24)/[29]

Antioxidant/detoxification®

4 Mitochondrial peroxiredoxin 136 0007 gi16751316 5.47/6.43 25/2535 [/ [21,29,49]/[21]

9 Mitochondrial peroxiredoxin 138 0.008 gi 16751316 5.27/6.43 24/25.35

10 Cytosolic peroxiredoxin 142 0.011 gi 16751318 6.57/7.72 21/22.12

Protein biosynthesis®

5 Translation elongation factor 1-beta 111  0.007  gi 134074101 4.74/4.61 36/23.22 I [20]

Protei . . .t

rotein targeting and signal transduction

40 Activated protein kinase c receptor (LACK) 115 0.043  gi 321398491 6.26/6.05 40/34.35 I [50]

DNA replication and repair®

43 Proliferative cell nuclear antigen (PCNA) 125 0.044  gi 134068565 4.93/4.82 43/32.39 0 [29,47)/[51]

Respiratory electron transport chain’

18 ATPase beta subunit 115 0.019  gi 134070254 5.17/5.14 55/56.26 1] [24,29)/[29]

Metabolic enzymes’

Carbohydrate metabolism

23 NADP-dependent alcohol dehydrogenase 1,43 0.026  gi 134069817 6.37/5.96 44/38.43 = =

46 NADP-dependent alcohol dehydrogenase 135 0.048 gi 134069817 6.51/5.96 44/38.43 - -

Amino acid metabolism

1 2,4-Dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid aldolase 1.85 0.007 gi 134070342 5.76/5.80 33/30.38 I [21,29]

2 2,4-Dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid aldolase 178  0.007  gi 134070342 5.81/5.80 33/30.38

13 2,4-Dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid aldolase 192 0015 gi 134070342 5.61/5.80 33/30.38

16 Pyrroline-5-carboxylate reductase 125 0016 gi321399182 6.38/6.22 30/28.65 - -

Monosaccharide and phospholipid metabolic process/translation

41 GDP-mannose pyrophosphorylase 124 0.043 gi 134069789 6.04/5.70 45/41.81 - -

Unknown biological process/hypothetical proteins’

27 Ribonucleoprotein p18, mitochondrial precursor 121  0.027 gi 134068463 5.89/6.74 17/21.30 I [52]

21 Conserved hypothetical protein 111  0.026  gi 134073755 5.33/5.82 30/29.11 - -

36 Conserved hypothetical protein 128 0.036 gi 134071523 5.95/6.11 45/35.58 - -

Reg — regulation, Ref — reference.

# Spot ID — The numbers correspond to the specific spots as indicated in Fig. 1.

b Average ratio DIGE (miltefosine-resistant (R) and miltefosine-resistant (S) phenotypes).
Accession number corresponds to Leishmania infantum genome database according to NCBI.

pl — Isoelectric point.

Mr — Molecular weight kDa (exp — experimental and pred — predicted).

Functional categories according to Gene Ontology and Panther biological process annotations.

c
d
e

f
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Table 2 - Up-regulated proteins, in the miltefosine-sensitive phenotype, identified in the proteomic study.

ID® Protein identity Ratio T-test Accession pl¢ M, € Reported
(S/R)® (p) number® (exp/pred) (exp/pred) association to drug
sensitive
phenotype

Reg Ref

Proteolysis’

19  Metallo-peptidase, Clan MA(E), Family M3 1.24 0.019 gi 134070535  6.27/5.84 68/77.18 0 [20,29,47]

Metabolic enzymes®

Amino acid metabolism

35 Spermidine synthase (SPDSYN) 141 0.036  gi 134066976 5.34/5.18 37/32.91 = =

37  S-adenosylmethionine synthetase 1.20 0.036  gi 321398550  5.95/5.50 52/43.10 I [23,24,29,33]

44 Nitrilase 1.27 0.047 gi 134070599  6.25/5.99 34/31.11 I [29]

45  2,4-Dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid aldolase 219 0.048 gi 134070342  6.01/5.80 34/30.38 0 [21]

Translation

34  RNA helicase 1.23 0.035 gi 134069547  6.34/8.82 50/58.76 0D [29,51)/[20]

Cytoskeleton proteins®

7  Actin 1.43 0.007 gi 134067044  5.77/5.41 52/42.02 00 [23)/[23,29,52]

12 Actin 1.36 0.014 gi 134067044 5.60/5.41 48/42.02

Unknown biological process/hypothetical proteins®

17  Conserved hypothetical protein 1.51 0.019 gi 134066959  4.81/4.72 45/39.14 = =

24  Conserved hypothetical protein 1.51 0.026  gi 134066959  4.88/4.72 45/39.14 = =

28  Conserved hypothetical protein 1.47 0.027 gi 134066959  4.75/4.72 45/39.14 = =

Reg — regulation, Ref — reference.

# Spot ID — The numbers correspond to the specific spots as indicated in Fig. 1.

b Average ratio DIGE (miltefosine-resistant (R) and miltefosine-resistant (S) phenotypes).

€ Accession number corresponds to Leishmania infantum genome database according to NCBI.

4 pI — Isoelectric point.

¢ Mr — Molecular weight kDa (exp — experimental and pred — predicted).

Functional categories according to Gene Ontology and Panther biological process annotations.

-sensitive isolates. Tubulin was used as a normaliser and this
verification was carried out by 2D western blotting followed by
densitometry analysis. Both proteins were well-detected and
EF-1p up-regulation in miltefosine-resistant phenotype was

Up-regulated in S

Up-regulated in R

Number of protein spots in each category

confirmed (Fig. 3). Densitometry analysis confirmed the visual
evaluation of the immunoblotting signals, and the ratio of the
signals between the strains (R/S) was 1.05 and 1.57 arbitrary units
for a-Tubulin and EF-1p, respectively. These data indicate that

Unkown bielogical process / Hypothetical protein
Cytoskeleton protein

Monosacharide and phospholipid metabolic process / Translation
Amino acid metabolism

Carbohydrate metabolism

Respiratory electron transport chain

DNA replication and repair

Protein targeting and signal transduction
Protcolysis

Protein biosynthesis

Antioxidant / Detoxification

Protein folding / Chaperones and stress protein

Fig. 2 - Functional assignment of identified proteins. Classes of biological process of up-regulated protein spot with unique
protein identification in the miltefosine-resistant and -sensitive isolates. Protein functional classification was based on Gene
Ontology and Panther annotations. Miltefosine-sensitive (S) and miltefosine-resistant (R) L. infantum chagasi clinical isolates.
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EF-1p is up-regulated in the miltefosine-resistant isolate, cor-
roborating the results from our proteomic analysis.

4. Discussion

Miltefosine has proven to be highly effective against visceral
leishmaniasis in India [18,19]. However, around 50% of VL
patients treated with miltefosine relapse in Brazil. In addition,
most isolates from relapsed patients were resistant in vitro to
miltefosine, suggesting that treatment failure can be associ-
ated with natural resistance of the infecting parasite (Dietze
R., unpublished data). In this scenario, proteomics screens
have been useful in pinpointing novel drug resistance

A Lo EF-1p
-1.1
-1.15
S R

59 kDa —“

39 kDa r

a-tubulin

-&

45 9
40 4
354
30 1
25
20 1
15 4
10 4
5

Intensity (Arbitrary Units 10%)

«-Tubulin EF-18

Fig. 3 - The validation of proteomic data. (A) Graphical
representation of EF-1( protein spots up-regulated in
miltefosine-resistant isolate (p < 0.01). Protein spot
quantification was performed by the Differential In-gel
Analysis module of the DeCyder 7.0 software. Each circle
(blue or red) represents the abundance of the referred spot in
an individual gel, expressed as a volume ratio to its
corresponding internal standard. (B) The 2D western blot
image of the independent verification of EF-18 and a-tubulin
(normaliser) proteins in miltefosine-sensitive (S) and
-resistant (R) isolates. (C) Densitometry analysis of EF-18 and
a-tubulin (normaliser) proteins in miltefosine-sensitive (S)
and -resistant (R) isolates.

mechanisms in Leishmania parasites [12,20-24]. Thus, a
comparative proteomic approach was carried out and re-
vealed significant changes in protein expression between
isolates with different miltefosine susceptibilities.

In our study, soluble proteomes of miltefosine-sensitive
and -resistant L. infantum chagasi were separated with a
high-resolution 2D-DIGE, with a mean number of 810 spots.
This number covered 10.1% of the ~8000 open reading frames
predicted for the Leishmania genome sequence, although
post-translational modification and processing will signifi-
cantly reduce this estimate. The total number of spots is
slightly lower than that found in other studies of DIGE
analysis on Leishmania infantum [25,26] and much lower than
that found by Daneshvar et al. [21]. Indeed, the total number
of spots visualized in the DIGE can be influenced by several
factors such as sample type (species/strains of parasite),
sample preparation, size and the pH range of IPG strip, size
of the gel, and also the detection parameters used. A total of
32 protein spots with unique protein identification (22
non-redundant) were differentially expressed between
miltefosine-sensitive and -resistant L. infantum chagasi iso-
lates, which were clearly grouped by ontology into 12
functional categories. Most are involved in redox regulation
and stress response functions. Some of these proteins have
already been associated with resistance to different drugs in
Leishmania spp. (see references in Tables 1 and 2).

The functional categories with the highest number of
differentially expressed spots in resistant isolate were chaper-
ones and stress proteins. Chaperones, also termed heat shock
proteins (Hsps), comprise several highly conserved families of
protein folding facilitators that play important roles in many
aspects of cell function, including responses to chemical and
physiological stresses. These proteins have been associated
with cell protection, preventing programmed cell death activa-
tion by modulating multiple events within apoptotic pathways
(for a review, see [27,28]). In our analysis, three protein spots
corresponding to the same chaperone Hsp60, were
up-regulated in the miltefosine resistant isolate. These spots
could represent different variants of Hsp60 with different
post-translational modifications, because a small difference
between the calculated and experimental plI of the identified
spots was found. Over-regulation of this protein was observed in
L. infantum chagasi and Leishmania braziliensis antimonial-resistant
lines [29] and in L. major methotrexate-resistant lines [23]. In this
study, one protein spot corresponded to stress-induced protein
stil exhibited higher abundance in the resistant isolate. This
protein forms a complex with heat shock proteins Hsp70 and
Hsp90 (known as Hsp83 in Leishmania spp.) [30], acts as
co-chaperone, and is produced in response to stress [31,32].
Considering this protein—protein interaction, the up-regulation of
this stress protein could be associated with the resistant
phenotype since the over-expression of Hsp83 has been linked
to miltefosine and antimonial resistance in L. donovani [12].
Furthermore, Hsp83 interferes with the mitochondrial mem-
brane potential, decreasing the drug-mediated programmed cell
death in L. donovani [12], which has been described as an action
mechanism of miltefosine [13,33,34].

In addition, pronounced changes in the peroxirredoxin
protein, which belong to the antioxidant/detoxification catego-
ry, were observed in this proteomic study. This protein was

205



206

Anexos

JOURNAL OF PROTEOMICS 108 (2014) 198-208

identified in three different protein spots, represented by two
mitochondrial and one cytosolic peroxirredoxin, and all spots
showed up-regulation in the miltefosine-resistant isolate.
Peroxirredoxin is found in different organisms and has been
implicated in a wide variety of cell functions, such as redox
homeostasis, apoptosis, signal transduction, and pathogen
infection [35-38]. Peroxirredoxin is best known for its ability as
an antioxidant enzyme that can use different reactive oxygen
species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS) as substrates.
In the Trypanosomatidae family, peroxirredoxins are the major
antioxidant enzymes [39]. Overexpression of this antioxidant
protein has been associated previously with antimonial
resistance in L. infantum chagasi and L. braziliensis [29] and
with gentamicin resistance in L. infantum [21]. Harder et al.
[40] showed that L. donovani parasites overexpressing
peroxirredoxin are protected from hydrogen peroxide-induced
programmed cell death. In accordance with these findings, a
recent study indicated that miltefosine-unresponsive L.
donovani has better redox machinery, which removes ROS
more efficiently, improving its ability to maintain redox
homeostasis [41].

In the current work, we highlighted other two proteins
overexpressed in the resistant isolate, NADP-dependent alcohol
dehydrogenase (NADP-ADH) and elongation factor-1p (EF-1p),
and although they are sorted into carbohydrate metabolism
and protein biosynthesis, respectively, they also play an
important role in redox homeostasis. NADP-ADH, known as
NADP-aldehyde-reductase, comprises a class of oxidoreduc-
tases that catalyses the reversible oxidation of ethanol to
acetaldehyde with the concomitant reduction of NADPH [42].
It has been shown that in yeast, during oxidative stress
conditions (the glutathione levels are depleted and the

Peroxirredoxin
EF-1p

Oxidative
stress

Methylglyoxal o

NADP-ADH Hsp60

" Cell

glyoxalase pathway enzymes are inactive), aldose reductase
activity is account for 40% of detoxification of the methylglyoxal
in the cell [43]. EF-1p complex is a functionally distinct part of
elongation factor 1. This complex is involved in ribosomal
protein synthesis and simultaneously displays distinct activi-
ties, including those of trypanothione S-transferase and perox-
idase [44,45]. The trypanothione-dependent system is common
to all Leishmania species and plays an important role in parasite
survival by neutralising the harmful effects of ROS (for a review,
see [46]).

Although previous studies have reported the overexpres-
sion of enzymes that are involved in the trypanothione
biosynthesis system in antimonial- and methotrexate-
resistant Leishmania lines [23,24], our results showed a
down-regulation of two enzymes (Spermidine synthase and
S-adenosylmethionine synthetase) that are involved in this
pathway in the miltefosine-resistant isolate.

The other differentially expressed proteins with highly
specific functions identified in this work that could be
associated with the miltefosine resistant phenotype were
proliferative cell nuclear antigen (PCNA) and mitochondrial
ATPase p-subunit. PCNA participates in the process of
replication and DNA repair. In agreement with our findings,
PCNA was found to be up-regulated in antimonial-resistant L.
donovani clinical isolates [47] and in an antimonial-induced
resistant L. braziliensis line [29]. The mitochondrial ATPase
B-subunit is the catalytic element of a multi-subunit hydro-
gen ion (H') transporter that in yeast has a potential
functional/regulatory relationship with an ABC efflux pump
that is involved in multi-drug resistance [48]. Considering that
miltefosine-resistance in Leishmania has been associated with
an overexpression of ABC transporters related to a decrease in

_/,\

4

,- Death ™,
P |

—l-

257

Fig. 4 - Proposed model for mechanism of miltefosine resistance in L. chagasi. The miltefosine (blue circles) induces the
increased level of reactive oxygen species (ROS) which in turn leads to oxidative stress and then cell death [53]. The over
expression of both Peroxirredoxin and elongation factor-1p (EF-18) proteins decrease the ROS level, providing protection
against oxidative stress. In addition, the over expression of NADP-dependent alcohol dehydrogenase (NADP-ADH), chaperone
Hsp60, and stress-induced protein stil (sti1) could also help to maintain redox homeostasis and then protect oxidative stress.
Miltefosine is also able to induce cell death process by DNA fragmentation [13]. In this way, over expression of proliferative cell
nuclear antigen (PCNA) could be involved in miltefosine resistance by repairing and replicating DNA. The over expression of
ATPase (B-subunit (considered a catalytic element of ABC efflux pump) also protects miltefosine-induced cell death by
decreasing intracellular drug accumulation. N — nucleus and K — kinetoplast.
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intracellular drug accumulation [10], the overexpression of
this protein subunit in resistant isolate could be correlated
with resistant phenotype.

In conclusion, we present, for the first time, a proteomic
2D-DIGE/MS analysis to elucidate the changes in expression
between miltefosine-sensitive and -resistant L. infantum
chagasi isolates from VL patients with different miltefosine
treatment outcomes. Our study revealed overexpressed pro-
teins in miltefosine-resistant isolate that plays a role in redox
homeostasis, stress response, protection to apoptosis, and
drug translocation, consistent with the resistance phenotype.
These differentially expressed proteins are likely involved in
miltefosine natural resistance and suggest that the
miltefosine resistance mechanism in Leishmania is multifac-
torial. Based on the results of the present study we propose a
mechanism of miltefosine resistance in L. infantum chagasi
which is depicted in Fig. 4. We believe that these findings can
contribute to better the understanding of the miltefosine-
resistance phenotype. In addition, some of these highlighted
proteins, after a better characterization, could be used as
biomarkers of miltefosine-resistance in Leishmania, helping to
establish more appropriate drug treatment.

Supplementary data to this article can be found online at
http://dx.doi.org/10.1016/j.jprot.2014.05.010.
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