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RESUMO 

 

Leishmaniose visceral (LV) é uma doença sistêmica, fatal se não tratada, causada por 

parasitas protozoários do gênero Leishmania complexo donovani, o qual abriga a espécie L. 

(L.) chagasi. O tratamento da LV conta com poucas opções terapêuticas, incluindo os 

antimoniais pentavalentes, anfotericina B e a miltefosina. A miltefosina é a primeira droga de 

administração oral registrada para o tratamento da leishmaniose e tem sido utilizada com 

sucesso para o tratamento de LV na Índia. Contudo, diferenças na sensibilidade à 

miltefosina tem sido relatada em espécies de Leishmania clinicamente relevantes. Os 

mecanismos de resistência à miltefosina estão sendo elucidados em linhagens 

experimentais de Leishmania spp. resistentes a esta droga. Entretanto, os mecanismos de 

resistência natural à miltefosina em isolados clínicos de Leishmania são pouco conhecidos e 

explorados. Nesse contexto, o presente estudo utilizou as abordagens proteômica e 

genômica com o objetivo de identificar diferenças a nível 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 

resistência natural a essa droga. A análise 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 análise por espectrometria de massas (MALDI/ToF-ToF) permitiu a 

identificação de 32 spots com identificação de uma única proteína, os quais correspondem a 

22 proteínas não redundantes. A maioria das proteínas com expressão aumentada no 

proteoma do isolado resistente à miltefosina estão associadas com a homeostase do 

sistema redox, resposta ao stress, proteção à apoptose e translocação de drogas. A análise 

genômica, realizada com isolados de L. (L.) chagasi obtidos de pacientes que apresentaram 

cura clínica (n=14, grupo cura) ou falha ao tratamento (n=12, grupo recidiva) com 

miltefosina, identificou um elevado número de SNPs e InDels entre os isolados analisados. 

Entretanto, assim como a análise do número de cópias de cromossomos, esses não foram 

capazes de discriminar completamente os isolados obtidos de pacientes que apresentaram 

diferentes desfechos clínicos ao tratamento com miltefosina. A análise de variação estrutural 

do número de cópias de genes (dose), entre os grupos cura e recidiva, identificou diferenças 

significativas (p < 0,01) em 93 grupos ortólogos (OG5). Dentre esses, foi avaliado o 

envolvimento da deleção dos genes in tandem LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e 

LinJ.31.2400 no fenótipo de resistência de L. (L.) chagasi à miltefosina. Foi demonstrado 



 

 

 

 

que o processo de deleção do locus contendo esses genes in tandem ocorre por 

recombinação homóloga e, aparentemente não é induzido por pressão da droga miltefosina. 

A reexpressão individual desses genes em um isolado do grupo recidiva que não os 

continham, revelou que nenhum desses genes interfere no fenótipo de susceptibilidade in 

vitro da forma promastigota à miltefosina. Além disso, a análise de clones separados de 

isolados de L. (L.) chagasi (heterogêneo em relação à presença desses genes), mostrou 

que as formas promastigotas de clones que possuem esses genes são menos susceptíveis 

à miltefosina do que clones que não os possuem. Esses dados, assim como os da análise 

proteômica, sugerem que o mecanismo de resistência natural à miltefosina nos parasitas 

Leishmania spp. é complexo e multifatorial. 

 

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

Resistência – 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 Sb(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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INTRODUÇÃO 

 

1. LEISHMANIOSE VISCERAL 

Leishmaniose visceral (LV), também conhecida como “Kala-azar” (pele negra) ou “Kala-jwar” 

(febre negra), é uma doença sistêmica causada por parasitas pertencentes ao gênero 

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 Asiático (Índia, Bangladesh e Nepal) e no leste africano; (ii) Leishmania 

(L.) infantum (Nicolle e Comte, 1908), encontrada na região do Mediterrâneo, Oriente Médio 

e parte do continente Asiático; (iii) e Leishmania (L.) chagasi (Cunha e Chagas, 1937), 

agente etiológico de uma zoonose nas Américas (Bern et al., 2008), recentemente 

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

A leishmaniose visceral é endêmica em 65 países (Figura 1), com uma estimativa de 

500.000 novos casos por ano. Brasil, Bangladesh, Índia, Nepal, Sudão e Etiópia apresentam 

os maiores índices epidemiológicos, 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).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Distribuição 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 imóvel, que se 

desenvolve no interior de células do sistema fagocitário mononuclear dos hospedeiros 

mamíferos (Figura 2). As formas infectantes (promastigotas metacíclicas) inoculadas na pele 

do hospedeiro, durante o repasto sanguíneo de fêmeas do flebotomíneo infectadas, são 

internalizadas por células dendríticas e macrófagos residentes. Dentro do vacúolo 

parasitóforo dessas células, as formas promastigotas se transformam em amastigotas, que 

sobrevivem e multiplicam-se no fagolisossomo por meio de uma complexa relação parasito-

hospedeiro. Após intensa multiplicação das amastigotas, ocorre o rompimento das células 

infectadas e subsequente liberação dessas formas que vão infectar outras células 

fagocíticas. As células fagocíticas da pele, provavelmente células de Langerhans, são 

responsáveis pela disseminação dos parasitas por meio dos vasos sanguíneos e linfáticos 

para os linfonodos, baço, fígado e medula óssea. A infecção do vetor ocorre por ingestão de 

macrófagos contendo formas amastigotas do parasita durante o repasto sanguíneo. No trato 

digestivo anterior do inseto ocorre o rompimento dos macrófagos e liberação dessas formas, 

que se diferenciam em promastigotas em aproximadamente 13 a 15 horas. As formas 

promastigotas multiplicam-se por divisão binária e transformam-se em paramastigotas as 

quais colonizam o esôfago e a faringe do vetor, onde permanecem aderidas ao epitélio pelo 

flagelo até se diferenciarem em formas infectantes - promastigotas metacíclicas (Rittig e 

Bogdan, 2000; Besteiro et al., 2007; Chappuis et al., 2007).  

Após o período de incubação, que ocorre geralmente entre 2 a 6 meses, os pacientes que 

não evoluíram para a cura clínica, apresentam sinais e sintomas de infecção sistêmica 

persistente (incluindo febre, calafrios, fadiga, fraqueza, perda de apetite e de peso) e 

invasão parasitária do sangue e do sistema fagocitário mononuclear (linfonodos, baço e 

fígado). A fadiga e fraqueza podem ser agravados pela anemia, a qual é causada por um 

estado inflamatório persistente, aumento da destruição periférica dos eritrócitos devido à 

esplenomegalia e, ocasionalmente, por sangramento. Com o avanço da doença, distensão 

abdominal e dor podem ser observadas em decorrência da intensificação da esplenomegalia 

e concomitante hepatomegalia. A LV, se não tratada evolui para óbito na quase totalidade 

dos casos (>95%) (Chappuis et al., 2007). 

A observação de que as infecções primárias, quando curadas, na maioria dos casos levam à 

proteção contra infecções futuras, sugere a possibilidade do desenvolvimento de uma 

vacina contra leishmaniose (Chappuis et al., 2007). Entretanto, até o momento não 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 metacíclicas inoculadas 

na derme do hospedeiro, por fêmeas de flebotomíneos, são internalizadas por células fagocíticas residentes, e 

dentro do fagolisossomo se transformam em amastigotas. As formas amastigotas multiplicam-se, rompem a 

célula hospedeira e infectam outras células fagocíticas. As formas amastigotas disseminam-se por meio dos 

sistemas linfático e vascular e, ocasionalmente infiltram a medula óssea, fígado e baço. Adaptado de Handman 

(2001). 
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2. TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE VISCERAL 

Com o desenvolvimento de novas drogas e o aperfeiçoamento de suas formulações já em 

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

décadas. Contudo, as drogas atualmente disponíveis apresentam limitações quanto ao 

número de opções terapêuticas, eficácia, via de administração (parenteral, exceto para 

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

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

pentavalentes, anfotericina B e miltefosina, cujas estruturas químicas estão ilustradas na 

Figura 3. 

 

 

 

Figura 3 – Estrutura química das drogas atualmente utilizadas no tratamento da leishmaniose visceral. 

Adaptado de Wikipedia (2010) e Croft e Coombs (2003). 

 

 



Introdução 

28 

2.1. ANTIMONIAIS PENTAVALENTES 

Os antimoniais pentavalentes (Sb(V)) (estibogluconato de sódio – 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 

ação dos antimoniais ainda não foi completamente elucidado.  

Os Sb(V) são caracterizados como pró-drogas, pois para desencadear sua atividade anti-

Leishmania eles devem ser convertidos a antimonial trivalente (Sb(III)) (Carter et al., 2006; 

Singh, 2006; Kothari et al., 2007). Evidências de estudos in vitro indicam que essas drogas 

atuam por: (i) indução de apoptose em Leishmania spp. (Lee et al., 2002; Singh, 2006); (ii) e 

inibição da tripanotiona redutase, resultando no acúmulo de espécies reativas de oxigênio 

devido à perda intracelular de tióis (Singh, 2006; Wyllie et al., 2008).  

Os antimoniais têm se tornado obsoletos em certas áreas da Índia e arredores, onde a 

resistência à droga aumentou drasticamente nos últimos anos, como demonstrado pela 

redução significativa de sua eficácia (a dose e/ou duração do tratamento aumentou 10 vezes 

em relação ao tratamento usual) e pelo aumento na porcentagem de falha terapêutica 

(>60%) (Sundar, 2001). Apesar do uso dos Sb(V) ter sido abandonado na Índia, essas 

drogas ainda permanecem como tratamento de primeira escolha na maioria das outras 

áreas endêmicas para LV, onde a taxa de cura excede a 90% e poucos casos de recidiva 

são 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 à 

ação teratogênica e cardiotóxica, as quais limitam seu uso em grávidas e pacientes 

cardíacos (Thakur e Narayan, 2004; Pagliano et al., 2005), e aos efeitos adversos 

ocasionais (náusea, vômito, artralgia, disritmia cardíaca, hepatites, aumento dos níveis das 

transaminases hepáticas, pancreatites e pneumonites) (Minodier et al., 1998; Maltezou et 

al., 2000; Sundar et al., 2000; Raguenaud et al., 2007; Moore e Lockwood, 2010). 
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2.2. ANFOTERICINA B 

A anfotericina B (AmB) é um antibiótico poliênico que vem sendo utilizado desde a década 

de 60 como tratamento de segunda escolha para as leishmanioses e, em áreas com alto 

índice de resistência aos antimoniais já é usada como droga de primeira escolha. Esse 

composto apresenta atividade seletiva contra Leishmania spp. devido à sua maior afinidade 

pelo ergosterol (esteróide predominante nas células de Leishmania spp.) que pelo colesterol 

(esteróide predominante nas células de mamíferos) (Goad et al., 1984; Croft et al., 2006). A 

anfotericina B apresenta alta efetividade como droga anti-Leishmania, mesmo no tratamento 

dos casos de resistência aos antimoniais (Thakur et al., 1999). Contudo, a sua formulação 

convencional (desoxicolato) apresenta desvantagens, como administração parenteral lenta e 

elevada toxicidade associada com graves efeitos adversos (febre e calafrios durante a 

infusão, nefrotoxicidade, hipocalemia e queda do nível de hemoglobina), que limitam sua 

utilização (Sundar et al., 2004; Sundar et al., 2007). 

O desenvolvimento de formulações lipídicas da AmB (Ambisome, lipossomal; Abelcet, 

complexo lipídico; e Amphocil, dispersão de colesterol) tem sobrepujado as desvantagens 

da formulação convencional, tornando as reações adversas negligenciáveis com melhoria 

da qualidade terapêutica dessa droga. Estas formulações apresentam seletividade pelo 

sistema fagocitário 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 formulação lipossomal tem mostrado taxa de cura superior a 95% em 

pacientes da Índia com LV (Sundar et al., 2004) e seu esquema terapêutico vem sendo 

otimizado quanto ao tempo de tratamento (3 a 5 dias) com o objetivo de reduzir custos com 

cuidados hospitalares, necessários durante o período de tratamento (Thakur et al., 1996; 

Sundar et al., 2002b; Gradoni et al., 2008). Entretanto, o elevado custo dessa formulação, 

mesmo utilizando os esquemas terapêuticos mais curtos, limita sua utilização. 

Embora alguns casos de recidivas tenham sido observados após o tratamento com AmB, 

especialmente em pacientes HIV positivos, a ocorrência de resistência em isolados clínicos 

ainda não é considerada um problema (Durand et al., 1998; Di Giorgio et al., 1999; Lachaud 

et al., 2009). Contudo, com a disseminação do uso dessa droga, especialmente das 

formulações lipídicas, que apresentam elevada meia-vida plasmática, a possibilidade de 

ocorrência de resistência não pode ser ignorada. 
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2.3. MILTEFOSINA 

O avanço mais significativo na terapia da leishmaniose visceral nos últimos anos foi a 

descoberta de uma droga oral efetiva, a miltefosina (hexadecilfosfocolina), um análogo de 

fosfolipídio. A miltefosina é a primeira droga de administração oral registrada para o 

tratamento da leishmaniose visceral e mais recentemente para tratamento da leishmaniose 

cutânea (Croft e Engel, 2006; Chrusciak-Talhari et al., 2011; Monge-Maillo e Lopez-Velez, 

2015).  

O desenvolvimento de derivados de fosfolipídios como droga baseou-se essencialmente em 

relatos prévios de sua atividade antineoplásica. A miltefosina foi sintetizada de forma 

independente pelos pesquisadores Bill Pendergast e Joseph Chan em 1982 na Fundação 

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 

metástases cutâneas de câncer de mama, sendo a primeira droga antineoplásica de 

aplicação tópica (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 

substâncias avaliadas, sete (incluindo a miltefosina) apresentaram atividade contra formas 

amastigotas e promastigotas de L. (L.) donovani (Croft et al., 1987). A miltefosina apesar de 

não ter apresentado atividade muito elevada (5,0 µg/mL), no modelo in vitro de macrófagos 

de camundongos, apresentou a vantagem de ser bem tolerada pelas células hospedeiras e, 

portanto, foi uma das drogas selecionadas para a avaliação in vivo em camundongos 

BALB/c. Nesse estudo, foi determinada a DE50 (quantidade de droga que gera a resposta 

terapêutica em 50% da população analisada) de 12,8 mg/kg/dia para a miltefosina 

administrada por via subcutânea 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 II em 

pacientes com câncer) realizaram testes para verificar a eficácia 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, 

alcançando níveis superiores a 95% de supressão da carga parasitária de L. (L.) donovani e 

L. (L.) infantum no fígado, baço e medula óssea após administração 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 sódio (tratamento padrão) (Kuhlencord 
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et al., 1992). Esses resultados foram a base para a decisão do início do programa de 

desenvolvimento da miltefosina, para o tratamento da leishmaniose visceral, pela ASTA 

Medica (atual Zentaris) (Croft e Engel, 2006).  

O primeiro ensaio clínico de fase I/II da miltefosina, o qual envolveu 30 pacientes com LV, foi 

iniciado por H. Murray, S. Sundar e ASTA Medica na Índia em 1997. Esse estudo 

estabeleceu que doses diárias de 100-150 mg da droga durante 28 dias foram bem 

toleradas e conduziram à elevada taxa de cura (Sundar et al., 1998). Em seguida, outros 

estudos de fase II foram realizados, confirmando os resultados do estudo piloto descrito 

acima e acrescentando informações favoráveis à eficácia da miltefosina nos casos 

refratários aos antimoniais pentavalentes (Jha et al., 1999; Sundar et al., 1999). Esses 

resultados levaram a um estudo multicêntrico de fase III, envolvendo a Organização Mundial 

da Saúde (WHO/TDR – World Health Organization/Tropical Diseases Research), o governo 

indiano, e a indústria farmacêutica. Os dados obtidos nesse estudo de fase III mostraram um 

índice de cura de 94%, o que estabeleceu de forma inquestionável a eficácia anti-

Leishmania da miltefosina (Engel, 2002; Ganguly, 2002; Sundar et al., 2002a). Em março de 

2002 a miltefosina (ImpavidoTM) foi aprovada como a primeira droga de administração oral 

para o tratamento da leishmaniose visceral na Índia (Sundar e Chatterjee, 2006) e, 

atualmente é também licenciada na Alemanha e Colômbia para o tratamento da 

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

Resultados satisfatórios da eficácia da miltefosina também têm sido relatados em pacientes 

portadores de LV coinfectados pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) (Thakur et al., 

2000). Contudo, um estudo mais recente observou elevada taxa de recidiva entre esses 

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

Os eventos adversos observados nos estudos clínicos da miltefosina para o tratamento da 

leishmaniose visceral em geral são brandos e toleráveis, sendo representados 

principalmente por desconforto gastrointestinal transitório como vômito e diarreia, e aumento 

dos níveis das transaminases hepáticas e da creatinina (Sundar et al., 2002a; Bhattacharya 

et al., 2007). As principais preocupações para o uso disseminado da miltefosina incluem o 

seu potencial teratogênico e sua elevada meia vida (150-200 h), a qual pode facilitar a 

emergência de parasitas resistentes, devido à permanência de níveis subterapêuticos da 

droga na corrente sanguínea por algumas semanas após o tratamento (Berman, 2005). 
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2.3.1. Mecanismo de Ação Anti-Leishmania da Miltefosina 

O mecanismo a nível molecular da atividade anti-Leishmania da miltefosina ainda não está 

totalmente esclarecido e, parte do conhecimento desse mecanismo, tem sido obtido de 

estudos utilizando linhagens experimentais resistentes a essa droga. Contudo, a elucidação 

dos mecanismos de resistência tem claramente mostrado que o acúmulo intracelular da 

droga é um pré-requisito para a ação da miltefosina (Perez-Victoria et al., 2006b), o qual 

ocorre em três diferentes etapas (Figura 4): 

 Ligação da droga no lado extracelular da membrana plasmática. Sob condições 

normais de cultura, a miltefosina se liga à albumina, a qual atua como reservatório 

para a droga. Devido ao seu caráter anfifílico a miltefosina é capaz de se solubilizar 

em água e de se ligar à monocamadas lipídicas (Rakotomanga et al., 2005), o que 

estabelece um equilíbrio entre a fração ligada à albumina e a fração ligada à 

membrana plasmática. Esse equilíbrio é deslocado pela concentração da droga, 

quantidade de albumina e pelo número de células (membrana plasmática) (Perez-

Victoria et al., 2003a). 

 Internalização da droga. Apesar das moléculas fosfolipídicas se difundirem 

rapidamente na monocamada lipídica, o movimento flip-flop na bicamada lipídica é 

geralmente muito lento (Pomorski et al., 2003). Dois possíveis mecanismos de 

internalização da miltefosina têm sido descritos: (i) endocitose dos monômeros de 

miltefosina integrados na membrana plasmática como membros da vesícula 

endocítica. Os parasitas Leishmania spp. apresentam elevada atividade endocítica, a 

qual é restrita a uma região especializada da bolsa flagelar (Mcconville et al., 2002). 

Entretanto, essa via de internalização é importante apenas em circunstâncias em 

que a quantidade de droga ligada à membrana é extremamente alta; (ii) e 

translocação dos monômeros de miltefosina por atividade de proteínas flipases 

específicas. Esse é o mecanismo de internalização da miltefosina mais importante e 

depende de duas proteínas (transportador de miltefosina (MT – Miltefosine 

Transporter) e sua subunidade beta Ros3) que, provavelmente, formam um 

complexo de translocação na membrana plasmática (Perez-Victoria et al., 2003a; 

Perez-Victoria et al., 2006a). 

 Alvo intracelular, metabolismo e eliminação da miltefosina. Os monômeros de 

miltefosina na face citosólica da membrana podem se desprender desta e 

estabelecer um equilíbrio com as membranas das organelas citoplasmáticas devido 

à sua solubilidade em água. Contudo, ainda não é conhecida a distribuição 

intracelular da miltefosina, assim como o seu acúmulo 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 negligenciável (Perez-Victoria et al., 2003a), o que resulta em elevada 

concentração intracelular. Por fim, mecanismos de eliminação da droga, como 

exocitose ou atividade flopase por translocadores proteicos (membros da família de 

transportadores ABC), podem reduzir a concentração da droga dentro da célula do 

parasita (Perez-Victoria et al., 2001; Rybczynska et al., 2001). 

 

 

Figura 4 – Ligação e internalização da miltefosina em parasitas Leishmania spp. (a) A miltefosina é 

recrutada pelas moléculas de albumina (BSA), a qual atua como reservatório da droga. A ligação da droga do 

lado extracelular da membrana plasmática. (b) A fração de droga ligada à membrana plasmática é internalizada 

por meio da maquinaria de proteínas flipases (F) presentes na bicamada lipídica e pela atividade flip-flop. 

Adaptado de Perez-Victória e outros (2006b). 

 

Estudos experimentais vêm demonstrando que o mecanismo de ação da miltefosina pode 

interferir com lipídios de membrana do parasita em diferentes níveis:  

 Causando danos à membrana flagelar, com extensiva formação de protuberâncias 

(Santa-Rita et al., 2000).  

 Interferindo no metabolismo de alquil-lipídio e de âncoras de glicosilfosfatidilinositol 

(Lux et al., 1996) e no remodelamento de éter-lipídios, por meio de inibição (dose-

dependente) da atividade da enzima alquil-liso-fosfatidilcolina aciltransferase 

específica (Lux et al., 2000). Contudo a concentração de miltefosina necessária para 
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esta inibição é muito maior que a concentração capaz de matar os parasitas, o que 

sugere outro alvo primário da droga (Perez-Victoria et al., 2006b). 

 Inibindo a síntese de novo de fosfatidilcolina (Lira et al., 2001). Fosfatidilcolina é o 

principal lipídio da membrana de Leishmania spp., representando 33% do total de 

lipídios e 50% dos fosfolipídios nesse parasita (Wassef et al., 1985). Tem sido 

postulado que a colina possui função essencial no desenvolvimento dos parasitas 

Leishmania, implicando que esses possuam uma maquinaria para síntese de novo 

de fosfocolina a partir da colina e requer um transportador para incorporação 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 modulação do 

processo de morte celular semelhante a apoptose, visto que fenômenos relacionados a esse 

processo (encarquilhamento celular, condensação do DNA nuclear, fragmentação do DNA e 

exposição de fosfatidilserina) têm sido reportados após o tratamento de tripanossomídeos 

com miltefosina (Paris et al., 2004; Verma e Dey, 2004). Contudo, os estudos realizados por 

van der Sanden e colaboradores (2004) mostraram que a indução desse tipo de morte 

celular por essa droga não possui como via primária a inibição da síntese de fosfatidilcolina. 

Mais recentemente Azzouz e colaboradores (2005) sugeriram que a miltefosina também 

pode exercer sua ação leishmanicida por meio da inibição da síntese de proteínas, DNA e 

RNA, sendo esta última a mais afetada. 

Outro possível alvo intracelular dos fosfolipídios em tripanossomídeos é a mitocôndria. 

Estudos experimentais demonstraram uma redução substancial do potencial da membrana 

mitocondrial (ΔΨm) após 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 variação nos níveis de expressão de HSP83 e 

SKCRP14.1, proteínas envolvidas no processo de manutenção do ΔΨm, em isolados 

clínicos de L. (L.) donovani o que foi relacionada com o fenótipo de resistência in vitro à 

miltefosina. Luque-Ortega e Rivas (2007) também verificaram uma redução do nível 

intracelular de ATP e do consumo de oxigênio, em L. (L.) donovani após incubação com 

miltefosina, a qual foi relacionada com a inibição da fosforilação oxidativa (inibição 

específica da enzima citocromo c oxidase), principal fonte de síntese de ATP em Leishmania 

spp. (Van Hellemond e Tielens, 1997). 



Introdução 

35 

Também tem sido descrito que a miltefosina pode desempenhar sua ação anti-Leishmania 

de forma indireta, por meio de seu efeito imunomodulador, o qual tem sido relacionado com 

sua atividade coestimulatória in vitro sobre células T e macrófagos (Vehmeyer et al., 1991; 

Eue et al., 1995; Safa et al., 1997), assim como com o aumento da síntese de IFN-γ e GM-

CSF por células mononucleares periféricas humanas (Hochhuth et al., 1992). Em sua 

formulação lipossomal, a miltefosina foi capaz de induzir a síntese de óxido nítrico em 

linhagem U937 de histiócitos humanos ou em macrófagos 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, macrófagos, células T helper, células T citotóxicas e de células B no baço de 

camundongos sem timo (Safa et al., 1997). Recentemente, foi observado que macrófagos 

infectados com L. (L.) donovani e posteriormente tratados com miltefosina, aumentam a 

resposta ao IFN-γ, por meio do aumento do número de receptores para IFN- γ, e revertem a 

resposta imunológica do tipo Th2 para Th1 por meio da indução 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 macrófagos ativados, têm mostrado que esses tipos 

de respostas imunes não são necessárias 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 útil no tratamento de leishmanioses em pacientes com 

imunodeficiência, como, por exemplo, portadores da síndrome da imunodeficiência adquirida 

(AIDS). 

 

2.3.2. Variação de Susceptibilidade à 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 

antiparasitária contra as formas amastigotas e promastigotas de várias 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, 

variação na sua eficácia dependendo da forma evolutiva e da espécie do parasita. 

Escobar e colaboradores (2002) avaliaram a sensibilidade in vitro à 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 

(CE50 de 4,6 – 3,3 µM e 0,4 – 0,5 µM, respectivamente), enquanto a espécie L. (L.) major 

apresentou menor susceptibilidade (CE50 de 31,6 – 37,2 µM para a forma amastigota e de 

4,8 – 13,1 µM para a forma promastigota). Esses mesmos autores também observaram que, 

independente da espécie de Leishmania, formas promastigotas apresentaram maior 

susceptibilidade à miltefosina que as suas respectivas formas amastigotas. 

Por outro lado, Azzous e colaboradores (2005) verificaram que as formas promastigotas 

foram menos susceptíveis (CE50 de 26,73 – 33,31 µM) que as formas amastigotas (CE50 de 

16,46 – 23,16 µM) de L. (L.) donovani, e sugeriram que os alquil-fosfolipídios aumentam a 

citotoxicidade dos macrófagos e consequentemente ajudam a eliminar os parasitas dentro 

das células infectadas, uma vez que já foi demonstrado que lisofosfolipídios estimulam a 

explosão respiratória em macrófagos peritoneais (Brachwitz e Vollgraf, 1995). 

Utilizando o modelo experimental de infecção de macrófagos, Yardley e colaboradores 

(2005) também observaram uma variação significativa na sensibilidade à miltefosina em 

isolados clínicos de diferentes espécies de Leishmania do Peru e do Nepal. Todos os 

isolados de L. (L.) donovani oriundos de pacientes Nepaleses, respondedores ou não-

respondedores ao antimoniato pentavalente, apresentaram sensibilidade intrínseca à 

miltefosina com CE50 variando de 0,1 a 14 µM. Já os isolados de pacientes com 

leishmaniose cutânea do Peru, pertencentes ao complexo L. (Viannia) braziliensis, 

apresentaram-se resistentes à miltefosina até 73 µM, com exceção da espécie L. (V.) 

lainsoni, a qual apresentou CE50 comparável (4,6 – 8,3 µM) aos valores encontrados para L. 

(L.) donovani. 

Diferenças na eficácia do tratamento com a miltefosina, em relação a diferentes espécies de 

Leishmania, também foram observadas em um ensaio clínico controlado realizado na 

Colômbia e Guatemala, onde os pacientes receberam 2,5 mg/kg/dia durante 28 dias para o 

tratamento de leishmaniose cutânea (Soto et al., 2004). Na Colômbia, onde a espécie L. (V.) 

panamensis é predominante, foi observado taxas de cura de 91% para o grupo tratado com 

miltefosina, enquanto na Guatemala, onde as espécies predominantes são L. (V.) 

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

Outro estudo realizado na Bolívia revelou que a eficácia da miltefosina também pode variar 

dentro de uma mesma espécie de Leishmania, distribuídas em diferentes regiões 

geográficas, uma vez que uma taxa de cura superior (88%) àquela encontrada na 

Guatemala (53%) foi observada após o tratamento com miltefosina em pacientes com 

leishmaniose cutânea causada por L. (V.) braziliensis (Soto et al., 2008). Dessa forma, a 



Introdução 

37 

miltefosina tem se mostrado mais efetiva para isolados de L. (V.) braziliensis dessa região 

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

Da mesma forma, um ensaio clínico desenvolvido por nosso grupo de pesquisa para avaliar 

a eficácia da miltefosina em pacientes portadores de LV no Brasil, observou uma alta taxa 

de recidiva após o tratamento com 2,5 mg de miltefosina/kg/dia durante 28 (Montes Claros – 

MG) ou 42 dias (Piauí) (dados não publicados). Diferente dos resultados encontrados nos 

ensaios clínicos desenvolvidos na Índia, em que apenas 6% de falha terapêutica foram 

reportados (Sundar et al., 2002a), cerca de 50% dos pacientes avaliados no Brasil 

apresentaram recidiva após o tratamento com miltefosina, o que levou à interrupção do 

estudo. Uma hipótese investigada foi a ocorrência de sensibilidade variada à 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 infecção in vitro de 

macrófagos murinos demonstraram que, na maioria dos casos, os isolados de pacientes que 

apresentaram recidiva eram resistentes à miltefosina, enquanto todos os isolados de 

pacientes que evoluíram para a cura eram sensíveis à miltefosina. Esses dados corroboram, 

portanto, a hipótese de que a recidiva da LV em pacientes tratados com miltefosina no Brasil 

pode ser devida à resistência primária desses isolados à droga (Monti-Rocha, 2012). 

 

2.3.3. Mecanismos de Resistência à Miltefosina 

Na tentativa de elucidar os mecanismos de resistência de Leishmania spp. à miltefosina, 

vários estudos têm sido realizados utilizando principalmente parasitas resistentes à droga 

obtidos experimentalmente. A indução facilitada de linhagens resistentes à miltefosina, em 

laboratório, revela a magnitude biológica do parasita em evadir essa droga. A caracterização 

dessas linhagens resistentes indica que a redução no acúmulo intracelular da miltefosina no 

parasita está relacionada com os fenótipos de resistência observados (Perez-Victoria et al., 

2001; Perez-Victoria et al., 2003b; Seifert et al., 2003).  

O primeiro estudo do mecanismo de resistência à miltefosina foi realizado utilizando uma 

linhagem experimental de L. (L.) tropica multidroga resistente (MDR), a qual apresentava 

elevada atividade de efluxo da droga. A caracterização desse parasita revelou que a 

redução intracelular dos análogos de fosfolipídios (miltefosina e edelfosina) estava 

associada com a expressão aumentada da glicoproteína-P MDR1, um membro da 

superfamília dos transportadores ABC (ATP Binding Cassette), que externaliza substâncias 

hidrofóbicas da célula (Perez-Victoria et al., 2001). Apesar do envolvimento das proteínas 
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ABC na translocação de fosfolipídios, incluindo fosfatidilcolina, estar bem estabelecido em 

células de mamíferos (Bosch et al., 1997; Borst et al., 2000), os estudos realizados em 

parasitas Leishmania se limitam aos transportadores MDR1, ABCA1 e ABCA2.  

Contudo, os estudos de Perez-Victória e colaboradores (2003a) demonstraram que, em uma 

linhagem experimental de L. (L.) donovani resistente à miltefosina, a redução no acúmulo 

intracelular da droga é principalmente devida a alterações na habilidade do parasita em 

internalizá-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 

acúmulo de um análogo de glicerofosfolipídeo, sugerindo que a internalização de miltefosina 

e a translocação de lipídios podem compartilhar o mesmo transportador. Esses autores 

também demostraram que o metabolismo da miltefosina pelo parasita Leishmania pode ser 

considerado negligenciável, o que descarta alterações nessa via como mecanismo de 

evasão à droga.  

Em um trabalho posterior, esses mesmos autores (Perez-Victoria et al., 2003b) identificaram 

e clonaram um transportador de miltefosina, LdMT (L. donovani Miltefosine Transporter), 

com um Open Reading Frame (ORF) que codifica uma proteína com 1.097 aminoácidos, 

que apresenta homologia com a ATPase II humana. Esse transportador pertence à 

subfamília de translocases de aminofosfolipideos e está localizado na membrana plasmática 

e na bolsa flagelar. LdMT é responsável pela translocação de miltefosina e de 

glicerofofolipídeos em parasitas Leishmania, modulando, portanto, a internalização e a 

potência de drogas análogas de fosfolipídios. Esses pesquisadores verificaram que as 

bases moleculares para o fenótipo de resistência consistiu na aquisição de distintas 

mutações pontuais em cada um dos alelos LdMT presente na linhagem resistente, levando, 

portanto, à perda de função do transportador. Nesse contexto, esses autores sugerem que 

qualquer mutação capaz de inativar o transportador LdMT resultará em perda de 

sensibilidade à miltefosina e, portanto, o gene completo deve ser analisado para o 

monitoramento de resistência à droga. Investigações complementares realizadas por Seifert 

e colaboradores (2007) revelaram que o fenótipo de resistência induzido, por mutação 

pontual ou por knockout do gene LdMT, em formas promastigotas de L. (L.) donovani, 

permaneceu após a transformação para o estágio amastigota intracelular. 

Contudo, foi observado que apenas MT não é suficiente para exercer a atividade de 

translocação de fosfolipídios e da miltefosina pela membrana plasmática. A atividade de 

LdMT é dependente de uma β subunidade específica denominada LdRos3 (pertencente a 

família das proteínas CDC50/Lem3 – uma β subunidade de P4-ATPases) (Perez-Victoria et 

al., 2006a). LdMT e LdRos3, provavelmente por fazerem parte de uma mesma maquinaria 
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de translocação do parasita, são mutuamente dependentes para alcançarem suas 

localizações adequadas na membrana plasmática (seu local de ação), 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 nível de expressão da 

subunidade LbRos3 e com a menor atividade do transportador LbMT em L. (V.) brasiliensis, 

os quais correspondem ao LdRos3 e ao LdMT em L. (L.) donovani (Sanchez-Canete et al., 

2009).  

Outros possíveis mecanismos de resistência à miltefosina descritos são: alterações no 

conteúdo lipídico e no nível de insaturações de ácidos graxos e redução no nível de 

ergosterol, as quais foram observadas em formas promastigotas de L. (L.) donovani 

resistentes (Rakotomanga et al., 2005); e aumento da expressão de proteínas (HSP83 e 

SKCRP14.1) relacionadas com a manutenção do potencial da membrana mitocondrial 

(ΔΨm) a qual foi associada com o fenótipo de resistência à miltefosina em isolados clínicos 

de L. (L.) donovani (Vergnes et al., 2007).  

Alguns fatores intrínsecos da droga também podem contribuir para a emergência 

disseminada de parasitas resistentes à miltefosina: (i) o longo tempo de tratamento (28 

dias); (ii) a elevada meia-vida da miltefosina (150 – 200 h), a qual resulta em níveis sub-

terapêuticos por algumas semanas após o tratamento; (iii) e o mecanismo de ação da 

miltefosina, que apesar de desconhecido até o momento, apresenta como pré-requisito a 

internalização da droga.  

Na ausência de novas drogas, o conhecimento sobre as bases moleculares da falência do 

tratamento e o desenvolvimento de novas ferramentas para detecção desse fenômeno 

podem contribuir para o uso racional da miltefosina e para traçar novas estratégias 

terapêuticas para o seu uso no tratamento da LV. Nesse contexto, a análise de expressão 

proteica, por abordagem proteômica, assim como a análise do genoma, por sequenciamento 

de nova geração, têm se mostrado estratégias efetivas na identificação de marcadores 

moleculares envolvidos no fenótipo de resistência a drogas em parasitas do gênero 

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. ANÁLISE PROTEÔMICA 

O termo proteoma foi utilizado primeiramente por Wasinger e colaboradores (1995) como 

proteínas complementares ao genoma. Tradicionalmente, proteômica é definido como a 

análise do conjunto completo de proteínas (proteoma) expressas por uma célula, tecido ou 

organismo em determinada situação, podendo ser modificado pelas condições e estímulos 

os quais esse organismo está exposto.  

Estudos em eucariotos e procariotos têm mostrado que o paradigma “um gene – uma 

proteína” é incorreto, visto que múltiplos produtos gênicos podem ser obtidos a partir de um 

único gene. Um produto gênico pode se apresentar em diversas formas (Figura 5), como 

resultado de splicing alternativo e de modificações cotraducionais e pós-traducionais (como 

fosforilações, glicosilação, acilação, etc.) (Jensen, 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Do genoma ao proteoma: um aumento na complexidade e na dinâmica. A diversidade de 

produtos gênicos oriundos de um único gene é devida principalmente aos splicing alternativos dos transcritos e 

às modificações cotraducionais e pós-traducionais das proteínas. É predito no genoma humano cerca de 30.000 

ORFs, cada um dos quais, origina em média 6 diferentes espécies de mRNA. Esses são traduzidos a proteínas 

que são processadas em diferentes vias, gerando cerca de 8 a 10 diferentes formas modificadas de proteínas. 

Portanto, o genoma humano pode potencialmente produzir cerca de (30.000 x 6 x 10) 1.8 milhões de diferentes 

espécies proteicas. Adaptado de Jensen (2004). 
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As espécies pertencentes à ordem Kinetoplastida, como Leishmania spp., por exemplo, não 

apresentam interrupções (íntrons) entre as regiões codificantes, exceto para o gene que 

codifica a polimerase poli-A (Mair et al., 2000), não ocorrendo, portanto, splicing alternativo 

do mRNA (RNA mensageiro). Dessa forma, modificações pós-traducionais e alguns tipos de 

modificações pós-transcricionais são as principais responsáveis pela variedade de produtos 

gênicos observados nesses organismos.  

É importante ressaltar que em muitos casos os níveis de mRNA transcritos não apresentam 

uma correlação direta com a expressão proteica (Anderson e Seilhamer, 1997; Gygi et al., 

1999; Mcnicoll et al., 2006). Nos tripanossomatídeos essa falta de correlação pode estar 

associada à transcrição policistrônica da maior parte dos genes, fazendo com que o controle 

da expressão do mRNA maduro, gerado a partir dos transcritos primários por trans-splicing, 

ocorra a nível pós-transcricional, dependendo: (i) da estabilidade do mRNA; (ii) do início da 

tradução; (iii) e da estabilidade da proteína traduzida (Gibson et al., 1988; Agabian, 1990; 

Clayton, 2002; Haile e Papadopoulou, 2007). Dessa forma, o proteoma reflete a expressão 

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

A análise proteômica clássica fornece métodos que permitem determinar a identidade e a 

abundância de proteínas constituintes do proteoma e o conhecimento da função proteica 

pode ser inferido pela variação de sua expressão. A abordagem proteômica foi estabelecida 

na década passada com o desenvolvimento de métodos de sequenciamento de proteínas, 

baseado na espectrometria de massas (MS), acoplado com métodos de eletroforese em gel 

ou cromatografia, para resolver misturas proteicas. O parâmetro crítico que define o sucesso 

ou não da análise proteômica é a habilidade de resolver proteínas de uma mistura 

complexa. Umas das técnicas mais efetivas para atingir esse objetivo é a eletroforese 

bidimensional (2DE), que apesar de apresentar algumas limitações relacionadas com a 

solubilização de proteínas de membrana (altamente hidrofóbicas) e segregação de proteínas 

de pontos isoelétricos (pI) e tamanhos extremos (geralmente limitada entre 10 e 120 kDa), é 

uma abordagem com capacidade de analisar milhares de proteínas simultaneamente (Gorg 

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

Na eletroforese bidimensional, as proteínas são separadas de acordo com sua carga liquida, 

por meio da focalização isoelétrica (IEF – IsoElectric Focusing), na primeira dimensão. 

Durante essa fase, as proteínas migram em direção ao eletrodo carregado, através de um 

gradiente específico de pH presente no gel, até alcançar seu pI, no qual a carga liquida da 

proteína é zero. Após a focalização isoelétrica, as proteínas são separadas na segunda 

dimensão baseada em sua massa molecular, usando a técnica padronizada de eletroforese 
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em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE – Sodium Dodecyl 

Sulphate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) (Figura 6) (O'farrell, 1975).  

Uma inovação da técnica de 2DE clássica é a eletroforese diferencial (DIGE – Differential 

Gel Electrophoresis). Essa abordagem, por empregar corantes fluorescentes para marcar as 

proteínas antes das separações eletroforéticas, possibilita a análise de múltiplas amostras 

em um único gel (Unlu et al., 1997). Além de reduzir a variabilidade entre as corridas de 

eletroforese, a metodologia 2D-DIGE apresenta resposta linear à abundância proteica, 

elevada sensibilidade (detecção na faixa de nanogramas de proteínas) e é compatível com a 

análise subsequente de identificação proteica por espectrometria de massas.  

Após a separação, as proteínas reveladas são removidas e digeridas no gel com tripsina. Os 

fragmentos trípticos resultantes são extraídos do gel e analisados por espectrometria de 

massas (MS), sendo a tecnologia MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization) uma 

das mais utilizadas. Para análise dos fragmentos trípticos, estes são ionizados pelo sistema 

e resolvidos com base na razão massa/carga (m/z). Do espectro de massas resultante, íons 

parentais são selecionados para segunda análise de MS, in tandem. Esses íons passam por 

uma célula de colisão, onde são submetidos a uma fragmentação ao longo da cadeia 

peptídica, produzindo um padrão predito de fragmentos (MS/MS). Diferenças entre as 

massas desses fragmentos no espectro MS/MS podem ser usados para determinar 

sequências de aminoácidos da proteína analisada (Figura 6). Os resultados de massas 

obtidos são comparados com dados depositados em bancos internacionais, utilizando 

softwares que identificam proteínas. A identificação pode ser feita pelo padrão obtido das 

massas intactas dos fragmentos trípticos (PMF – Peptide Mass Fingerprinting), pela 

sequência específica de fragmentos do MS/MS ou pela combinação desses. 

Em geral, a abordagem proteômica por eletroforese 2D-MS, é utilizada com a finalidade de 

obter um mapa de referência e/ou o perfil de expressão proteica de um determinado 

organismo. O perfil de expressão proteica pode ser utilizado para identificar proteínas 

envolvidas em determinados processos fisiológicos como: proteínas reguladas em 

patógenos resistentes à drogas (Mcatee et al., 2001; Drummelsmith et al., 2003); 

comparação da expressão proteica em resposta a estímulos externos (Guina et al., 2003; 

Kan et al., 2004); mapeamento de alvos moleculares de drogas (Singh et al., 2001); e 

proteínas específicas para cada estágio de vida de parasitas dimórficos (El Fakhry et al., 

2002; Bente et al., 2003; Mojtahedi et al., 2008). 
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Figura 6 – Diagrama esquemático da separação de proteínas por eletroforese bidimensional acoplada à 

espectrometria de massas. Na primeira dimensão, as proteínas de uma mistura complexa são resolvidas por 

focalização isoelétrica em tira com gradiente de pH imobilizado (IPG – Immobilized pH Gradient) de acordo com 

o pI de cada proteína e independente do seu tamanho. Após a focalização isoelétrica, as proteínas são 

separadas pela sua massa molecular (MM) no sistema SDS-PAGE. Os spots proteicos de interesse são 

identificados por análise de espectrometria de massas in tandem. A análise dos fragmentos trípticos resulta no 

espectro de massas MS, do qual são selecionados íons parentais para serem fragmentados ao longo de sua 

cadeia peptídica, gerando o espectro MS/MS. Por meio da diferença entre as massas dos fragmentos do íon 

parental, sequências de aminoácidos do peptídeo podem ser determinadas. Adaptado de BIO-RAD (2015). 
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4. ANÁLISE GENÔMICA 

Embora as abordagem “ômicas” como proteômica e metabolômica reflitam a expressão das 

moléculas que influenciam mais diretamente o fenótipo celular, o genoma é a fonte primaria 

de informação de uma célula/organismo e, atualmente a genômica apresenta menos 

limitações técnicas, permitindo visualizar o conjunto de dados completo de um organismo, o 

qual pode prover informações relevantes sobre a biologia celular/molecular do mesmo. 

A análise genômica é definida como a identificação, quantificação ou comparação das 

características genômicas como sequência do DNA, variação estrutural, expressão gênica, 

e/ou anotação dos elementos funcionais ou regulatórios em escala genômica (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 bacteriófago de fita simples φX174, o qual apresenta 5.386 nucleotídeos 

(Sanger et al., 1977). Contudo, a tecnologia de sequenciamento de DNA disponível naquele 

momento até quase uma década depois só permitia o sequenciamento de algumas 

centenas de nucleotídeos por vez (Kircher e Kelso, 2010). Um significativo avanço na 

tecnologia de sequenciamento ocorreu após 1990 com o desenvolvimento da eletroforese 

de matriz capilar e sistemas de detecção apropriados (Zagursky e Mccormick, 1990; Huang 

et al., 1992; Kambara e Takahashi, 1993; Kim et al., 1996). Contudo ainda não era possível 

realizar o sequenciamento de DNA em larga escala. Somente durante a última década que 

estratégias de sequenciamento de alto fluxo (high-throughput sequencing) tornaram-se 

disponíveis.  

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 são de pequena 

extensão, 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 diário. Dessa forma, pesquisadores e empresas distribuidoras de equipamentos 

preferem utilizar o termo “Sequenciamento de Nova Geração” (Next Generation Sequencing 

– NGS) para refletir melhor as grandes mudanças tecnológicas desta área (Kircher e Kelso, 

2010; Di Bella et al., 2013). A tabela 1 mostras as técnicas de NGS atualmente disponíveis e 

algumas informações sobre as mesmas. 
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Tabela 1 – Técnicas de sequenciamento de nova geração. 

Sequenciador Química 
Tamanho dos 
reads (bp) 

Tempo de corrida 
Pares de bases 
por corrida 

Reads por corrida 

Sequenciadores de grande porte 

454 GS FLX + 
(Roche) 

Pirossequenciamento 700 23 h 700 Mb 
~1.000.000 shotgun 

~700,000 amplicons 

HiSeq 2000/2500 
(Illumina) 

Terminação reversível 2 x 150 
 Rendimento: ~11 dias 

Análise rápida: ~27h 

 Rendimento: 600 Gb 

Análise rápida: 120Gb 

 Rendimento: 3 bilhões x 2 

Análise rápida: 600 milhões x 2 

5500xl W SoliD (Life 
Technologies) 

Ligação e codificação 
em duas bases  

1 x 75, 2 x 50 8 dias ~320 Gb 1,4 bilhões x 2 

 

Sequenciadores de bancada 

454 GS Junior 
(Roche) 

Pirossequenciamento 400 8 h 35 Mb 
100.000 shotgun 

70.000 amplicons 

Ion PMG (Life 
Technologies) 

Detecção de prótons 100 ou 200 3 h 

100 Mb (314 chip) 

1Gb (316 chip) 

2Gb (318 chip) 

400-550 mil (314 chip) 

2-3 milhões (316 chip) 

4-5,5 milhões (318chip) 

MiSeq (Illumina) Terminação reversível 2 x 250 27 h 8,35 Gb 6,8 milhões 

Adaptado de Di Bella e colaboradores (2013). 

 

Abaixo, será feita uma descrição da técnica de sequenciamento de nova geração baseado 

na tecnologia utilizada pelo Illumina Genome Analyzer (GA), a qual foi empregada no 

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

O sequenciamento pelo Illumina GA inicia com a geração de uma biblioteca formada a partir 

do DNA fragmentado de forma aleatória (sonicação, por exemplo). Nessa técnica são 

utilizados dois diferentes adaptadores, os quais se ligam em cada uma das extremidades 

dos fragmentos obtidos. Em seguida, esses fragmentos são desnaturados e aleatoriamente 

distribuídos e imobilizados (por uma das extremidades) em uma superfície sólida 

proprietária da tecnologia denominada Flow cell, a qual é revestida por uma camada densa 

de oligonucleotídeos complementares aos dois tipos de adaptadores ligados às 

extremidades dos fragmentos (Mardis, 2008; Ansorge, 2009). Após a imobilização dos 

fragmentos, esses são amplificados pelo processo conhecido como PCR de fase sólida, 

utilizando a técnica de amplificação em “ponte”. Esse processo forma pequenos 

aglomerados de um mesmo fragmento (clusters), devido ao fato das novas cópias 

produzidas se ligarem à placa em regiões muito próximas ao fragmento original. Cada 

cluster contém aproximadamente um milhão de cópias do fragmento original, número 

suficiente para gerar uma intensidade de sinal seguramente detectável durante o 

sequenciamento (Figura 7) (Mardis, 2008).  
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Figura 7 – Geração da biblioteca de sequenciamento e tecnologia de sequenciamento por terminação 

reversível do Illumina GA. (a) Preparo da amostra de DNA genômico. O DNA é aleatoriamente fragmentado e a 

cada extremidade dos fragmentos são acoplados adaptadores; (b) Após a desnaturação dos fragmentos 

acoplados aos adaptadores, esses são imobilizados nos canais da Flow cell, que contém moldes 

complementares aos adaptadores fixados em seu suporte sólido; (c) Geração dos clusters por amplificação em 

“ponte”. Nucleotídeos não marcados e a enzima DNA polimerase são utilizados para iniciar a amplificação de 

fase sólida, gerando fragmentos de fita dupla, em ponte; (d) Desnaturação das moléculas de fita dupla, gerando 

moldes de fita simples ancorados ao substrato. Ao Término da fase de amplificação, milhões de clusters de 

fragmentos de DNA de fita simples são gerados em cada canal da Flow cell; (e) Os primers de sequenciamento 

anelam nos adaptadores ligados às sequencias a serem determinadas e a enzima DNA polimerase, 

especialmente habilitada para incorporar os nucleotídeos modificados, é utilizada para amplificar a sequência 

complementar. A extensão da sequência complementar ocorre pela incorporação de nucleotídeos bloqueados e 
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marcados com fluoróforos. Dessa forma, após a incorporação de um nucleotídeo a reação é imediatamente 

paralisada. Em seguida, a polimerase e os nucleotídeos livres são removidos por uma etapa de lavagem e, o 

nucleotídeo incorporado em cada sequência é detectado. Posteriormente, o fluoróforo e o bloqueador são 

quimicamente removidos e o sequenciamento prossegue com a incorporação da próxima base nitrogenada. 

Adaptado de Mardis (2008). 

 

Após a geração da biblioteca, o sequenciamento propriamente dito é iniciado. O Ilumina GA 

utiliza a tecnologia de terminação reversível e emprega o conceito de sequenciamento por 

síntese, similar ao utilizado no sequenciamento de Sanger, ou seja: a reação de 

incorporação é reversivelmente paralisada após a incorporação de cada um dos 

nucleotídeos, os quais são quimicamente bloqueados na posição 3’-OH e individualmente 

marcados com diferentes fluoróforos. Após a detecção da base incorporada por cada 

cluster, o agente bloqueador e o fluoróforo são quimicamente removidos e a reação de 

amplificação prossegue em ciclos para que as próximas bases sejam incorporadas e 

determinadas (Bentley et al., 2008; Turcatti et al., 2008). É importante ressaltar que as 

sequências de milhões de clusters espalhados pela placa podem ser determinadas 

simultaneamente, resultando em uma vasta produção de dados de sequenciamento 

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

A tecnologia de sequenciamento de nova geração está revolucionando a investigação em 

biologia molecular com uma ampla e crescente gama de aplicações. Dentre as diversas 

aplicações do NGS, destacam-se: sequenciamento de novo, resequenciamento, RNA-seq 

(expressão gênica), detecção e caracterização de transcritos codificantes e não codificantes, 

identificação de perfil epigenético, metagenômica e análise genômica. Na análise genômica 

os dados gerados por essa abordagem podem ser utilizados para detectar mutações 

somáticas (SNP – Single Nucleotide Polymorphisms; InDel – Insertion-Deletion), assim 

como variações estruturais (CNV – Copy Number Variation, alteração no número de cópias 

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 geração Roger e colaboradores (2011) determinaram 

o genoma de referência para a espécie L. (L.) mexicana e refinaram os genomas de 

referência 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 gênica, uma vez que uma elevada 

heterogeneidade em termos de amplificação gênica e de número de cópias 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. é instável e pode flutuar em resposta à modificações 

nas condições ambientais. Essa variação na ploidia tem sido discutida nos últimos 20 anos, 

levando a classificação 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 estão organizados em 36 cromossomos (Wincker et al., 1996), 

enquanto que os genomas das espécies L. (V.) braziliensis e L. (L.) mexicana apresentam 

35 e 34 cromossomos, respectivamente (resultado da fusão entre os cromossomos 20 e 34 

na espécie L. (V.) braziliensis e das fusões 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 tripanossomatídeos, são caracterizados pelo elevado grau de 

sintenia, genes organizados em unidades de transcrição policistrônica e por apresentarem 

raros íntrons. Além disso, os genomas desses parasitas não possuem grandes regiões 

subteloméricas, as quais codificam genes espécie-específicos nos tripanossomatídeos 

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 não identificarem um marcador molecular 

de resistência, esses autores observaram uma extensiva variação no número de cópias de 

cromossomos entre os isolados sensíveis e resistentes à droga, mostrando que o NGS é 

uma ferramenta capaz de prover informações adicionais para o entendimento do mecanismo 

de resistência a drogas em patógenos de importância médica. 

Nesse cenário, no presente estudo foi empregado as metodologias 2D-DIGE-MS/MS e 

Illumina-NGS, que permitem identificar alterações 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 

resistência em isolados de L. (L.) chagasi, visando contribuir para o entendimento do 

mecanismo molecular envolvidos na resistência natural à 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 na 

resistência natural do parasita à esta droga. 
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2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- 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, proteínas diferencialmente 

expressas em isolados de L. (L.) chagasi obtidos de pacientes que apresentaram 

diferentes respostas ao tratamento com miltefosina. 

- Analisar a diversidade genômica de isolados de L. (L.) chagasi obtidos de pacientes 

que apresentaram diferentes respostas ao tratamento com miltefosina. 

- Correlacionar os dados obtidos das abordagens proteômica e genômica, as quais os 

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 à miltefosina das formas promastigotas 

de clones, com diferentes genótipos, obtidos de isolados de L. (L.) chagasi. 

- Caracterizar o perfil de sensibilidade in vitro à 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 deleção gênica após indução de resistência in vitro à 

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

 

1. ASPECTOS ÉTICOS 

A utilização dos isolados de L. (L.) chagasi de pacientes para o desenvolvimento deste 

projeto foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Centro de Ciências da Saúde, 

sob o registro no CEP-066/07. Título: “Avaliação da sensibilidade in vitro à miltefosina de 

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

Os experimentos em animais foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais, do 

Centro de Ciências da Saúde, Universidade Federal do Espírito Santo, sob o número de 

registro 009/2010. Título: “Avaliação da sensibilidade in vitro à miltefosina de cepas de 

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

Todas as soluções utilizadas foram preparadas com água purificada em sistema Milli-Q e, 

todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de qualidade analítica. As origens dos 

reagentes são: 

Cultivo Celular e Teste de Susceptibilidade in vitro: Ágar, triptose e LIB (Liver Infusion 

Broth) da Becton, Dickinson and Company, (Brasil); cloreto de sódio, cloreto de potássio e 

fosfato dibásico de sódio da Merck S.A. (Brasil); Soro Fetal Bovino inativado (SFBi) da 

Cultilab (Brasil); bicarbonato de sódio, solução antibiótica (10.000 unidades de penicilina/mL 

e 10 mg estreptomicina /mL), RPMI-1640 (com L-glutamina e sem bicarbonato de sódio), 

D(+)glucose, hemina, trietanolamina, resazurina, HEPES e 6-Biopterin da Sigma-Aldrich 

(EUA); miltefosina gentilmente doada pela Zentaris Inc. (Canadá); corante hematológico 

Panótico Rápido da Laborclin (Brasil); e puromicina 10 mg/mL da InvivoGen (Reino Unido); 

SDM79 da Gibco® – Life Technologies (Reino Unido). 

Análise Proteômica: Bicarbonato de amônio e acetonitrila grau HPLC da Merck S.A. 

(Brasil); ácido fórmico, ácido trifluoracético (TFA), coomassie coloidal (Brilliant Blue G-250), 

cocktail inibidor de proteases (para células mamíferas e extratos de tecidos) e anticorpo 

policlonal anti-α-tubulin (camundongo) da Sigma-Aldrich (EUA); anfólitos (Bio-Lyte 3 – 10), 

ureia, tiras com gradiente linear de pH imobilizado (IPG strip), 3-([3-cholamidopropyl] 

dimethylammonio)-1-propanesulfonate (CHAPS), dithiothreitol (DTT) e padrão 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 proteína 

(2-D Quant Kit), tampão de reidratação (Destreak) e kit de marcação de proteínas (CyDye 

DIGE fluor labeling kit) da GE Healthcare (Reino Unido); sodium dodecyl sulfate (SDS) da 

J.T. Baker (EUA); solução de acrilamida-bis (Acrylamide/Bis Solution – 37,5:1 (30%T, 

2.6%C)) da Serva Electrophoresis (Alemanha); agarose da BioAmérica Inc (EUA); matrix α-

cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA) da Aldrich, (EUA); tripsina (Trypisin Gold, Mass 

Spectrometry Grade) da Promega (EUA); e anticorpo policlonal anti-EF-1β (coelho) da 

Cedarlane (Canada). 

Análise Genômica: Agarose grau biologia molecular da Bio-Rad Laboratories Inc. (EUA); 

betaína 5M, ampicilina, acetato de sódio 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 µg/mL, ScaI-HF 20.000 U/mL, NotI-HF 20.000 U/mL, XbaI 

20.000 U/mL, PacI 10.000 U/mL, PmeI 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 secundário monoclonal anti-IgG conjugado com 

peroxidase (camundongo) da Promega (EUA); UltraPureTM 10x TAE Buffer (400 mM Tris-

Acetato; 10 mM EDTA), dNTPs Set 100 mM, SYBR® Safe DNA Gel Stain, Células 

competentes (Subcloning Efficiency™ DH5α™ 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); AmershamTM HybondTM P 0.45 µm PVDF e ECLTM 

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 clínico para avaliar a eficácia e a segurança da miltefosina 

no tratamento da LV no Brasil. Os isolados foram obtidos de aspirado de medula óssea em 

3 diferentes tempos: (i) antes do tratamento; (ii) após o tratamento com 2,5 mg de 

miltefosina/kg/dia (durante 28 dias em Minas Gerais, ou durante 42 dias no Piauí e 

Maranhão); (iii) e, no caso de recidiva, durante a avaliação da mesma. Os pacientes 

arrolados foram acompanhados por seis meses após o término do tratamento. Cura foi 

definida pela ausência de sinais e sintomas da doença durante todo o período de 

acompanhamento e recidiva foi definida pela presença de sinais e sintomas da doença após 

o término do tratamento ou durante o período de acompanhamento. Neste estudo foram 

caracterizados 26 isolados obtidos antes do tratamento, quatro isolados obtidos após o 

tratamento e 2 isolados obtidos durante a falha do tratamento. Também foi utilizado neste 

estudo a cepa de referência 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 nitrogênio líquido foram descongeladas e 

cultivadas em meio bifásico ágar-sangue, Novy-MacNeal-Nicolle – NNN (Novy e Mcneal, 

1903; Nicolle, 1908) associado ao meio LIT (Liver Infusion Tryptose) com 10% de SFBi. 

Após 3 – 4 dias de cultivo a 24°C (± 1°C) em estufa B.O.D., os parasitas foram examinados 

quanto à motilidade, morfologia e ausência de contaminação e reinoculadas em meio  LIT 

suplementado com 10% de SFBi e 2% de urina masculina estéril (Howard et al., 1991). Para 

análise proteômica e genômica, foram utilizados parasitas na fase logarítmica tardia de 

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

A curva de crescimento, dos isolados em cultivo (densidade inicial = 1x106 células/mL) em 

meio LIT suplementado com 10% SFBi e 2% de urina masculina estéril, foi obtida a partir da 

determinação diária do número de células (promastigotas) por mL, em câmara de Neubauer. 
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Tabela 2 – Isolados e cepa de referência de L. (L.) chagasi utilizados no presente estudo. 

Isolado / cepaa IDb Região de coletac Tempo de tratamento Resposta clínicad 

MHOM/BR/06/MA01 MA01A Paraibano-MA 42 dias Cura 

MHOM/BR/05/MA02 MA02A Codó-MA 42 dias Cura 

MHOM/BR/06/MA03 MA03A Timon-MA 42 dias Cura 

MHOM/BR/06/MA04 MA04A Codó-MA 42 dias Cura 

MHOM/BR/05/MA05 MA05A Timon-MA 42 dias Cura 

MHOM/BR/06/MA07 MA07A 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 São Francisco-MG 28 dias Recidiva 

MHOM/BR/05/MG14 MG14A Montes Claros-MG 28 dias Cura 

MHOM/BR/05/MG14 MG14B Bocaiúva-MG 28 dias Cura 

MHOM/BR/05/MG15 MG15A Porteirinha-MG 28 dias Recidiva 

MHOM/BR/05/MG16 MG16A São 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/PI01 PI01A José de Freitas-PI 42 dias Recidiva 

MHOM/BR/06/PI01 PI01B José de Freitas-PI 42 dias Recidiva 

MHOM/BR/06/PI01 PI01C José de Freitas-PI 42 dias Recidiva 

MHOM/BR/06/PI02 PI02A Valença do Piauí-PI 42 dias Recidiva 

MHOM/BR/06/PI03 PI03A Cabeceiras-PI 42 dias Cura 

MHOM/BR/05/PI04 PI04A Valença do Piauí-PI 42 dias Cura 

MHOM/BR/06/PI05 PI05A Valença do Piauí-PI 42 dias Cura 

MHOM/BR/06/PI07 PI07A Piripiri-PI 42 dias Cura 

MHOM/BR/05/PI08 PI08A Altos-PI 42 dias Cura 

MHOM/BR/05/PI09 PI09A Nova Santa Rita-PI 42 dias Cura 

MHOM/BR/06/PI10 PI10A Teresina-PI 42 dias Cura 

MHOM/BR/06/PI11 PI11A José de Freitas-PI 42 dias Recidiva 

MHOM/BR/05/PI12 PI12A Lima Campos-PI 42 dias Recidiva 

MHOM/BR/74/PP75 PP75 Cepa de referência para a espécie L. (L.) chagasi 

a Código dos isolados/cepa de referência de  L. (L.) chagasi.  

b Denominação dos isolados/cepa de referência de L. (L.) chagasi utilizados neste estudo. A, B e C correspondem à 

denominação estabelecida de acordo com o 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.  

c Regiões do Brasil em que foram realizadas o ensaio clínico e obtidos os isolados. MG – Minas Gerais; PI – Piauí; e MA – 

Maranhão.  

d Resposta clínica apresentada pelos pacientes com LV tratados com miltefosina. 
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4. CARACTERIZAÇÃO in vitro DO FENÓTIPO DE SUSCEPTIBILIDADE À 

MILTEFOSINA  

 

4.1. SENSIBILIDADE in vitro DE FORMAS AMASTIGOTAS DE Leishmania À 

MILTEFOSINA 

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

ao tratamento com miltefosina foram submetidos à análise de susceptibilidade in vitro à 

miltefosina utilizando ensaios de infecção de macrófagos (Monti-Rocha, 2012). 

Macrófagos peritoneais residentes foram obtidos de camundongos Suíços por lavagem com 

meio RPMI-1640. Os macrófagos foram plaqueados em lâminas de cultura de 16 poços 

(Lab-TecTM – Chamber Slide – NUNC) com 8x104 células/poço (100 µL de uma suspensão 

de macrófagos em meio RPMI-1640 suplementado com 10% SFBi) e incubados por 24 h a 

37°C em atmosfera de 5% de CO2. As células não-aderentes foram removidas por lavagem 

com meio RPMI-1640 e os macrófagos aderentes foram infectados com formas 

promastigotas de L. (L.) chagasi, em fase logarítmica tardia, na razão de 7:1 

(promastigotas:macrófagos) diluídas em meio RPMI-1640 suplementado com 10% SFBi. A 

cultura foi mantida a 37°C em estufa com 5% de CO2 por 24 horas. Os parasitas 

extracelulares foram removidos da cultura por lavagem das células com meio RPMI-1640 e, 

em seguida, foram adicionadas diferentes concentrações da droga (0,55; 1,67; 5,0; e 15 µM 

de miltefosina – maior concentração tolerada pelos macrófagos neste ensaio) preparadas 

em meio RPMI-1640/10% SFBi. Culturas não tratadas (0,0 µM de miltefosina) foram 

utilizadas como controle. Após 72 horas de incubação a 37°C em estufa com 5% de CO2, as 

células da cultura foram fixadas e coradas com o corante hematológico Panótico Rápido e 

100 macrófagos/poço foram microscopicamente avaliados.  

A atividade da droga foi avaliada pela porcentagem de células infectadas nas culturas 

tratadas com miltefosina em relação ao controle não-tratado de acordo com a Equação 1. A 

concentração de miltefosina que reduz em 50% o número de macrófagos infectados (IC50) 

foi determinada por meio de análise de regressão logarítmica, utilizando o software 

Microsoft® Excel® 2008 v.12.1.0, e expressa como média ± desvio padrão. Três ensaios 

independentes foram realizados em triplicata para cada isolado.  
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%𝑖𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 = 100 − (
𝐶𝑖  𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜

𝐶𝑖  𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
× 100)          Eq.1 

Onde:  

 Ci tratado = número de células infectadas, em 100 células avaliadas, na cultura tratada com miltefosina. 

 Ci controle = número de células infectadas, em 100 células avaliadas, no controle sem droga. 

 

A diferença de susceptibilidade à miltefosina entre os grupos cura e recidiva, dos isolados 

de L. (L.) chagasi, foi determinada pelo teste estatístico bicaudal t-student (GraphPad Prism 

v.5.0b), assumindo significância estatística α<0,05. 

 

4.2. SENSIBILIDADE in vitro DE FORMAS PROMASTIGOTAS DE Leishmania À 

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 poços foi realizada diluição seriada (2x) da miltefosina, em volume final de 100 

µL em meio LIT suplementado com 10% SFBi, de forma que, após a adição de 100 µL de 

cultura (1x106 células/mL em meio LIT suplementado com 10% de SFBi e 4% de urina 

estéril) as concentrações finais de miltefosina nos poços foram: 60, 30, 15, 7,5, 3,75 e 1,875 

µM. Cultura na ausência da droga (0,0 µM de miltefosina) foram utilizadas como controle e 

poços contendo apenas meio LIT foram utilizados como branco do sistema. Após 72 horas 

de incubação a 24ºC, foi adicionado a cada poço 50 µL de solução estéril de resazurina 

(0,0125% (p/v) em PBS). A placa foi incubada por 4 horas a 37ºC para conversão da 

resazurina em resorufin, composto fluorescente e colorimétrico, detectado pela absorvância 

em 570 e 600 nm e/ou a intensidade de fluorescência (λex 540 nm; λem 590 nm). 

A porcentagem de inibição da miltefosina foi determinada pela relação entre a 

absorbância/intensidade de fluorescência da cultura tratada com a droga e a 

absorbância/intensidade de fluorescência do controle não-tratado de acordo com a Equação 

2 (densidade ótica) ou 3 (fluorescência). A concentração de miltefosina que reduz em 50% a 

sobrevivência do parasita (IC50) foi determinada por meio de análise de regressão não-linear 

(curva dose-resposta), utilizando o software GraphPad Prism v.5.0b, e expressa como 

média ± desvio padrão. Três ensaios independentes foram realizados em triplicata para 

cada isolado/clone. 
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%𝑖𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 = (1 − (
(𝜀𝑂𝑋𝜆2×𝐴𝐵𝑆𝜆1) – (𝜀𝑂𝑋𝜆1×𝐴𝐵𝑆𝜆2) 𝑇𝑅𝐴𝑇𝐴𝐷𝑂

(𝜀𝑂𝑋𝜆2×𝐴𝐵𝑆𝜆1) – (𝜀𝑂𝑋𝜆1×𝐴𝐵𝑆𝜆2) 𝐶𝑂𝑁𝑇𝑅𝑂𝐿𝐸
)) × 100          Eq.2 

Onde:  

 εOXλ1 = Coeficiente de extinção molar para a forma oxidada da resazurina em 570nm (80,586). 

 εOXλ2 = Coeficiente de extinção molar para a forma oxidada da resazurina em 600nm (117,216) 

 ABSλ1 = Densidade ótica obtida em 570nm. 

 ABSλ2 = Densidade ótica obtida em 600nm. 

 

%𝑖𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 = (1 − (
𝐼𝐹𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜

𝐼𝐹𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
)) × 100          Eq.3 

Onde: 

 IF tratado = Intensidade de Fluorescência obtida na cultura tratada com miltefosina. 

 IF controle = Intensidade de Fluorescência obtida na cultura controle. 

 

A diferença de susceptibilidade à miltefosina entre grupos foi determinada pelo teste 

estatístico bicaudal t-student (GraphPad Prism v.5.0b), assumindo significância estatística 

α<0,05. 
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5. ANÁLISE PROTEÔMICA 

 

5.1. OBTENÇÃO DO EXTRATO PROTEICO 

Os parasitos na fase logarítmica tardia de crescimento (6º dia) foram obtidos por 

centrifugação a 1.000 g por 10 minutos a 4ºC. Posteriormente, as células foram lavadas com 

meio RPMI-1640 (pH 7,5), sob as mesmas condições de centrifugação, por três vezes, e 

acondicionadas na forma de pellet úmido a -80ºC até extração proteica. 

A massa dos parasitas na forma de pellet úmido foi ressuspendida em tampão 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 proporção de 1:3 (v:v). As células foram lisadas sob agitação branda por 2 

horas à temperatura ambiente, seguida por passagem do homogenato em agulha 26 G por 

10 vezes. Para obtenção do extrato proteico solúvel o material insolúvel do lisado celular foi 

removido por centrifugação a 20.000 g por 30 minutos a 4ºC. Os sobrenadantes foram 

aliquotados e armazenados a -80°C até sua utilização (Andrade et al., 2008). O conteúdo 

proteico do extrato solúvel obtido das amostras foi determinado pelo kit 2-D Quant Kit, 

conforme as indicações do fabricante.  

 

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

Em um estudo prévio, três géis bidimensionais de Coomassie foram preparados a partir de 

três replicatas biológicas 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 biológicas de cada isolado foram altamente reprodutíveis em termos 

do número total de spots, posição relativa e intensidade (resultados não mostrados, mas 

disponíveis em Carnielli (2011)). Diante desses dados, a análise proteômica por 2D-DIGE 

conduzida no presente estudo, utilizou um pool das três replicatas biológicas para compor o 

proteoma de cada isolado clínico. Esta análise proteômica foi realizada com isolados de L. 

(L.) chagasi obtidos de pacientes que apresentaram diferentes respostas clínicas ao 

tratamento com miltefosina: (i) um isolado de paciente que apresentou cura terapêutica 

(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. Marcação e Focalização Isoelétrica das Amostras 

O valor de pH dos extratos proteicos foram verificados, e se necessário foi ajustado para 8,5 

com NaOH 50 mM. Em seguida as amostras foram marcadas com os corantes fluoróforos 

(CyDye) de acordo com as indicações do fabricante (GE Healthcare). As amostras (50 µg) 

foram alternativamente marcadas com 400 pmol de Cy3 ou Cy5 e o controle interno (50 µg), 

o qual corresponde a uma mistura com quantidades iguais das amostras analisadas, foi 

marcado com 400 pmol de Cy2. Após 30 minutos de incubação, a reação de marcação foi 

paralisada pela adição de 1 µL de solução 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 combinação ajustado para 

350 µL com solução de reidratação (Destreak) contendo 0,2% de anfólitos 4 – 7. 

 

Tabela 3 – Desenho experimental do 2D-DIGE. 

Gel 
Fluoróforo / amostra 

Cy3 Cy5 Cy2 

1 C R C e R 

2 R C C e R 

3 C R C e R 

C: amostra obtida do isolado de L. (L.) chagasi de um paciente que apresentou cura 

terapêutica (MG14A); R: amostra obtida do isolado de L. (L.) chagasi de um paciente 

que apresentou falha ao tratamento (MG11A). 

 

As amostras obtidas das combinações foram transferidas para bandeja de reidratação 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 reidratação passiva (12 

horas a 20ºC) e focalização isoelétrica (1ª etapa: 300 V por 5 horas; 2ª etapa: aumento 

gradual da voltagem até 10.000 V em 2 horas; 3ª etapa: acúmulo de 60.000 Vh; 4ª etapa: 

500 V por 5 horas) no sistema Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare) a 20ºC com corrente 

máxima de 50 mA/IPG strip.  
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5.2.2. Redução e Alquilação das Proteínas 

Após a primeira dimensão, as proteínas eletrofocalizadas foram submetidas à redução e 

alquilação. O processo consistiu de incubação sequencial com: (i) tampão de equilíbrio (50 

mM Tris-HCl 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 tampão de equilíbrio 

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

 

5.2.3. Segunda Dimensão – SDS-PAGE 

A segunda dimensão foi realizada em sistema SDS-PAGE de acordo com Laemmli (1970), 

utilizando o sistema Ettan DaltSix com placas de vidro de baixa fluorescência (GE 

Healthcare). As IPG strips contendo as proteínas reduzidas e alquiladas foram transferidas 

para superfície do gel de poliacrilamida (12%) e seladas com solução de agarose 0,5% 

preparada em tampão Tris/Glicina/SDS (TGS). A migração das proteínas 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 Análise das Imagens 

Os géis, entre as placas de baixa fluorescência, foram digitalizados utilizando scanner 

Typhoon FLA 9000 (GE Healthcare) com resolução de 100 µm. Os valores do 

fotomultiplicador (PTM) foram ajustados para otimizar a sensibilidade e prevenir a saturação. 

Para a obtenção das imagens foram utilizados os comprimentos de onda de 

excitação/emissão 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 detecção visual dos spots.  

As imagens foram analisadas pelo software DeCyder v.7.0 (GE Healthcare) de acordo com 

as recomendações do fabricante. A autenticidade de cada spot foi validada por inspeção 

visual e editada quando necessário. A diferença quantitativa na expressão proteica dos 

spots foi determinada pelo teste estatístico t-student, com correção da taxa de false 

discovery, assumindo significância estatística α<0,05.  
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5.3. IDENTIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS 

Os spots proteicos diferencialmente expressos entre os isolados analisados foram 

selecionados para análise de identificação por espectrometria de massas. 

 

5.3.1. Digestão das Proteínas, Extração dos Peptídeos e Análise 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 µL de solução de 

acetonitrila 50% (v/v) em bicarbonato de amônio 25 mM pH 8,0 (três etapas de 15 minutos 

cada, sob agitação). Após a remoção do descorante, os spots foram tratados com 200 µL de 

acetonitrila P.A. até o gel se tornar opaco. Esse solvente foi removido da amostra por 

concentração a vácuo (Concentrador Plus, Eppendorf), e os fragmentos dos géis foram 

reidratados com 10 µL de solução de bicarbonato de amônio 50 mM, contendo 20 ng/µL de 

tripsina por 30 minutos em banho de gelo. Em seguida, 20 µL de solução de bicarbonato de 

amônio 50 mM foram adicionados para manter os pedaços de gel úmido durante a digestão 

tríptica (37°C por 16 horas). Após esse período de incubação, a solução não incorporada ao 

gel foi recolhida e os pedaços do gel foram submetidos a lavagens sucessivas com 30 µL de 

solução de ácido fórmico 5% em acetonitrila 50% (duas etapas de 30 minutos cada, sob 

agitação) para completa remoção dos fragmentos trípticos. As três soluções foram 

agrupadas e o volume resultante foi reduzido à aproximadamente 10 µL por concentrador a 

vácuo. As amostras resultantes foram dessalinizadas em micro coluna Zip-Tip (resina C18; 

P10, Millipore Corporation, Bedford, MA) equilibrada com ácido trifluoracético (TFA) 0,1%. 

Os fragmentos trípticos foram eluídos da resina em 6 µL de solução 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 à albumina bovina (BSA) do padrão de peso molecular 

foram utilizados, respectivamente, como controle negativo e positivo para as análises. 

Alíquotas de 0,5 µL 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 µL de 

solução 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 

acurácia e resolução. A calibração externa do modo MS foi realizada utilizando a mistura de 
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cinco peptídeos: des-Arg1-Bradicinina (m/z = 904,468), angiotensina I (m/z = 1296,685), 

Glu1-fibrinopeptídeo B (m/z = 1570,677), ACTH (18–39) (m/z = 2465,199) e ACTH (7–38 

clip) (m/z = 3657,929). Similarmente, a calibração externa do modo MS/MS foi realizada in 

tandem, utilizando os fragmentos ionizados com massas conhecidas gerados a partir do  

Glu1-fibrinopeptídeo B. Os 15 íons com sinais mais intensos no MS, e com razão sinal/ruído 

acima de 2, foram selecionados como precursor para aquisição do MS/MS. Durante a 

análise de MS e MS/MS foi aplicado uma lista de exclusão referente às massas oriundas 

dos fragmentos trípticos 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 análise foi estabelecido os seguintes critérios: 

razão sinal/ruído ≥ 2; e área mínima 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 sequências) pelo 

MASCOT® a partir do genoma de referência da espécie L. (L.) infantum JPCM5. Os 

parâmetros de busca utilizados no MASCOT® foram: (i) ausência de restrições no peso 

molecular da proteína; peptídeos trípticos com ausência de até dois fragmentos; (ii) 

modificações variável na metionina (oxidação), cisteína (carbamidometilação), asparagina e 

glutamina (desamidação) e formação de piroglutamato na glutamina do N-terminal do 

peptídeo; (iii) e valores de massa monoisotópica. Score global do MASCOT® 

correspondente à significância estatística de  α<0,05  foi utilizado para validação da 

identificação das proteínas. É importante ressaltar que, apesar da análise de Decoy ter 

revelado uma taxa de false discovery de 0,8% na identificação dos peptídeos, a análise do 

mesmo conjunto de dados contra todas as entradas (32.611.672 sequências) do NCBInr 

(Centro Nacional de Informações Biotecnológicas não redundante, 

www.ncbi.nlm.nih.gov/index.html) revelou um resultado muito similar, sem perda de 

sensibilidade na identificação de proteínas. Os índices de correlação entre o pI e MM 

experimental e teórico foram calculados pelo software GraphPad Prism v.5.0b, por meio da 

análise de correlação de Spearman. 

A categorização funcional das proteínas identificadas foi realizada por meio das anotações 

do processo biológico 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. VALIDAÇÃO DA ANÁLISE PROTEÔMICA 

A validação da análise proteômica foi realizada por western blotting referente às proteínas 

EF-1β (com expressão aumentada no isolado resistente) e α-tubulina (não apresentou 

diferença no nível de expressão proteica entre os isolados dos grupos cura e recidiva). Para 

isto, 150 µg 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 

proteínas foram transferidas para membrana de PVDF (Hybond, Amershan, UK) na unidade 

de transferência semiseco (GE Healthcare) por aplicação de 1,6 mA/cm2 durante 2 h. Em 

seguida as membranas foram lavadas com solução PBS-Tween 0,1% e incubadas com o 

tampão de bloqueio (PBS-Tween 0,1% acrescido de 5% de leite em pó desnatado) a 4ºC 

overnight. Após o bloqueio, as membranas foram incubadas a 4ºC overnight com os 

anticorpos primários anti-EF-1β e anti-α-tubulina (normalizador) nas diluições de 1:50 e 

1:1.000, respectivamente. Após três etapas de lavagem com PBS-Tween 0,5% por 5 

minutos cada, as membranas foram incubadas com seus respectivos anticorpos 

secundários conjugados com peroxidase na diluição de 1:2.000. As ligações específicas 

foram reveladas com o sistema Western blotting detection ECL e detectadas por exposição 

em câmera CCD (Kodak Gel Logig 1500 imaging system, USA). Os sinais gerados pela 

câmera 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 áreas delimitadas de mesmo tamanho para cada membrana e expressas como unidades 

arbitrárias. 
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6. ANÁLISE GENÔMICA 

A análise genômica foi realizada com 32 isolados de L. (L.) chagasi obtidos de pacientes 

que participaram do ensaio clínico para avaliar a eficácia da miltefosina no tratamento da LV 

no Brasil e com a cepa de referência para a espécie L. (L.) chagasi PP75 (tabela 2). 

 

6.1. OBTENÇÃO DE DNA GENÔMICO 

Para obtenção do DNA genômico foram utilizados 5x107 células de parasitas na forma 

promastigota na fase logarítmica tardia de crescimento (6º dia). O DNA genômico foi 

extraído do pellet de células, obtido por centrifugação a 1.000 g por 3 minutos a 4ºC, 

utilizado o kit DNeasy® Blood & Tissue (QIAGEN) conforme as indicações do fabricante. 

Para isto, o pellet foi ressuspendido em 200 µL de PBS e em seguida foi adicionado 20 µL 

de solução da proteinase K e 200 µL do tampão AL. Após agitação em vortex o homogenato 

foi incubado à 56ºC por 10 minutos. Posteriormente foram adicionados ao homogenato 200 

µL de etanol (96 – 100%) e esse foi agitado em vortex. Para a purificação 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 µL de tampão de lavagem AW1 (1 minuto a 

6.000 g); (ii) e com 500 µL de tampão de lavagem AW2 (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 µL do 

tampão de eluição AE. Após incubação por 3 minutos à temperatura ambiente, o DNA 

genômico foi obtido por centrifugação a 6.000 g por 1 minuto. Para aumentar o rendimento 

do processo de purificação do DNA genômico, a etapa de eluição de DNA foi realizada 

novamente sob as mesmas condições previamente descritas. Em seguida o conteúdo de 

DNA genômico extraído foi mensurado em nanodrop a 260 nm e a pureza do mesmo foi 

avaliada pelas razões 260/280 e 260/230.  

 

6.2. SEQUENCIAMENTO DO DNA GENÔMICO 

Os DNA genômico dos isolados de L. (L.) chagasi e da cepa de referência 

(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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utilizando o kit Nexter DNA Library (Illumina) e realizou o sequenciamento de toda a 

biblioteca no sistema Illumina MiSeq. Os dados do sequenciamento foram reportados em 

arquivo Fastq. 

 

6.3. ANÁLISE COMPUTACIONAL DOS DADOS OBTIDOS POR NGS 

A qualidade do sequenciamento do DNA genômico dos isolados de L. (L.) chagasi foi 

verificada, nos arquivos Fastq gerados pelo Illumina Genome Analyzer, pelo software 

FastQC, o qual reportou: tamanho das sequências; conteúdo de GC; qualidade das 

sequências por base; score de qualidade das sequências por base; conteúdo das 

sequências por base; conteúdo de GC por base; conteúdo de GC por sequência; conteúdo 

de “N” por base; distribuição do tamanho das sequências; sequências duplicadas; 

sequências sobre-representadas; e Kmer sobre-representados.  

Em seguida foi utilizado o software FastqMcf para detectar e remover: as sequências de 

adaptadores utilizados no sequenciamento; os “N” presentes nas extremidades dos reads; 

os nucleotídeos de baixa qualidade (<10) localizados nas extremidades dos reads; os reads 

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

As linha de comando, assim como as informações referentes ao softwares e parâmetros 

utilizados nas análises de bioinformática estão descritas na tabela 4. 

 

6.3.1. Alinhamento e Realinhamento 

O genoma de referência utilizado neste estudo foi o da espécie L. (L.) infantum (JPCM5) 

(TritrypDB-8.0_LinfantumJPCM5_Genome.fasta, v.5) obtido do site do TriTryDB 

(http://tritrypdb.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 referência, utilizando os parâmetros para 

análise muito sensível (Tabela 4). 

Após o alinhamento, foram utilizados os software: (i) SAMtools para realizar o sort e remover 

as duplicatas dos arquivos; (ii) e PICARD para adicionar a informação “LB=1 PL=Illumina 

PU=x SM=<filename>” no cabeçalho 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 

referência foi indexado e o dicionário das sequências deste foi criado pelos softwares 

samtools’ faidx e PICARD, respectivamente, para serem utilizados no realinhamento dos 

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

 

6.3.2. Análise de Variação Estrutural: Variação no Número de Cópias de Genes e de 

Cromossomos 

As anotações do genoma de referência da espécie L. (L.) infantum (JPCM5) 

(TriTrypDB_8.0_LinfantumJPCM5.gff, v.5) foram obtidas do site do TriTryDB 

(http://tritrypdb.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 informações adicionais de descrição do 

produto gênico e ID do grupo ortólogo, 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 extensão .tsv. 

Esses arquivos em conjunto com os arquivos TriTrypDB_8.0_LinfantumJPCM5.fa, 

TriTrypDB_8.0_LinfantumJPCM5.fa.fai (ambos obtidos por conversão da extensão 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 análise de variação no número de 

cópias. Essa análise 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 equação 4. A estimativa do número 

de cópias 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 equação 5. Por fim, foi considerado que genes no mesmo 

cromossomo e com o mesmo ID ortólogo correspondem à duplicações e, portanto, as 

informações desses genes foram reunidas. Dessa forma, as informações correspondentes 

aos genes membro de um mesmo grupo foram adicionadas em conjunto para obter o 

número de cópias, de acordo com a equação 5. Esse script reporta o número de cópias de 

genes haploide (número de genes por grupo ortólogo em uma única cópia do cromossomo) 

e a dose gênica (número total de genes por grupo ortólogo multiplicado pela ploidia do 

respectivo cromossomo). 
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𝑃𝑙𝑜𝑖𝑑𝑖𝑎 =
𝐶ℎ𝑟 𝑟𝑒𝑎𝑑 𝑑𝑒𝑝𝑡ℎ

(𝐺𝑒𝑛𝑜𝑚𝑒 𝑟𝑒𝑎𝑑 𝑑𝑒𝑝𝑡ℎ/𝑝𝑙𝑜𝑖𝑑𝑖𝑎 𝑏𝑎𝑠𝑒)
          Eq.4 

Onde:  

 Ploidia = número de cópias do cromossomo em análise; 

 Chr read depth = mediana do read depth do cromossomo em análise; 

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

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

 

𝐺𝑒𝑛𝑒 𝐶𝑁 =
𝑓𝑝𝑘𝑚

(𝐶ℎ𝑟 𝑟𝑒𝑎𝑑 𝑑𝑒𝑝𝑡ℎ/𝐶ℎ𝑟 𝑝𝑙𝑜𝑖𝑑𝑖𝑎)
          Eq.5 

Onde:  

 Gene CN = número de cópias de genes (haploide); 

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

 Chr read depth = mediana do read depth do cromossomo em que o gene está localizado; 

 Chr ploidia = ploidia do cromossomo em que o gene está localizado. 

 

A diferença da dose gênica, para cada gene por grupo ortólogo, entre os isolados do grupo 

cura e recidiva foi avaliada pelo teste não paramétrico Mann-Whitney U. Em seguida foi 

realizada a correção desta análise por permutações randômicas (1.000.000) entre os dados 

de um mesmo grupo ortólogo, recalculando concomitantemente o teste de Mann-Whitney. O 

p-valor empírico foi calculado como o número de vezes que o teste de permutação retornou 

um p-valor ≤ do que o teste inicial, dividido pelo número de permutações realizadas (PLINK 

v.1.07). Os grupos ortólogos que apresentaram diferença significativa (p < 0,01) entre os 

grupos cura e recidiva, após o teste de permutação, foram plotados em um heatmap, 

escalonado por colunas, utilizando o programa R, o qual também foi empregado para plotar 

os dados do número de cópias de cromossomos (não escalonado). 

 

6.3.3. Análise de SNPs e InDels 

O software GATK UnifiedGenotyper foi utilizado para identificar as variações de SNPs e 

InDels no genoma dos isolados de L. (L.) chagasi, tendo como base o genoma de referência 

da espécie L. (L.) infantum (JPCM5). Essa análise utilizou os arquivos gerados na etapa de 

alinhamento (descrito no item 6.3.1). Como foi observada variação 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, os isolados foram agrupados de 

acordo com a ploidia observada e então foi realizada a análise de identificação de SNPs e 

InDels por grupos. Os parâmetros 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 não são informativas para o estudo de resistência à miltefosina, ou seja, 

aquelas presentes em todos ou apenas em um dos isolados analisados em relação ao 

genoma de referência, foram excluídas das análises posteriores. 

O software SnpEff foi utilizado para anotar e predizer os efeitos das variações 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 variações diferencialmente distribuídas entre os isolados dos grupos cura e recidiva 

(obtidos antes do tratamento com miltefosina) foram destacadas pelo teste estatístico Chi-

quadrado e confirmados pela análise de permutação (1.000.000), ambos realizados pelo 

software PLINK v.1.07, assumindo significância estatística α ≤ 0,05. 
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Tabela 4 – Descrição dos softwares, linhas de comando e parâmetros utilizados nas análises de bioinformática. 

Software Versão Finalidade Linha de comando / Parâmetros Referência 

FastQC 0.11.2 Controle de qualidade fastqc <input.fastq> (Cock et al., 2010) 

FastqMcf 1.04.676 Trimming fastq-mcf –o <output.fastq R1> -o <output.fastq R2> adaptors.fa <input.fastq R1> <input.fastq R2> (Ea-Utils, 2011) 

Bowtie2 2.2.1 Index bowtie2-build <input.fasta> <output> (Langmead e Salzberg, 2012) 

Bowtie2 2.2.1 
Alinhamento reads contra o 
genoma de referência 

--local -D 20 -R 3 -N 1 -L 20 –i S,1,0.5 –K 1 –I 200 –X 800 (Langmead e Salzberg, 2012) 

SAMtools 0.1.19 Sort e remoção de duplicatas samtools sort –o <input.bam> | samtools rmdup - <output.bam> (Li et al., 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 
UnifiedGenotyper 

3.1-1 Re-alinhamento 
–T RealignerTargetCreator –R <reference.fasta> –I <input-1.bam> -o <output-1.bam>; JAVA –jar $GATK –T IndelRealigner – R 
<reference.fasta> -I <input-1.bam> - targetInterval <output-1.bam> -o <output-2.bam> 

(Depristo et al., 2011; Van Der 
Auwera et al., 2013) 

CNV custom script --- CNV 
cufflinksOpts=”-u -N”; UnifiedGenotyperOpts=”-stand_call_conf 10 –stand_emit_conf 5”; refTag=< LinfJPMC5.tsv>; ploidy=2; 
bamfile=<input.bam>; paired=1; runName=<output.bam>; qualities=1; ignoreBamStatus=1; noBamRmdup=1; noBamSort=1; 
gzipFastqOnSuccess=0; singleCopyThreshould=1.85 

(Downing et al., 2011; Rogers et al., 
2011; Trapnell et al., 2012) 

GATK 
UnifiedGenotyper 

3.1-1 Identificação de SNPs 
-T UnifiedGenotyper -nt 4 -rf ReassignMappingQuality -DMQ 60 -R <referenceGenome.fasta>-I <bamfile> -glm SNP -ploidy <estimated ploidy> -
o <output.vcf> -L <chromosome> -stand_call_conf 10 -stand_emit_conf 5 

(Depristo et al., 2011; Van Der 
Auwera et al., 2013) 

GATK 
UnifiedGenotyper 

3.1-1 Identificação de InDels 
-T UnifiedGenotyper -nt 4 -rf ReassignMappingQuality -DMQ 60 -R <referenceGenome.fasta> -I <bamfile>-glm INDEL -ploidy <estimated ploidy> 
-o <output.vcf>-L <chromosome> -- -stand_call_conf 10 -stand_emit_conf 5 

(Depristo et al., 2011; Van Der 
Auwera et al., 2013) 

GATK 
VariantFiltration 

3.1-1 Filtro SNPs 
-T VariantFiltration -R reference.fasta -V <input.vcf> -o <output.vcf> --filterExpression "QD<2.0" --filterName "QDFilter" --filterExpression 
"MQ<40.0" --filterName "MQFilter" --filterExpression "FS>60.0" --filterName "FSFilter" --filterExpression " 

(Depristo et al., 2011; Van Der 
Auwera et al., 2013) 

GATK 
VariantFiltration 

3.1-1 Filtro InDels 
-T VariantFiltration -R reference.fasta -V <input.vcf> -<output.vcf >--filterExpression "QD<2.0" --filterName "QDFilter" --filterExpression "FS>200" 
--filterName "FSFilter" --filterExpression "ReadPosRankSum<-20.0" --filterName "ReadPosFilter" 

(Depristo et al., 2011; Van Der 
Auwera et al., 2013) 

SNPEFF 3.6b 
Anotação de variantes de SNPs 
e InDels 

eff -c <configFile> -s <output.html> <Reference_Genome> <input.vcf> > <output.vcf> (Cingolani et al., 2012) 

PLINK 1.07 Análise estatística plink --bfile <inputPrefix> --assoc --perm –allow-no-sex (Purcell et al., 2007) 
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6.4. VALIDAÇÃO DAS PREDIÇÕES DA ANÁLISE DE BIOINFORMÁTICA 

A análise de variação estrutural, descrita no item 6.3.2., destacou diferenças significativas 

entre os grupos cura e recidiva quanto a presença de quatro genes in tandem, localizados 

no cromossomo 31. A presença 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 reações de PCR individuais para cada gene foram conduzidas com a enzima Phusion® 

DNA polimerase, utilizando o tampão HF (High Fidelity) de acordo com as recomendações 

do fabricante (ID 1, ID 2, ID 3 e ID 4 – tabela 5). A reação 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 indicações do fabricante 

(ID 7 – Tabela 5). Os detalhes de cada reação de PCR e os detalhes sobre os iniciadores 

utilizados estão 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. 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 – Estratégia de PCR para validar os dados obtidos na análise de variação estrutural. Cinco 

reações de PCR independentes foram realizadas para verificar a presença ou ausência dos genes LinJ.31.2370, 

LinJ.31.2380, Linj.31.2390 e LinJ.31.2400 no cromossomo 31 de todos os isolados de L. (L.) chagasi e da cepa 

de referência PP75. As reações de PCR para cada gene individual (OL4613/OL4614; OL4615/OL4616; 

OL4617/OL4618; e OL4619/OL4620) foi realizada com enzima Phusion® DNA polimerase, enquanto que a PCR 

para verificar a presença simultânea desses quatro genes in tandem (OL4621/OL4622) foi realizada com a 

enzima DNA polimerase Long PCR Enzyme Mix e com a enzima Phusion® DNA polimerase. Para todas as 

reações foram realizados 35 ciclos. 
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Tabela 5 – Detalhes das reações de PCR utilizadas no presente estudo. 

PCR 
Mistura reacional 

Vol. 
finala 

Condições de ciclagem 
Aplicação 

ID Produto de PCR (bp) Etapa TºCb Tempo 

1 
LinJ.31.2370 
(1423 bp) 

30 ng de DNA 
genômico / colônia, 
200 µM dNTPs, 0,5 µM 
Fw OL4614, 0,5 µM Rv 
OL4613, tampão HF 
1x e 0,2 U de 
Phusion®. 

20 µL 
ou  
50 µL 

Desnaturação inicial 98ºC 3 min. Triagem para a presença do 
referido gene nos isolados 
clínico. 
Amplificação do referido gene 
para montagem do constructo 
a ser transfectado. 
Triagem, por PCR de colônia, 
do referido gene na etapa de 
subclonagem em células 
DH5α. 

30 - 35 ciclos 

98ºC 30 sec. 

61ºC 30 sec. 

72ºC 2 min. 

Extensão final 72ºC 10 min. 

2 
LinJ.31.2380 
(1137 bp) 

30 ng de DNA 
genômico / colônia, 
200 µM dNTPs, 0,5 µM 
Fw OL4616, 0,5 µM Rv 

OL4615, 400 µM 
betaína, tampão HF 1x 
e 0,2 U de Phusion®. 

20 µL 

Desnaturação inicial 98ºC 3 min. Triagem para a presença do 
referido gene nos isolados 
clínicos. 
Triagem, por PCR de colônia, 

do referido gene na etapa de 
subclonagem em células 
DH5α. 

35 ciclos 

98ºC 30 sec. 

60ºC 30 sec. 

68ºC 1 min. 

Extensão final 68ºC 10 min. 

3 
LinJ.31.2380 
(1137 bp) 

30 ng de DNA 
genômico, 200 µM 
dNTPs, 0,5 µM Fw 
OL4616, 0,5 µM Rv 
OL4615, tampão HF 
1x e 0,2 U de 
Phusion®. 

50 µL 

Desnaturação inicial 98ºC 3 min. 

Amplificação do referido gene 
para montagem do constructo 
a ser transfectado. 

30 ciclos 

98ºC 30 sec. 

60ºC 30 sec. 

68ºC 1 min. 

Extensão final 68ºC 10 min. 

4 
LinJ.31.2390 
(2727 bp) 

30 ng de DNA 
genômico / colônia, 
200 µM dNTPs, 0,5 µM 
Fw OL4618, 0,5 µM Rv 
OL4617, 400 µM 
betaína, tampão HF 1x 
e 0,2 U de Phusion®. 

20 µL 

Desnaturação inicial 98ºC 3 min. Triagem para a presença do 
referido gene nos isolados 
clínicos. 
Triagem, por PCR de colônia, 
do referido gene na etapa de 
subclonagem em células 
DH5α. 

35 ciclos 

98ºC 30 sec. 

60ºC 30 sec. 

68ºC 3 min. 

Extensão final 68ºC 10 min. 

5 
LinJ.31.2390 
(2727 bp) 

30 ng de DNA 
genômico, 200 µM 
dNTPs, 0,5 µM Fw 
OL4618, 0,5 µM Rv 
OL4617, tampão HF 
1x e 0,2 U de 
Phusion®. 

50 µL 

Desnaturação inicial 98ºC 3 min. 

Amplificação do referido gene 
para montagem do constructo 
a ser transfectado. 

30 ciclos 

98ºC 30 sec. 

60ºC 30 sec. 

68ºC 3 min. 

Extensão final 68ºC 10 min. 

6 
LinJ.31.2400 
(1562 bp) 

30 ng de DNA 
genômico / colônia, 
200 µM dNTPs, 0,5 µM 
Fw OL4620, 0,5 µM Rv 
OL4619, tampão HF 
1x e 0,2 U de 
Phusion®. 

20 µL 
ou  
50 µL 

Desnaturação inicial 98ºC 3 min. Triagem para a presença do 
referido gene nos isolados 
clínicos. 
Amplificação do referido gene 
para montagem do constructo 
a ser transfectado. 
Triagem, por PCR de colônia, 
do referido gene na etapa de 
subclonagem em células 
DH5α. 

30 - 35 ciclos 

98ºC 30 sec. 

63ºC 30 sec. 

72ºC 2 min. 

Extensão final 72ºC 10 min. 

7 
LinJ.31.2370-LinJ.31.2400 
(~ 14kb e/ou ~1,2 kb) 

10 ng de DNA 
genômico, 200 µM 
dNTPs, 0,4 µM Fw 

OL4622, 0,4 µM Rv 
OL4621, DMASO 4%, 
tampão (Long PCR 
com 15mM MgCl2) 1x 
e 2,5 U de Long PCR 
Enzyme Mix 

25 µL 

Desnaturação inicial 94ºC 5 min. 

Triagem para a presença 
(fragmento de ~14 kb) e/ou 
ausência (fragmento de ~1,2 
kb) do locus contendo os 
genes LinJ.31.2370, 
LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e 
LinJ.31.2400 nos isolados 
clínicos. 

10 ciclos 

96ºC 30 sec. 

63ºC 30 sec. 

68ºC 10 min. 

25 ciclos 

96ºC 30 sec. 

63ºC 30 sec. 

68ºC 11,5 min. 

Extensão final 68ºC 10 min. 

8 
LinJ.31.2370-LinJ.31.2400 
(~1200 bp) 

30 ng de DNA 
genômico, 200 µM 
dNTPs, 0,5 µM Fw 
OL4622, 0,5 µM Rv 
OL4621, tampão HF 
1x e 0,2 U de 
Phusion®. 

20 µL 
ou  
50 µL 

Desnaturação inicial 98ºC 3 min. Amplificação da região gênica 
onde ocorreu a perda do locus 
contendo os genes 
LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, 
LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 
para ser ligado no pGEM T 
easy e posteriormente 
sequenciado 

30 - 35 ciclos 

98ºC 30 sec. 

63ºC 30 sec. 

72ºC 1 min. 

Extensão final 72ºC 10 min. 

9 
LinJ.31.2370-Ty 
(1089 bp) 

15 ng de DNA 
(pGEM+LinJ.31.2370) 
/ colônia, 200 µM 
dNTPs, 0,5 µM Fw 
OL4738, 0,5 µM Rv 
OL4639, tampão HF 
1x e 0,2 U de 
Phusion®. 

20 µL 
ou  
50 µL 

Desnaturação inicial 98ºC 3 min. Amplificação do referido gene 
para montagem do constructo 
a ser transfectado. 
Triagem, por PCR de colônia, 
do referido gene na etapa de 
subclonagem em células 
DH5α. 

30 ciclos 

98ºC 30 sec. 

68ºC 30 sec. 

72ºC 1 min. 

Extensão final 72ºC 10 min. 
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PCR 
Mistura reacional 

Vol. 
finala 

Condições de ciclagem 
Aplicação 

ID Produto de PCR (bp) Etapa TºCb Tempo 

10 
LinJ.31.2380-HA 
(1179 bp) 

15 ng de DNA 
(pGEM+LinJ.31.2380) 
/ colônia, 200 µM 
dNTPs, 0,5 µM Fw 
OL4740, 0,5 µM Rv 
OL4741, tampão HF 
1x e 0,2 U de 
Phusion®. 

20 µL 
ou  
50 µL 

Desnaturação inicial 98ºC 3 min. Amplificação do referido gene 
para montagem do constructo 
a ser transfectado. 
Triagem, por PCR de colônia, 
do referido gene na etapa de 
subclonagem em células 
DH5α. 

30 ciclos 

98ºC 30 sec. 

68ºC 30 sec. 

72ºC 1 min. 

Extensão final 72ºC 10 min. 

11 
LinJ.31.2390-Ty 
(2771 bp) 

15 ng de DNA 
(pGEM+LinJ.31.2390) 
/ colônia, 200 µM 
dNTPs, 0,5 µM Fw 
OL4742, 0,5 µM Rv 
OL4743, tampão HF 
1x e 0,2 U de 
Phusion®. 

20 µL 
ou  
50 µL 

Desnaturação inicial 98ºC 3 min. Amplificação do referido gene 
para montagem do constructo 
a ser transfectado. 
Triagem, por PCR de colônia, 
do referido gene na etapa de 
subclonagem em células 
DH5α. 

30 ciclos 

98ºC 30 sec. 

68ºC 30 sec. 

72ºC 3 min. 

Extensão final 72ºC 10 min. 

12 
LinJ.31.2400-HA 
(1071 bp) 

15 ng de DNA 
(pGEM+LinJ.31.2400) 
/ colônia, 200 µM 
dNTPs, 0,5 µM Fw 
OL4744, 0,5 µM Rv 
OL4745, tampão HF 
1x e 0,2 U de 
Phusion®. 

20 µL 
ou  
50 µL 

Desnaturação inicial 98ºC 3 min. Amplificação do referido gene 
para montagem do constructo 
a ser transfectado. 
Triagem, por PCR de colônia, 
do referido gene na etapa de 
subclonagem em células 
DH5α. 

30 ciclos 

98ºC 30 sec. 

68ºC 30 sec. 

72ºC 1 min. 

Extensão final 72ºC 10 min. 

13 

pGL631-LinJ.31.2370 
(1506 bp)  
pGL631-LinJ.31.2380 
(1220 bp) 
pGL631-LinJ.31.2390 
(2810 bp) 
pGL631-LinJ.31.2400 
(1645 bp) 

Colônia, 200 µM 
dNTPs, 0,5 µM Fw 
(OL4614 ou OL4616 
ou OL4618 ou 
OL4620), 0,5 µM Rv 
OL4747, tampão 
ThermoPol® 1x e 1,5 U 
de Taq DNA 
polimerase. 

20 µL 

Desnaturação inicial 95ºC 3 min. 

PCR de colônia para triagem 
simultânea da positividade da 
etapa de transformação em 
células DH5α e da posição do 
inserto sem TAG ligado ao 
vetor final pGL631 (pRib) 

30 ciclos 

95ºC 30 sec. 

60ºC 30 sec. 

68ºC 1-3 min. 

Extensão final 68ºC 10 min. 

14 

pGL631-LinJ.31.2370-Ty 
(1172 bp)  
pGL631-LinJ.31.2380-HA 
(1262 bp) 
pGL631-LinJ.31.2390-Ty 
(2852 bp)  
pGL631-LinJ.31.2400-HA 
(1154 bp) 

Colônia, 200 µM 
dNTPs, 0,5 µM Fw 
(OL4738 ou OL4740 
ou OL4742 ou 
OL4744), 0,5 µM Rv 
OL4747, tampão 
ThermoPol® 1x e 1,5 U 
de Taq DNA 
polimerase. 

20 µL 

Desnaturação inicial 95ºC 3 min. 

PCR de colônia para triagem 
simultânea da positividade da 
etapa de transformação em 
células DH5α e da posição do 
inserto com TAG ligado ao 
vetor final pGL631 (pRib) 

30 ciclos 

95ºC 30 sec. 

60ºC 30 sec. 

68ºC 1-3min. 

Extensão final 68ºC 10 min. 

15 

5’ promotor ribosomal- 
LinJ.31.2370 (2049 bp) 
5’ promotor ribosomal- 
LinJ.31.2380 (1763 bp)  
5’ promotor ribosomal- 
LinJ.31.2390 (3356 bp)  
5’ promotor ribosomal- 
LinJ.31.2400 (2186 bp)  
5’ promotor ribosomal- 
pGL631 (671 bp) 

30 ng DNA genômico, 
200 µM dNTPs, 0,5 µM 
Fw (OL2380), 0,5 µM 
Rv OL4613 ou OL4615 
ou OL4617, OL4619 
ou OL4747), tampão 
ThermoPol® 1x e 1,5 U 
de Taq DNA 
polimerase. 

20 µL 

Desnaturação inicial 95ºC 3 min. 

Verificação da integração do 
constructo linearizado no locus 
ribossomal do isolado MG11A. 
Construções sem TAG 

30 ciclos 

95ºC 30 sec. 

64ºC 30 sec. 

68ºC 3 min. 

Extensão final 68ºC 10 min. 

16 

5’ promotor ribosomal- 
LinJ.31.2370-Ty (1697 bp) 
5’ promotor ribosomal-
LinJ.31.2380-HA (1787 bp) 
5’ promotor ribosomal-
LinJ.31.2390-Ty (3377 bp) 
5’ promotor ribosomal-
LinJ.31.2400-HA (1700 bp) 

30 ng DNA genômico, 
200 µM dNTPs, 0,5 µM 
Fw (OL2380), 0,5 µM 
Rv OL4739 ou OL4741 
ou OL4743 ou 
OL4745), tampão 
ThermoPol® 1x e 1,5 U 
de Taq DNA 
polimerase. 

20 µL 

Desnaturação inicial 95ºC 3 min. 

Verificação da integração do 
constructo linearizado no locus 
ribossomal do isolado MG11A. 
Construções com TAG 

30 ciclos 

95ºC 30 sec. 

64ºC 30 sec. 

68ºC 3 min. 

Extensão final 68ºC 10 min. 

a  Vol. Final, volume reacional final para a reação de PCR.  

b  TºC, temperatura em º C. 

min., minuto; sec., segundos 
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Tabela 6 – Informações dos iniciadores utilizados no presente estudo. 

Iniciadores (Primers) 
Utilização 

IDa Sequênciab Tipoc Tmd 

OL4613 ATCTAGATTATAAATCCAGTGCGATCG Rv 60 ºC Identificação e/ou amplificação do gene 
LinJ.31.2370 sem TAG. Fw anela na região 
intergênica. OL4614 TATAAGCTTCTGTCATCACTCTTGTTAATGCG Fw 63 ºC 

OL4615 ATCTAGACTAGAGGGCGACGTGCTCAT Rv 67 ºC Identificação e/ou amplificação do gene 
LinJ.31.2380 sem TAG OL4616 TATAAGCTTATGGCTCGAGCTCGTTTCC Fw 67 ºC 

OL4617 ATCTAGACTGCTACGCGCTCCTGTG Rv 65 ºC Identificação e/ou amplificação do gene 
LinJ.31.2390 sem TAG. OL4618 TATAAGCTTATGACCCTGCAGTGCGAT Fw 66 ºC 

OL4619 ATCTAGACAGATTGCAGAATTCACGC Rv 62 ºC Identificação e/ou amplificação do gene 
LinJ.31.2400 sem TAG. Fw anela na região 
intergênica. OL4620 TATAAGCTTGCGTGGTTATATACGTGAGCG Fw 64 ºC 

OL4621 AGTTGAGTCTGCTCCGGTG Rv 63 ºC Identificação da presença simultânea dos genes 
LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e 
LinJ.31.24000. OL4622 TTCACGTCACGGCCAAAG Fw 63 ºC 

OL4716 GCCGTCGTGTTCTGAAGG Rv 65 ºC 
Sequenciamento da parte interna do gene 
LinJ.31.2370. 

OL4717 GCGGATTGAAATCACCGTC Rv 65 ºC 
Sequenciamento da parte interna do gene 
LinJ.31.2390. 

OL4718 CTTCTCCGCCTGCCTGTC Rv 66 ºC 
Sequenciamento da parte interna do gene 
LinJ.31.2390. 

OL4719 GATGGATGCAGCATTTTCG Rv 64 ºC 
Sequenciamento da parte interna do gene 
LinJ.31.2390. 

OL4720 CGTGACTGAAAATCTGCGG Rv 64 ºC 
Sequenciamento da parte interna do gene 
LinJ.31.2390. 

OL4721 GCGACGAGTCCTAGTTTCG Rv 63 ºC 
Sequenciamento da parte interna do gene 
LinJ.31.2400. 

OL4738 TACCGGTATGGCCGTCGCCCTCATT Fw 70 ºC 
Identificação e/ou amplificação da ORF do gene 
LinJ.31.2370. TAGGED.  OL4739 

ATCTAGATTAGTCAAGTGGATCTTGGTTAGTATGGACCTC 
TAAATCCAGTGCGATCGGCTC 

Rv 68 ºC 

OL4740 
TACCGGTATGTACCCGTACGACGTCCCGGACTACGCT 
ATGGCTCGAGCTCGTTTCC 

Fw 67 ºC Identificação e/ou amplificação da ORF do gene 
LinJ.31.2380. TAGGED. 

OL4741 ATCTAGACTAGAGGGCGACGTGCTCATAG Rv 67 ºC 

OL4742 TACCGGTATGACCCTGCAGTGCGATG Fw 68 ºC 
Identificação e/ou amplificação da ORF do gene 
LinJ.31.2390. TAGGED. OL4743 

ATCTAGACTAGTCAAGTGGATCTTGGTTAGTATGGACCTC 
CGCGCTCCTGTGCGG 

Rv 70 ºC 

OL4744 
TACCGGTATGTACCCGTACGACGTCCCGGACTACGCT 
ATGCGCCGCGCCATAT 

Fw 69 ºC Identificação e/ou amplificação da ORF do gene 
LinJ.31.2400. TAGGED. 

OL4745 ATCTAGATTACTTACGAGAGCGGCTCTTGAGG Rv 69 ºC 

OL4747 GCAGAAGCACTGTCGAATAGG Rv 64 ºC 
Sequenciamento de insertos no vetor pGL631 
(pRib) 

OL4794 CGATAAGCTTGATATCGAATT Fw 57 ºC 
Sequenciamento de insertos no vetor pGL631 
(pRib) 

OL2380 CATTCCGTGCGAAAGCCGG FW 73ºC Verificação da integração no locus ribossomal. 

T7 GTAATACGACTCACTATAGGGC Fw 60 ºC 
Sequenciamento de insertos no vetor pGEM T 
easy 

SP6 ATTTAGGTGACACTATAG Rv 49 ºC 
Sequenciamento de insertos no vetor pGEM T 
easy 

a ID, identificação dos iniciadores. 

b As regiões da sequência de nucleotídeo destacadas correspondem a sítios de restrição para nucleases (XbaI: vermelho 

(TCTAGA); HindIII: Azul (AAGCTT); AgeI: laranja (ACCGGT)) e Tags fusionadas (C-terminal Ty – EVHTNQDPLD; e N-

terminal HA Human influenza hemagglutinin – YPYDVPDYA). Códon sublinhado/negrito e em itálico/negrito correspondem aos 

códons de iniciação e terminação para a transcrição, respectivamente. 

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

d Temperatura de anelamento do iniciador calculada no site NEB (http://tmcalculator.neb.com/#!/), considerando a reação de 

PCR com a enzima Phusion®. 
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6.5. VERIFICAÇÃO DA HOMOGENEIDADE DOS ISOLADOS DE L. (L.) chagasi 

Em relação à presença ou ausência 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 sólido SDM79 

acrescido de 10% SFBi, 5 µg/mL de hemina e 10 µM de 6-biopterina (Ubeda et al., 2014). 

Para cada isolado, diferentes quantidades de células (500, 103 e 104) foram plaqueadas, 

incubadas a 25ºC e diariamente monitorada para o aparecimento de colônias (6 – 12 dias). 

É importante ressaltar que não foi possível separar clones no meio líquido LIT 

(suplementado com 10% SFBi e 2% de urina masculina estéril) e, em sua forma sólida 

apenas foi possível 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 genômico 

destes foi extraído de acordo com o item 6.1. A presença dos genes LinJ.31.2370, 

LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 foi verificada pela reação de PCR ID 7 (Tabela 

5). 

 

6.6. REEXPRESSÃO GÊNICA NO LOCUS RIBOSSOMAL DE L. (L.) chagasi 

A reexpressão individual dos genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 

no isolado clínico MG11A, que naturalmente os perdeu, foi alcançada por integração das 

construções no locus ribossomal do parasita, utilizando o vetor pGL631 (pRib – figura 9) 

(Mißlitz et al., 2000).  

 

 

 

 

 

 



Metodologia 

78 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Vetor pGL631 (pRib). PacI e PmeI, enzimas de restrição utilizadas para liberar o fragmento a ser 

transfectado; 5’ 18S e 3’ 18S, 18S ribosomal RNA locus – região de integração por recombinação homóloga no 

locus ribossomal; pX SL: Splicing Signal; MCS: Multiple cloning site; NotI, enzima de restrição utilizada para 

preparar o vetor para a ligação com o inserto; PAS, PolyA Site; SAS: Splice Aceptor Site; PAC, marca de seleção 

(puromicina) para as células de transfectadas; CPB: região intergênica (IR) do locus da Cisteína Proteinase B de 

L. Mexicana; ORI, Origem de Replicação bacteriana; AMP, marca de seleção (ampicilina) para as células DH5α 

transformadas. Imagem gerada no software CLC Genomics Workbench v.7. 

 

6.6.1. Obtenção das Construções 

Para cada gene a ser reexpresso, duas construções, fusionada (Tagged) ou não fusionada 

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

As amplificações dos fragmentos gênicos foram realizadas pelas reações de PCR ID 1, ID 3, 

ID 5 e ID 6, para a estratégia Untagged, e pelas reações de PCR ID 9, ID 10, ID 11 e ID 12, 

para a estratégia Tagged (Tabela 5). Após essa etapa, foi adicionada à mistura reacional 5 

U de Taq DNA Polymerase e esta foi incubada a 72ºC 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 indicações do fabricante.  

Em seguida foram conduzidas as reações de ligação dos insertos purificados com o vetor 

pGEM T easy. Essas reações foram processadas a 4ºC por aproximadamente 12 horas, 
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utilizando a proporção 1 vetor : 3 inserto em volume final de 10µL, de acordo com as 

recomendações do fabricante. Ao fim dessa etapa, 50 µL de células DH5α foram 

transformadas, com 5 µl do produto reacional, por choque térmico: incubação sequencial de 

30 minutos em gelo, 30 segundo a 42ºC e 2 minutos em gelo. Posteriormente foi adicionado 

às células DH5α 400 µL de meio de cultura Luria Broth (LB). Após 1h de incubação a 37ºC, 

as células DH5α transformadas foram clonadas em meio LB sólido acrescido de 100 µg/mL 

de ampicilina (incubação a 37ºC overnight). Para cada construção, 10 clones foram triados 

por PCR de colônia como descrito na tabela 5. 

Clones com reação de PCR positiva, para cada construção, foram expandidos em meio LB 

acrescido de 100 µg/mL de ampicilina (37ºC overnight). Em seguida o DNA plasmidial foi 

purificado, utilizando o kit QIAprep® Spin Miniprep, de acordo com as indicações do 

fabricante e, sequenciado para verificação de mutações na ORF (eurofins). 

A liberação dos insertos das construções no pGEM foi realizada por digestão com a enzima 

de restrição NotI-HF em tampão CutSmart (10 U NotI-HF/1 µg de plasmídeo, incubação a 

37ºC overnight). Para a construção pGEM-LinJ.31.2390 a digestão foi realizada com as 

enzimas NotI-HF e ScaI-HF, com a finalidade de gerar dois fragmentos menores referentes 

ao vetor, uma vez que este apresenta tamanho similar ao inserto, impossibilitando a 

separação em gel de agarose. Os produtos das digestões foram separados em gel de 

agarose-TAE 0,8% e posteriormente purificados, utilizando o kit QIAquick Gel Extraction de 

acordo com as especificações do fabricante.  

A reação de linearização e a desfosforilação das extremidades 5’ do vetor final pGL631 

foram realizadas concomitantemente, utilizando as enzimas NotI-HF e fosfatase alcalina 

(CIP) em tampão CutSmart (10 U NotI-HF + 10 U CIP/1µg µg de plasmídeo, incubação a 

37ºC overnight). Os produtos da digestão foram separados em gel de agarose-TAE 0,8% e 

posteriormente purificados, utilizando o kit QIAquick Gel Extraction de acordo com as 

especificações do fabricante.  

A reação de ligação dos insertos com o vetor pGL631 foi processada a 16ºC por 20 horas 

com 400 U da enzima T4 DNA ligase em seu respectivo tampão, utilizando a relação 1:3 

(vetor : inserto) em volume final de 10 µL. Ao fim dessa etapa, 50 µL de células DH5α foram 

transformadas, com 5 µl do produto reacional, por choque térmico e estas foram clonadas, 

como previamente descrito. Para cada construção, até 10 clones foram triados por PCR de 

colônia (ID 13 e ID 14 – Tabela 5) para verificar simultaneamente a presença da construção 

e a posição do inserto no vetor. 
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Clones com reação de PCR positiva, para cada construção, foram expandidos e o DNA 

plasmidial foi purificado como previamente descrito. Em seguida o DNA plasmidial foi 

sequenciado para verificação de mutações na ORF (eurofins). 

 

6.6.2. Transfecção 

As construções contendo os genes a serem reexpressos e o vetor pGL631 sem inserto 

(utilizado como controle nos ensaios de susceptibilidade à miltefosina), foram digeridos com 

as enzimas de restrição PacI e PmeI (120 U PacI e 120 U PmeI para 40 µg de DNA) em 

tampão CutSmart a 37ºC overnight. Em seguida os produtos das digestões foram separados 

em gel de agarose-TAE 1,2% e posteriormente purificados utilizando o kit QIAquick Gel 

Extraction, de acordo com as especificações do fabricante.  

O DNA purificado foi concentrado por precipitação: para isto foi adicionado às amostras  0,1 

volume de acetato de sódio 3M (pH 5,3) e 2,5 volumes de etanol PA a -20ºC para 1 volume 

da amostra de DNA. Após incubação a -20ºC por 1 hora as misturas foram centrifugadas a 

20.000 g, 4ºC por 30 minutos e o precipitado lavado com 500 µL de etanol 70% a -20ºC 

(sem ressuspender o mesmo) por centrifugação a 20.000 g, 4ºC por 5 minutos. Após a 

remoção do sobrenadante os tubos foram mantidos abertos por 5 minutos para evaporação 

do etanol. O DNA precipitado foi ressuspendido em 15 µL de água ultra pura. 

O processo de transfecção foi realizado por eletroporação no sistema Amaxa (programa U-

033), utilizando 5x107 células do isolado MG11A (inicio da fase logarítmica de crescimento – 

3º dia no meio LIT suplementado com 10% SFBi e 2% de urina masculina), ressuspendidas 

em 100µL da solução “ice cold Human T Cell Nucleofector” (Lonza), e 4 – 8 µg do DNA (10 

– 15 µL) previamente preparado. Imediatamente após a transfecção as células foram 

transferidas para 10 mL de meio líquido SDM79 acrescido com 10% de SFBi, 5 µg/mL de 

hemina e 10 µM de 6-biopterina. Após 12 horas de incubação a 25ºC, a células foram 

plaqueadas em meio sólido SDM79 acrescido com 10% de SFBi, 5 µg/mL de hemina, 10 µM 

de 6-biopterina e 100 µg/mL de puromicina. Os clones selecionados foram mantidos em 

meio líquido LIT acrescido com 10% de SFBi, 2% de urina masculina e 50 µg/mL de 

puromicina.  
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6.6.3. Verificação da Integração das Construções e da Reexpressão dos Produtos 

Gênicos  

A integração das construções no locus ribossomal do isolado de L. (L.) chagasi (MG11A) foi 

verificada por reações de PCR (ID 15 e 16 – Tabela 5), utilizando os primers Rv de cada 

inserto e o Fw do locus ribossomal. 

A expressão das proteínas referentes aos genes reexpressos foi avaliada por Western 

blotting. Os extratos proteicos totais foram obtidos por ressuspensão das células, 

previamente lavadas com PBS (2.000 g por 10 minutos a 4ºC), em tampão da amostra do 

sistema SDS-PAGE (2x105 células/µL). Essa mistura foi incubada a 95ºC por 10 minutos e 

posteriormente centrifugada a 10.000 g por 1 minuto. Em seguida, 20 µL dos extratos 

solúveis foram resolvidos em gel Bis-Tris (gradiente 4 – 12%), utilizando tampão de corrida 

NuPAGE MOPS SDS. A migração das proteínas ocorreu a 50 V por 30 minutos e, em 

seguida a 100 V até o término da corrida. 

As proteínas foram transferidas para membrana de PVDF (AmershamTM HybondTM) na 

unidade de transferência semiseco (Bio-Rad) por aplicação de 20 V durante 30 minutos. Em 

seguida as membranas foram lavadas com solução TBST (cloreto de sódio 137 mM, Tween-

20 0,1%, Tris 20 mM, pH 7,6) e incubadas com o tampão de bloqueio (TBST acrescido de 

5% de leite desnatado em pó) por 1,5 horas a temperatura ambiente. Após o bloqueio, as 

membranas foram incubadas overnight a 4ºC com os anticorpos primários anti-Ty e anti-HA 

nas diluições de 1:500 e 1:10.000 (preparados em TBST acrescido de 5% de leite 

desnatado em pó), respectivamente. Após três etapas de lavagem com TBST por 10 

minutos, as membranas foram incubadas por 45 minutos a temperatura ambiente com o 

anticorpo secundário (anti-camundongo) conjugados com peroxidase na diluição de 

1:50.000. As ligações específicas foram reveladas com o kit ECLTM Prime Western Blotting 

Detection Reagent e detectadas após exposição em filme Hyperfilm ECL. As imagens dos 

filmes foram transformadas em formato digital, utilizando scanner. A proteína EF-1α foi 

utilizada como controle de loading, o qual foi realizado sobre as mesmas membranas 

utilizadas para detectar as proteínas marcadas com Ty e HA (anticorpo primário anti- EF-1α, 

1:50.000; e anticorpo secundário anti-mouse, 1:50.000). 
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Figura 10 – Estratégia de reexpressão dos genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 no isolado MG11A. Com a finalidade de verificar a síntese do 

produto gênico reexpresso no isolado transfectado, os mesmos foram fusionados à Tags (Ty ou HA) para posterior detecção por Western blotting. Sabendo que as Tags 

podem interferir na atividade proteica, simultaneamente foi conduzida a estratégia de reexpressão dos referidos genes sem fusioná-los à Tags. 
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6.7. INVESTIGAÇÃO DO MECANISMO DE PERDA DE GENES EM L. (L.) chagasi 

Para investigar o possível 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 reação de PCR ID 8 (Tabela 5) positiva, 

tiveram as regiões intergênicas (IR) imediatamente localizadas acima do gene LinJ.31.2370 

e abaixo do gene LinJ.31.2400 sequenciadas. Para isso, os produtos de PCR da reação ID 

8, após adição do desoxirribonucleotídeo adenosina pela enzima Taq DNA polimerase, 

foram purificados, utilizando o kit MinElute® PCR purification, de acordo com as indicações 

do fabricante e, em seguida os fragmentos foram ligados no vetor de clonagem pGEM T 

easy (1 vetor : 3 inserto). As células DH5α foram transformadas com as construções no 

pGEM e clonadas, como previamente descrito no item 6.6.1. O DNA plasmidial foi purificado 

com kit QIAprep® Spin Miniprep, de acordo com as recomendações do fabricante e, 

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

As sequencias de nucleotídeos obtidas para cada isolado foram concomitantemente 

alinhadas contra a região correspondente do genoma de L. (L.) infantum JPCM5 

(cromossomo 31: 1121889 – 1135849) e com a mesma região do genoma de L. (L.) chagasi 

(sequência 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 sequências repetidas no genoma de L. (L.) 

infantum JPCM5 (v5). Essa análise foi realizada por blastn no TriTrypDB 

(http://tritrypdb.org/tritrypdb/), utilizando como pontos de partida: (i) a sequência formada 

pela junção das regiões intergênicas posicionadas logo acima do gene LinJ.31.2370 e logo 

abaixo do gene LinJ.31.2400; (ii) e, as sequências repetidas localizadas no cromossomo 31 

(1122312-1122898 e 1135041-1135470) de L. (L.) infantum JPCM5 (v3), previamente 

reportadas por Ubeda (2014) que gentilmente nos foram enviadas pelos autores. Foram 

consideradas sequências 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. INDUÇÃO DE RESISTÊNCIA À 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 está associada com a pressão de droga, dois isolados de L. (L.) 

chagasi (MA01A e MG14A), que se mostraram homogêneo para a presença desses genes, 

foram cultivados com concentrações crescente de miltefosina, com incremento de 1 µM da 

droga. Para cada etapa de indução de resistência, o DNA genômico dos isolados foi 

extraído de acordo com o item 6.1 e a presença ou ausência dos referidos genes foi 

verificada pela reação de PCR ID 7  (Tabela 5). O perfil de susceptibilidade in vitro da forma 

promastigota à miltefosina também foi determinado (de acordo com o item 4.2) em cada 

etapa da indução de resistência. 

O isolado MG11A, que previamente foi caracterizado como resistente à miltefosina e 

homogêneo para a ausência dos genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390, 

LinJ.31.2400, também foi cultivado sob pressão de droga para avaliação do fenótipo de 

susceptibilidade in vitro à miltefosina. 
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RESULTADOS 

 

1. CARACTERIZAÇÃO in vitro DO FENÓTIPO DE SUSCEPTIBILIDADE À 

MILTEFOSINA DOS ISOLADOS DE L. (L.) chagasi 

A susceptibilidade in vitro à 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 infecção de macrófagos 

peritoneais (realizado por Monti-Rocha (2012)) e pelo ensaio com AlamarBlue®, 

respectivamente.  

Os resultados da análise 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 evoluíram para cura terapêutica 

apresentam maior susceptibilidade à droga (IC50 médio de 5,02 µM e 2,13 µM para as 

formas amastigota e promastigota, respectivamente) quando comparado com os isolados 

obtidos de pacientes que apresentaram falha ao tratamento (IC50 médio de 13,13 µM e 3,21 

µM para as formas amastigota e promastigota, respectivamente) (Figura 11 (a) e (b)). Os 

valores de IC50, para os grupos cura e recidiva, apresentam diferença estatística 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 análise estatística mostrar diferença no IC50 

entre os grupos para a forma promastigota, a diferença em valor numérico absoluto é muito 

pequena (razão < 2), quando comparada com o da amastigota (razão > 2). Esses dados 

mostram que o teste de susceptibilidade in vitro para a forma amastigota mostra uma 

correlação mais segura com a resposta clínica. 

Dentre os isolados de pacientes que apresentaram falha ao tratamento dois mostraram perfil 

de susceptibilidade à miltefosina divergente do grupo recidiva (MG17A, CI50 = 3,9 μM; e 

PI01A, CI50 = 3,7 μM), baseado nos resultados obtidos do ensaio de infecção de 

macrófagos. Contudo, os valores de IC50 dos pares desses isolados, obtidos após o 

tratamento e na falha terapêutica (MG17B/MG17C e PI01B/PI01C), mostraram que estes 

são menos susceptíveis in vitro à miltefosina (IC50 >15 µM) (Figura 11 (c)). Dessa forma, a 

falha ao tratamento, nesses casos, pode estar relacionada com aquisição/seleção de 

resistência por pressão da droga. Entretanto, o perfil de susceptibilidade observado para a 

forma promastigota desses isolados não apresentou correlação com a forma amastigota 

nem com desfecho clínico apresentado pelo paciente (Figura 11 (d)). 
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Considerando que o conceito de cura utilizado neste trabalho foi baseado na resposta 

clínica do paciente, dois pares de isolados de L. (L.) chagasi obtidos de pacientes que 

curaram após o tratamento, mas que apresentaram falha parasitológica inicial 

(MG14A/MG14B e MG19A/MG19B) foram avaliados. Os perfis de susceptibilidade in vitro à 

miltefosina das formas amastigotas e promastigotas desses isolados, mostraram que os 

isolados obtidos após o tratamento são menos susceptíveis à miltefosina, quando 

comparados com os seus pares que não foram submetidos à pressão da droga (Figura 11 

(c) e (d)).   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 – Susceptibilidade in vitro dos isolados de L. (L.) chagasi à miltefosina. Comparação entre os 

valores de IC50 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 

clínicas 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 após o 

tratamento (MG14, MG17, MG19 e PI01) e durante a falha terapêutica (MG17 e PI01). A, antes do tratamento; B, 

depois do tratamento; e C, durante a falha terapêutica. IC50 corresponde à concentração de miltefosina que 

reduz em 50% o número de macrófagos infectados ou que reduz em 50% a sobrevivência das formas 

promastigotas do parasita. 

 



Resultados 

88 

2. ANÁLISE PROTEÔMICA 

 

2.1. COMPARAÇÃO DO PERFIL PROTEICO ENTRE ISOLADOS DE L. (L.) chagasi 

OBTIDOS DE PACIENTES QUE APRESENTARAM DIFERENTES RESPOSTAS AO 

TRATAMENTO COM MILTEFOSINA 

Para investigar as diferenças entre o perfil proteico, dos isolados de L. (L.) chagasi obtidos 

de pacientes que apresentaram diferentes desfechos clínicos ao tratamento com miltefosina, 

foi utilizado a técnica 2D-DIGE. A análise proteômica por 2D-DIGE foi conduzida com um 

pool de três replicatas biológicas para cada isolado de L. (L.) chagasi: (i) um isolado de 

paciente que apresentou cura terapêutica (C, MG14A); (ii) e um isolado de paciente que 

apresentou falha ao tratamento (R, MG11A). As imagens dos três 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 reprodutíveis em termos de número 

total de spots e posição relativa.  

A análise 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 regiões de massa molecular acima de 14 

kDa (Figura 12).  

A análise diferencial entre os isolados MG11A (R) e MG14A (C) foi realizada sobre 823 

matched spots. Para inferir diferença na intensidade relativa de um spot entre os diferentes 

fenótipos foi considerado os seguintes critérios: (i) detecção de forma consistente em todas 

as replicatas experimentais; (ii) e significância estatística (α<0.05) entre os diferentes 

fenótipos. 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 identificação proteica 

por espectrometria de massas em MALDI-ToF/ToF. 
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Figura 12 – Análise proteômica 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 sobreposição das imagens obtidas do Cy3 (C) e do Cy5 (R) de um mesmo gel. Em destaque estão 

representados os spots diferencialmente expressos entre os diferentes fenótipos: as linhas sólidas e pontilhadas 

indicam os spots com expressão aumentada e reduzida, respectivamente, no isolado do grupo recidiva. As 

informações de identificação das proteínas correspondentes aos números dos spots destacados estão listadas 

nas tabelas 7, 8 e 9. Obs.: O spot com ID 38 foi excluído das análises. 
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2.2. IDENTIFICAÇÃO DOS SPOTS PROTÉICOS DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS 

Utilizando a análise por MALDI-ToF/ToF foi possível identificar com alto nível de confiança 

41 (89,1%) dos 46 spots diferencialmente expressos. Esses 41 spots correspondem a 50 

proteínas (34 não redundantes). A tabela 7 mostra as informações da identificação desses 

41 spots. Os valores de MM e pI estimados pelo gel bidimensional (experimental) mostraram 

uma boa correlação com os valores preditos das proteínas identificadas (índice de 

correlação de Sperman: r = 0,97, p < 0,0001 para massa molecular; e r = 0,69, p < 0,0001 

para ponto isoelétrico). Entretanto, algumas variações foram observadas, sugerindo a 

visualização de fragmentos ou de modificações pós-traducionais (Figura 13). Devido a 

presença de mais de uma proteína em um mesmo spot, nove spots foram excluídos das 

análises posteriores. Dessa forma, permaneceram 32 spots com identificação de uma única 

proteína (proteína dominante, ou de maior proporção nos spots proteicos), as quais 

correspondem a 22 proteínas não redundantes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 – Análise de correlação entre os valores experimentais e teóricos de massa molecular e ponto 

isoelétrico das proteínas identificadas dos isolados de L. (L.) chagasi. (a) Correlação entre os valores 

experimentais e teóricos de massa molecular relativa (Mr). (b) Correlação entre os valores experimentais e 

teóricos de pI. Essa análise foi realizada com todas as 50 proteínas 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 clínicas 

ao tratamento com miltefosina, identificados por espectrometria de massas (MALDI-ToF/ToF). 

Spot 
IDa 

Proteína (gi)b 
Mr Observada 
(Da) 

ppm 
Mascot 
Scorec 

Sequências de Peptídeos 

1 
Putative 2,4-dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid aldolase 
[Leishmania infantum JPCM5] 
(gi|134070342|emb|CAM68679.1|) 

1176.6530 23.1 42 K.GLLGYVPESNK.N 

2151.0923 38.1 47 R.YVFPQMYFSPELQAATDK.L + Oxidation (M) 

2479.2197 50.8 31 K.GIDIAFLGQNDLCMSMGLYDGR.Y + Carbamidomethyl (C); Deamidated (NQ); 2 Oxidation (M) 

2 
Putative 2,4-dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid aldolase 
[Leishmania infantum JPCM5] 
(gi|134070342|emb|CAM68679.1|) 

1176.6276 1.45 77 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) 

2135.0254 4.69 104 R.YVFPQMYFSPELQAATDK.L 

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) 

3 

Putative 2,4-dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid aldolase 
[Leishmania infantum JPCM5] 
(gi|134070342|emb|CAM68679.1|) 

1176.6288 2.47 66 K.GLLGYVPESNK.N 

1469.6602 6.16 61 R.SVYQPQQCMNAK.G + Carbamidomethyl (C); Oxidation (M) 

2151.0234 6.09 103 R.YVFPQMYFSPELQAATDK.L + Oxidation (M) 

2478.1343 9.89 29 K.GIDIAFLGQNDLCMSMGLYDGR.Y + Carbamidomethyl (C); 2 Oxidation (M 

Putative proteasome alpha 7 subunit [Leishmania 
infantum JPCM5] (gi|134070852|emb|CAM69211.1|) 

932.5409 22.4 42 R.DIFATPIR.G 

1040.5460 4.69 39 R.VFQVEYAGK.A 

1529.7837 17.9 47 R.QAGICICGLLPDGR.A + 2 Carbamidomethyl (C) 

4 
Putative mitochondrial peroxiredoxin [Leishmania 
infantum] (gi|16751316|gb|AAL25846.1|) 

1208.6333 -4.07 93 R.HSTINDLPVGR.N 

1436.7397 -11.77 85 K.GGLGEMHIPVLADK.S 

1452.7343 -11.86 79 K.GGLGEMHIPVLADK.S + Oxidation (M) 

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 
infantum JPCM5] (gi|134074101|emb|CAM72843.1|) 

1040.5055 -10.08 42 R.DGLIWGDHK.L 

1908.9077 -0.49 103 R.LNAQPFVSGFSPSSEDAR.I 

7 
Actin [Leishmania infantum JPCM5] 
(gi|134067044|emb|CAM65150.1|) 

1236.7133 -6.36 58 R.HVFPSIVGRPK.N 

1515.7426 -4.32 87 K.IWHHTFYNELR.V 

1561.6979 -9.59 100 K.SEYDESGPSIVHNK.C 

1689.7917 -9.55 115 K.KSEYDESGPSIVHNK.C 

1946.8844 -5.59 130 K.YPIEHGIVTNWDDMEK.I 

1962.8750 -7.75 90 K.YPIEHGIVTNWDDMEK.I + 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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Spot 
IDa 

Proteína (gi)b 
Mr Observada 
(Da) 

ppm 
Mascot 
Scorec 

Sequências de Peptídeos 

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 

9 
Putative mitochondrial peroxiredoxin [Leishmania 
infantum] (gi|16751316|gb|AAL25846.1|) 

1208.6313 -5.72 100 R.HSTINDLPVGR.N 

1452.7283 -16.00 51 K.GGLGEMHIPVLADK.S + Oxidation (M) 

1534.8013 -6.40 126 R.DYGVLIEESGIALR.G 

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) 

10 
Cytosolic peroxiredoxin [Leishmania infantum] 
(gi|16751318|gb|AAL25847.1|) 

1197.5493 1.96 41 K.HGEVCPANWK.K + Carbamidomethyl (C) 

1245.6216 -3.22 27 R.QITVNDMPVGR.N + Oxidation (M) 

1332.7094 8.54 24 R.GLFIIDPNGMVR.Q + Deamidated (NQ) 

1347.7137 3.54 32 R.GLFIIDPNGMVR.Q + Oxidation (M) 

11 
Chaperonin HSP60, mitochondrial precursor 
[Leishmania infantum JPCM5] 
(gi|134074164|emb|CAM72906.1|) 

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 

1582.8881 -1.91 170 R.AAVQEGIVAGGGTALLR.A 

1625.7928 -3.93 97 R.YVNMFEAGIIDPTR.V 

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 

12 
Putative mitochondrial peroxiredoxin [Leishmania 
infantum] (gi|16751316|gb|AAL25846.1|) 

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 

1689.8186 6.38 96 K.KSEYDESGPSIVHNK.C 

1946.9105 7.82 93 K.YPIEHGIVTNWDDMEK.I 

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 

13 
Putative 2,4-dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid aldolase 
[Leishmania infantum JPCM5] 
(gi|134070342|emb|CAM68679.1|) 

1176.6396 11.7 39 K.GLLGYVPESNK.N 

2151.0405 14.0 100 R.YVFPQMYFSPELQAATDK.L + Oxidation (M) 
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Spot 
IDa 

Proteína (gi)b 
Mr Observada 
(Da) 

ppm 
Mascot 
Scorec 

Sequências de Peptídeos 

14 
Stress-induced protein sti1 [Leishmania infantum 
JPCM5] (gi|134067520|emb|CAM65800.1|) 

966.5067 2.45 19 R.VFTPEAFR.K 

1275.5852 11.0 12 R.NPAEHTSYSNR.A 

1314.6349 1.89 31 R.RYDDAIAAYEK.G 

1581.6974 4.90 33 K.CIAECEHGIEHAR.E + 2 Carbamidomethyl (C) 

1749.8849 4.76 70 K.AIQLDEQNSVLYSNR.S 

1800.7960 4.33 55 K.IPNDGDDEEEERPSAK.A 

16 
Pyrroline-5-carboxylate reductase [Leishmania infantum 
JPCM5] (gi|321399182|emb|CBZ08504.1|) 

977.5908 13.3 53 R.LVSLYQVR.S 

1377.6752 12.5 97 K.ALGPENTFVCNR.S + Carbamidomethyl (C) 

1592.7698 18.3 65 K.DMVCSPGGTTIEAVR.F + Carbamidomethyl (C) 

1608.7596 14.9 57 K.DMVCSPGGTTIEAVR.F + Carbamidomethyl (C); Oxidation (M) 

1624.8073 4.56 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) 

17 
Conserved hypothetical protein [Leishmania infantum 
JPCM5] (gi|134066959|emb|CAM65064.1|) 

966.5181 10.8 18 R.EYLLAAMR.V 

1139.7004 9.55 46 R.QIGVVQQLVR.A 

1434.7483 7.49 46 K.KPISEGYALWDR.E 

18 
Putative ATPase beta subunit [Leishmania infantum 
JPCM5] (gi|134070254|emb|CAM68591.1|) 

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) 

1690.7949 -5.37 78 K.CVLVYGQMNEPPGAR.A + Carbamidomethyl (C) 

1891.9954 2.20 157 R.DVEGQNVLLFIDNIFR.F 

2003.9889 1.71 172 R.AVAESGIYPAVNPLECASR.I + 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.I + Oxidation (M) 

2697.4333 5.21 230 K.ELQDIIAVLGIDELSEEDKVVVDR.A 

3744.9021 11.2 188 K.GSITSVQAVYVPADDITDPAPATTFSHLDATTVLDR.A 

19 
Metallo-peptidase, Clan MA(E), Family M3 [Leishmania 
infantum JPCM5] (gi|134070535|emb|CAM68878.1|) 

1255.7345 27.1 74 K.GVPESVLSALQR.T 

1385.7880 30.1 37 K.VFALDLFEYIR.S 

1838.9326 22.1 114 R.DNLNTTQLFYDLEPR.V 

1898.9595 24.5 98 R.VVELETFSIDNFESNR.Q 

20 

Putative mitochondrial peroxiredoxin [Leishmania 
infantum] (gi|16751316|gb|AAL25846.1|) 

1208.6467 7.03 58 R.HSTINDLPVGR.N 

1534.8197 5.59 122 R.DYGVLIEESGIALR.G 

1687.8610 -2.35 66 R.EAAPQFSGQAVVNGAIK.D + Deamidated (NQ) 

2716.3655 5.27 157 K.LNTQVVAVSCDSVYSHLAWVNTPR.K + Carbamidomethyl (C) 
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Spot 
IDa 

Proteína (gi)b 
Mr Observada 
(Da) 

ppm 
Mascot 
Scorec 

Sequências de Peptídeos 

Putative adenylate kinase [Leishmania infantum JPCM5] 
(gi|134067016|emb|CAM65121.1|) 

1178.6533 -3.01 76 K.VFFILGGPGSGK.G 

1626.9178 7.20 122 R.SGNIVPSEITVELLR.Q 

1953.9818 5.79 139 R.LVEDFGYTHFSAGELLR.E 

2039.0088 5.23 122 R.QAIADHPNSVGYVIDGFPR.K + Gln->pyro-Glu (N-term Q) 

2056.0334 4.25 135 R.QAIADHPNSVGYVIDGFPR.K 

21 
Conserved hypothetical protein [Leishmania infantum 
JPCM5] (gi|134073755|emb|CAM72492.1|) 

945.5725 44.4 39 K.LPVFWQR.T 

1000.5123 38.9 34 K.LYASDFER.A 

1605.8418 41.3 85 K.TTWEDNIETEVLR.K 

1845.9348 39.8 146 K.ETQASGEADYTNIPPPR.L 

2075.0911 42.0 46 R.TKETQASGEADYTNIPPPR.L 

2210.2014 41.9 121 R.SIVEGFAVDVQGTYVNEAVGR.T 

22 

Putative 2,4-dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid aldolase 
[Leishmania infantum JPCM5] 
(gi|134070342|emb|CAM68679.1|) 

1469.6329 -12.43 34 R.SVYQPQQCMNAK.G + Carbamidomethyl (C); Oxidation (M) 

1730.9562 -1.52 109 K.KHDVILGLFLFGTDR.V 

2150.9922 -8.42 89 R.YVFPQMYFSPELQAATDK.L + Oxidation (M) 

2446.1196 -0.15 107 K.GIDIAFLGQNDLCMSMGLYDGR.Y + Carbamidomethyl (C) 

2478.1033 -2.62 27 K.GIDIAFLGQNDLCMSMGLYDGR.Y + Carbamidomethyl (C); 2 Oxidation (M) 

Putative proteasome alpha 7 subunit [Leishmania 
infantum JPCM5] (gi|134070852|emb|CAM69211.1|) 

932.5302 10.9 41 R.DIFATPIR.G 

1529.7616 3.47 66 R.QAGICICGLLPDGR.A + 2 Carbamidomethyl (C) 

23 
Putative NADP-dependent alcohol dehydrogenase 
[Leishmania infantum JPCM5] 
(gi|134069817|emb|CAM68143.1|) 

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 

1496.7063 0.92 66 K.ISIECINEAYER.M + Carbamidomethyl (C) 

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) 

24 
Conserved hypothetical protein [Leishmania infantum 
JPCM5] (gi|134066959|emb|CAM65064.1|) 

1122.6683 4.73 29 R.QIGVVQQLVR.A + Gln->pyro-Glu (N-term Q) 

1139.6968 6.39 43 R.QIGVVQQLVR.A 

1434.7485 7.63 53 K.KPISEGYALWDR.E 

25 
Chaperonin HSP60, mitochondrial precursor 
[Leishmania infantum JPCM5] 
(gi|134074164|emb|CAM72906.1|) 

1302.6964 -6.76 73 R.NVIIEQAYGAPK.I 

1346.6553 -5.50 64 R.GYVSPYFVTDAK.A 

1376.6675 3.49 111 K.DPFENMGAQLVR.Q 

1392.6539 -2.67 41 K.DPFENMGAQLVR.Q + Oxidation (M) 

1582.8977 4.16 131 R.AAVQEGIVAGGGTALLR.A 
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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 

26 
Chaperonin HSP60, mitochondrial precursor 
[Leishmania infantum JPCM5] 
(gi|134074164|emb|CAM72906.1|) 

1302.7155 7.91 78 R.NVIIEQAYGAPK.I 

1582.9149 15.0 141 R.AAVQEGIVAGGGTALLR.A 

1625.8243 15.5 84 R.YVNMFEAGIIDPTR.V 

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 

27 
Putative ribonucleoprotein p18, mitochondrial precursor 
[Leishmania infantum JPCM5] 
(gi|134068463|emb|CAM66753.1|) 

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 

1759.8358 8.58 64 R.YYDEAGEVLVNMNVK.N + Oxidation (M) 

1783.9537 13.5 66 K.RVPTELVQQNEANASK.A 

1841.9501 5.93 127 K.EHPSTLAQQQSLFDIK.I 

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 

28 
Conserved hypothetical protein [Leishmania infantum 
JPCM5] (gi|134066959|emb|CAM65064.1|) 

966.5310 24.2 20 R.EYLLAAMR.V 

1122.6919 25.8 40 R.QIGVVQQLVR.A + Gln->pyro-Glu (N-term Q) 

1139.7186 25.5 52 R.QIGVVQQLVR.A 

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) 

30 

Trypanothione reductase [Leishmania infantum JPCM5] 
(gi|134067080|emb|CAM65344.1|) 

1162.5505 7.75 52 R.TPAYFYESGK.R 

1270.5382 17.7 46 R.ESGGFGWEMDR.E 

1286.5231 9.70 28 R.ESGGFGWEMDR.E + Oxidation (M) 

1510.7986 15.2 22 K.LMVTGAQYMDLIR.E 

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) 

Putative vacuolar ATP synthase subunit b [Leishmania 
infantum JPCM5] (gi|134085080|emb|CAM69481.1|) 

1122.6434 15.0 35 R.NIEGIPINPR.A 

1394.8190 13.5 68 R.AVNGPLVILEDVR.K 

1593.9164 10.4 19 R.QLYPPINILPSLSR.L + Gln->pyro-Glu (N-term Q) 
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1610.9521 16.0 43 R.QLYPPINILPSLSR.L 

1675.9226 12.7 47 K.AVVQVFEGTSGIDVVR.S 

1715.9576 14.6 49 K.TVLFLNLANDPTIER.I 

32 

Conserved hypothetical protein [Leishmania infantum 
JPCM5] (gi|134073928|emb|CAM72667.1|) 

1062.5651 26.8 34 R.LYWQEPAR.V 

1980.0259 26.1 124 K.LMDQSLPVYDDVVTGVGR.L + Oxidation (M) 

2405.2446 33.8 68 K.SYPVQPHNLNELQQPPDSWR.K 

14-3-3 protein-like protein [Leishmania infantum JPCM5] 
(gi|134074098|emb|CAM72840.1|) 

1373.6315 25.3 45 R.YYAEIDSGDGQR.Q 

1649.9073 28.4 66 K.ATDVANSSLAPTHPIR.L 

33 

Conserved hypothetical protein [Leishmania infantum 
JPCM5] (gi|134070343|emb|CAM68680.1|) 

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 + Gln->pyro-Glu (N-term Q) 

1525.8335 0.13 131 K.VPTVAQQTQGEVIR.F 

1534.7864 0.28 88 K.QLSADGYNVILEGR.S 

1613.8892 -0.33 104 R.FELVIPDVEVLGQR.R 

1921.9382 -5.51 107 K.EITEESLTDELLSSVEK.R 

Putative 2-hydroxy-3-oxopropionate reductase 
[Leishmania infantum JPCM5] 
(gi|134071195|emb|CAM69880.1|) 

1132.5927 2.55 67 K.AGFPVSVWNR.T 

1719.8141 1.28 42 K.SGSAQCWTLDVKPDR.L + Carbamidomethyl (C) 

2245.1860 1.66 80 R.EGAIFVDNSTIKPSVAQEIAR.R 

34 
Putative RNA helicase [Leishmania infantum JPCM5] 
(gi|134069547|emb|CAM67870.1|) 

1212.5847 13.4 23 K.WFVVDEFDR.C 

1397.6843 -7.43 41 R.ELAYQIEQEFK.R 

1947.9235 2.05 41 R.ENGFEHPSEVQHQALPK.A + Deamidated (NQ) 

2050.1096 3.96 107 K.VPQGQKPYCQAVVLVHAR.E + Carbamidomethyl (C) 

35 
Spermidine synthase (SPDSYN) [Leishmania infantum 
JPCM5] (gi|134066976|emb|CAM65081.1|) 

1211.6976 -10.80 98 R.VLIIGGGDGGVVR.E 

1311.6732 -8.58 100 M.PGPGLLPDGWFR.E 

1577.6947 -20.12 63 R.EESTMWPGQAQGLK.V + Oxidation (M) 

1856.8981 -10.58 121 K.GPASELFGADFYTNVLR.I 

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) 

36 
Conserved hypothetical protein [Leishmania infantum 
JPCM5] (gi|134071523|emb|CAM70212.1|) 

905.5067 25.2 30 K.SWASLVSR.A 

1003.5474 15.4 37 K.WAVSLQGSR.L 

1050.5590 11.8 41 K.VNVFDELSK.A 

1177.6160 17.0 85 K.NAANIADLYGR.H 

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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37 
S-adenosylmethionine synthetase [Leishmania infantum 
JPCM5] (gi|321398550|emb|CBZ08891.1|) 

992.5257 31.1 24 K.YWLNPSGR.F 

1094.5674 30.8 15 R.GGPHGDAGLTGR.K 

1344.6895 26.2 17 R.DGSLEWARPDAK.T 

1489.7175 24.8 41 K.TQVTVEYDYDTR.E 

39 

Putative succinyl-CoA ligase [GDP-forming] beta-chain 
[Leishmania infantum JPCM5] 
(gi|134074072|emb|CAM72814.1|) 

1155.5586 13.6 76 K.LSFDDNAAFR.Q 

1196.7515 12.9 42 K.ALNTTIPIVVR.L 

1775.9916 0.81 116 K.GQLVNTLYVTEAVAGIK.R 

1826.9188 8.57 136 R.NSGLVIHPVEDFDSAAR.K 

Cysteine conjugate beta-lyase,aminotransferase-like 
protein [Leishmania infantum JPCM5] 
(gi|134072590|emb|CAM71304.1|) 

1285.6241 14.2 46 K.ASENGFYDILR.D + Deamidated (NQ) 

1557.8359 12.0 50 K.AVNLGQGFPSFAPPR.L 

2157.0730 8.55 31 K.VLQYSEQAPLAHQYCPPR.G + Carbamidomethyl (C) 

40 
Activated protein kinase c receptor (LACK) - LiP36 
[Leishmania infantum] 
(gi|321398491|emb|CAM69514.2|) 

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 

1469.6713 -3.74 96 R.HSVDSDYGLPSHR.L 

1747.8027 -0.92 45 R.VWNVAGECMHEFLR.D + Carbamidomethyl (C) 

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) 

41 
GDP-mannose pyrophosphorylase [Leishmania 
infantum JPCM5] (gi|134069789|emb|CAM68115.1|) 

945.5220 33.8 44 R.SIVGWNNR.I 

1000.5258 22.5 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 

1418.8182 20.6 99 R.FTVIGASLIDPSAK.I 

1782.8324 34.4 85 R.ETEQLHTEDMEHQR.G 

1798.8226 31.5 63 R.ETEQLHTEDMEHQR.G + Oxidation (M) 

1814.9669 32.9 102 K.YGVVVYSPQNYQIER.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) 

42 
Trypanothione reductase [Leishmania infantum JPCM5] 
(gi|134067080|emb|CAM65344.1|) 

1162.5474 5.08 56 R.TPAYFYESGK.R 

1270.5291 10.5 57 R.ESGGFGWEMDR.E 

1286.5178 5.58 51 R.ESGGFGWEMDR.E + Oxidation (M) 

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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2456.2617 1.98 169 R.AYDLVVLGAGSGGLEAGWNAAVTHK.K 

2474.1694 10.3 92 K.ISDFHSTIGVHPTSAEELCSMR.T + Carbamidomethyl (C) 

Putative vacuolar ATP synthase subunit b [Leishmania 
infantum JPCM5] (gi|134085080|emb|CAM69481.1|) 

1122.6343 6.91 41 R.NIEGIPINPR.A 

1394.8102 7.19 65 R.AVNGPLVILEDVR.K 

1593.9158 9.99 65 R.QLYPPINILPSLSR.L + Gln->pyro-Glu (N-term Q) 

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 

43 
Putative proliferative cell nuclear antigen (PCNA) 
[Leishmania infantum JPCM5] 
(gi|134068565|emb|CAM66862.1|) 

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) 

1653.7178 -17.23 48 K.AEARDEDEHEPISR.R 

1928.8190 -14.44 153 R.HDDDSDVVTLTSENPER.T 

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) 

44 
Putative nitrilase [Leishmania infantum JPCM5] 
(gi|134070599|emb|CAM68945.1|) 

1191.6345 25.8 24 K.VDLSVIQDMR.N + Oxidation (M) 

1590.7786 20.0 62 K.LFNSSMTFGSDGALK.H + Oxidation (M) 

1767.9116 35.8 64 R.AVDNQQYVFLCSPAR.D + Carbamidomethyl (C) 

2420.2112 41.9 44 R.FDEGEVLSAGNDATAISLDEHTK.F + Deamidated (NQ 

45 
Putative 2,4-dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid aldolase 
[Leishmania infantum JPCM5] 
(gi|134070342|emb|CAM68679.1|) 

1469.6564 3.57 33 R.SVYQPQQCMNAK.G + Carbamidomethyl (C); Oxidation (M) 

1730.9785 11.4 108 K.KHDVILGLFLFGTDR.V 

2151.0129 1.20 60 R.YVFPQMYFSPELQAATDK.L + Oxidation (M) 

2447.1353 12.8 63 K.GIDIAFLGQNDLCMSMGLYDGR.Y + Carbamidomethyl (C); Deamidated (NQ) 

46 
Putative NADP-dependent alcohol dehydrogenase 
[Leishmania infantum JPCM5] 
(gi|134069817|emb|CAM68143.1|) 

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 

1496.6973 -5.10 75 K.ISIECINEAYER.M + Carbamidomethyl (C) 

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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47 

Putative dihydrolipoamide acetyltransferase precursor 
[Leishmania infantum JPCM5] 
(gi|134073811|emb|CAM72550.1|) 

1372.5950 19.3 82 K.SEETGEFEMTGR.V 

1620.8092 20.2 104 R.VENVVNFSASFDHR.I 

1854.8888 22.0 95 K.NLEIPHYYLFDDCR.V + Carbamidomethyl (C) 

1941.0317 21.6 49 K.GTPPANPNFIDIPVTTMR.S 

1957.0194 17.7 22 K.GTPPANPNFIDIPVTTMR.S + Oxidation (M) 

2045.0947 24.3 98 R.ANILVPEVNSSWQGDFIR.Q 

Metallo-peptidase, Clan MG, Family M24 [Leishmania 
infantum JPCM5] (gi|134073415|emb|CAM72143.1|) 

913.5115 20.2 27 K.SFFFIPR.L 

1240.6177 17.8 46 K.LEGYENFGGVR.I 

1387.7186 16.0 27 K.TIYNAVLDAHDR.V 

1770.9240 18.7 78 K.LPEGTALATSTDYLYR.V 

a ID, identificação dos spots proteicos.  

b Os Números de acesso (gi) correspondem ao código identificador obtido no NCBI GenInfo.  

c Mascot score proteico com significância estatística (p<0,05) na homologia e identidade da proteína. 

Mr, massa molecular relativa. ppm, partes por milhão. 
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As proteínas identificadas, correspondentes aos spots com presença de uma única proteína, 

foram classificadas em 12 categorias funcionais de acordo com as anotações do Gene 

Ontology e Panther (Figura 14 e Tabelas 8 e 9). As proteínas com maior abundância relativa 

no isolado do grupo recidiva foram classificadas majoritariamente nas categorias de 

proteínas com atividade antioxidante/detoxificação, chaperonas e envolvidas na resposta ao 

stress. Por outro lado, proteínas envolvidas na via de proteólise e no citoesqueleto 

apresentaram regulação reduzida no isolado do grupo recidiva. As proteínas com processo 

biológico desconhecido ou hipotéticas representaram 14,3% e 27,3% das proteínas 

identificadas nos isolados dos grupos recidiva (MG11A) e cura (MG14A), respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 – Categorização funcional das proteínas identificadas. Classes dos processos biológicos dos 

spots proteicos com presença de uma única proteína. A categorização funcional foi baseada nas anotações 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 proteínas foram identificadas em 

spots com diferentes localizações no gel: a chaperonina Hsp60 (spots 11, 25 e 26), a 

peroxiredoxina (spots 4, 9 e 10), a álcool desidrogenase dependente de NADP (spots 23), a 

aldolase ácida 2,4-dihydroxyhepto-2-eno-1,7-dioico (spots 1, 2, 13 e 16) e uma proteína 

hipotética (spots 17, 24 e 28). Esses achados indicam provavelmente a ocorrência de 

modificações pós-traducionais, mutação e/ou isoformas destas proteínas.  
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Tabela 8 – Proteínas identificadas com regulação aumentada no isolado de L. (L.) chagasi (MG11A) 

obtido do paciente que apresentou falha ao tratamento com miltefosina. 

IDa Protein Identity 
Ratio 

(R/C)b 

T-test 

(p) 

Accession 
numberc 

pId 

(exp/pred) 

Mr
e 

(exp/pred) 

Reported association to 
drug resistant phenotype 

Reg Ref 

Protein folding / Chaperones and stress proteinsf 

11 Chaperonin Hsp60, mitochondrial precursor 1.28 0.014 gi 134074164 5.71 / 5.33 60 / 59.32 

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

25 Chaperonin Hsp60, mitochondrial precursor 1.35 0.026 gi 134074164 5.64 / 5.33 60 / 59.32 

26 Chaperonin Hsp60, mitochondrial precursor 1.34 0.026 gi 134074164 5.75 / 5.33 61 / 59.32 

14 Stress-induced protein sti1 1.23 0.016 gi 134067520 6.33 / 5.90 62 / 62.20    
(Walker et al., 2012)  
(Matrangolo et al., 
2013) 

 

Antioxidant / Detoxificationf 

4 Mitochondrial peroxiredoxin 1.36 0.007 gi 16751316 5.47 / 6.43 25 / 25.35 
   

 

(Wyllie et al., 2008; 
Daneshvar et al., 2012; 
Matrangolo et al., 

2013)  (Daneshvar et 
al., 2012) 

9 Mitochondrial peroxiredoxin 1.38 0.008 gi 16751316 5.27 / 6.43 24 / 25.35 

10 Cytosolic peroxiredoxin 1.42 0.011 gi 16751318 6.57 / 7.72 21 / 22.12 

 

Protein biosynthesisf 

5 Translation elongation factor 1-beta 1.11 0.007 gi 134074101 4.74 / 4.61 36 / 23.22  (Biyani et al., 2011) 

 

Protein targeting and signal transductionf 

40 Activated protein kinase c receptor (LACK) 1.15 0.043 gi 321398491 6.26 / 6.05 40 / 34.35  (El Fadili et al., 2009) 

 

DNA replication and repairf 

43 Proliferative cell nuclear antigen (PCNA) 1.25 0.044 gi 134068565 4.93 / 4.82 43 / 32.39    

(Kumar et al., 2010; 
Matrangolo et al., 

2013)  (Chawla et al., 
2011) 

 

Respiratory electron transport chainf 

18 ATPase beta subunit 1.15 0.019 gi 134070254 5.17 / 5.14 55 / 56.26    

(Walker et al., 2012; 
Matrangolo et al., 

2013)  (Matrangolo et 
al., 2013) 

 

Metabolic enzymesf 

     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 1.35 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 

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

2 2,4-dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid aldolase 1.78 0.007 gi 134070342 5.81 / 5.80 33 / 30.38 

13 2,4-dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid aldolase 1.92 0.015 gi 134070342 5.61 / 5.80 33 / 30.38 

16 Pyrroline-5-carboxylate reductase 1.25 0.016 gi 321399182 6.38 / 6.22 30 / 28.65 - - 

 

     Monosaccharide and phospholipid metabolic process / Translation 

41 GDP-mannose pyrophosphorylase 1.24 0.043 gi 134069789 6.04 / 5.70 45 / 41.81 - - 

 

Unknown biological process / Hypothetical proteinsf 

27 Ribonucleoprotein p18, mitochondrial precursor 1.21 0.027 gi 134068463 5.89 / 6.74 17 / 21.30  (Sharma et al., 2009) 

21 Conserved hypothetical protein 1.11 0.026 gi 134073755 5.33 / 5.82 30 / 29.11 - - 

36 Conserved hypothetical protein 1.28 0.036 gi 134071523 5.95 / 6.11 45 / 35.58 - - 

a Spot ID, Número correspondente aos spots indicados na figura 12.  

b Ratio, abundância relativa dos spots proteicos dos isolados dos grupos R (recidiva) sobre C (cura).  

c Número de acesso correspondente ao banco de dados de L. (L.) infantum de acordo com NCBI.  

d pI, Ponto isoelétrico (exp, experimental; e pred, predito). 

e Mr, Massa molecular relativa, kDa (exp, experimental; e pred, predito).  

f Categorias funcionais de acordo com as anotações dos processos biológicos do Gene Ontology e Panther.  

Reg, regulação; Ref, referências. 
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Tabela 9 – Proteínas identificadas com regulação reduzina no isolado de L. (L.) chagasi (MG11A) obtido 

do paciente que apresentou falha ao tratamento com miltefosina. 

IDa Protein Identity 
Ratio 

(C/R)b 

T-test 

(p) 

Accession 
numberc 

pId 

(exp/pred) 

Mr
e 

(exp/pred) 

Reported association to 
drug sensitive phenotype 

Reg Ref 

Proteolysisf 

19 Metallo-peptidase, Clan MA(E), Family M3 1.24 0.019 gi 134070535 6.27 / 5.84 68 / 77.18  

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

 

Metabolic enzymesf 

     Amino acid metabolism 

35 Spermidine synthase (SPDSYN) 1.41 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  

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

44 Nitrilase 1.27 0.047 gi 134070599 6.25 / 5.99 34 / 31.11  
(Matrangolo et al., 
2013) 

45 2,4-dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid aldolase 2.19 0.048 gi 134070342 6.01 / 5.80 34 / 30.38  
(Daneshvar et al., 
2012) 

 

Translation 

34 RNA helicase 1.23 0.035 gi 134069547 6.34 / 8.82 50 / 58.76    

(Chawla et al., 2011; 
Matrangolo et al., 

2013)  (Biyani et al., 
2011) 

 

Cytoskeleton proteinsf 

7 Actin 1.43 0.007 gi 134067044 5.77 / 5.41 52 / 42.02 

   

(Drummelsmith et al., 

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

12 Actin 1.36 0.014 gi 134067044 5.60 / 5.41 48 / 42.02 

 

Unknown biological process / Hypothetical proteinsf 

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 - - 

a Spot ID, Número correspondente aos spots indicados na figura 12.  

b Ratio, abundância relativa dos spots proteicos dos isolados dos grupos C (cura) sobre R (recidiva).  

c Número de acesso correspondente ao banco de dados de L. (L.) infantum de acordo com NCBI.  

d pI, Ponto isoelétrico (exp, experimental; e pred, predito). 

e Mr, Massa molecular relativa, kDa (exp, experimental; e pred, predito).  

f Categorias funcionais de acordo com as anotações dos processos biológicos do Gene Ontology e Panther.  

Reg, regulação; Ref, referências. 
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2.3. VALIDAÇÃO DA ANÁLISE PROTEÔMICA 

A validação dos resultados da análise proteômica comparativa entre os isolados MG11A (R) 

e MG14A (C) foi realizada por 2D-western blotting. De acordo com a variação na intensidade 

relativa observada na abordagem proteômica, as proteínas fator de elongação 1-beta (EF-

1β, com expressão aumentada no isolado do grupo recidiva) e α-tubulina (normalizador) 

foram selecionadas para a verificação da diferença de expressão entre os isolados obtidos 

de pacientes que apresentaram cura (C) e falha (R) ao tratamento com miltefosina. As duas 

proteínas foram detectadas por avaliação visual nos dois grupos, e pode-se observar que 

EF-1β apresenta maior abundância relativa no isolado do grupo recidiva, o que foi 

confirmado pela análise densitométrica (Figura 15). As razões dos sinais entre R/C 

calculadas foram: 1,05 e 1,57 para α-tubulina e EF-1β, respectivamente. Esses dados estão 

de acordo com os obtidos na análise proteômica, e confirmam que a EF-1β apresenta 

expressão aumentada no isolado do grupo recidiva. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 – Validação da análise proteômica. (a) Representação gráfica do nível de expressão do spot 

proteico EF-1β entre os isolados obtidos de pacientes que apresentaram cura (C) e falha (R) ao tratamento com 

miltefosina (p <0,01). A quantificação do spot proteico foi realizada pelo módulo “Differential In-gel Analysis” do 

software DeCyder 7.0. Cada círculo (azul ou vermelho) representa a abundância do referido spot em um gel 

individual, expressa como razão de volume em relação ao seu correspondente no controle interno. (b) Imagens 

do 2D-western blotting individualmente obtidas, para a verificação da expressão das proteínas EF-1β e α-tubulina 

(normalizador) nas amostras dos isolados dos grupos cura (C) e recidiva (R). (c) Análise densitométrica das 

proteínas EF-1β e α-tubulina (normalizador) nos isolados dos grupos cura (C) e recidiva (R). 
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3. ANÁLISE GENÔMICA 

Para investigar a variação genética natural em isolados de L. (L.) chagasi e procurar por um 

possível padrão genômico relacionado com o fenótipo de resistência à miltefosina, o DNA 

genômico 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 após o tratamento e 2 obtidos durante a 

falha terapêutica.  

Os dados provenientes do sequenciamento pelo Illumina foram inicialmente analisados pelo 

FastQC, o qual verificou a qualidade dos mesmos e reportou o resumo estatístico 

apresentado na tabela 10. A cobertura de sequenciamento de cada isolado foi determinada 

utilizando o genoma de L. (L.) infantum JPCM5 como referência, 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 referência 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%. É 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, alterações de nucleotídeos entre essas 

espécies foram observadas (797 SNPs e 275 InDels homozigotos em todos os isolados 

clínicos analisados), destacando variação genética interespécies. 
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Tabela 10 – Resumo estatístico dos dados obtidos das análises de sequenciamento e mapeamento dos 

isolados/cepa de L. (L.) chagasi. 

Isoladoa 
Conteúdo 
de CG% 

Número de 
reads 

Tamanho dos 
reads 

Número de bases 

sequenciadas 
Coberturab 

Alinhamento/ 
mapeamentoc 

MA01A 59 830281 35-301 478716624 15 98,89% 

MA02A 59 932603 35-301 538433018 16 99,06% 

MA03A 59 816978 35-301 470059904 14 98,72% 

MA04A 59 1018386 35-301 586006559 18 98,85% 

MA05A 59 896187 35-301 515708989 16 98,98% 

MA07A 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% 

PI01A 59 957273 35-301 550445652 16 98,95% 

PI01B 59 1072146 35-301 615401790 19 98,59% 

PI01C 59 1009706 35-301 582633487 18 98,88% 

PI02A 59 717654 35-301 409343413 13 98,63% 

PI03A 59 1121701 35-301 645079725 19 98,57% 

PI04A 59 936812 35-301 538817093 16 98,82% 

PI05A 59 744720 35-301 429747972 13 99,02% 

PI07A 59 624293 35-301 358954372 11 99,03% 

PI08A 59 705558 35-301 406955211 13 99,07% 

PI09A 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% 

a Identificação dos isolados/cepa de referência de acordo com a tabela 2. 

b Cobertura de sequenciamento, número de vezes que um nucleotídeo é sequenciado durante o processo. Expresso 

como média granular do número de bases sequenciadas por amostra em relação ao número de bases do genoma de 

referência (L. (L.) infantum JPCM5 – 32126170 bp). 

C Taxa de alinhamento total reportada após o mapeamento/alinhamento do conjunto de reads de cada isolado contra o 

genoma de referência, L. (L.) infantum JPCM5. 
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3.1. PADRÃO GENÔMICO 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 

referência L. (L.) infantum JPCM5, as variações de SNPs e InDels presentes nesses 

isolados, foram identificadas. 

A análise inicial de SNP de todos os 32 isolados (A, B e C) identificou um número total 

198.029 SNPs, que geraram 26.627 alterações não silenciosas em regiões codificantes do 

genoma de L. (L.) infantum. No genoma dos isolados clínicos analisados também foi 

identificado a presença de 15.502 InDels (6.371 inserções e 9.131 deleções). Dentre os 

efeitos gerados por essas variações no genoma, 1,33% (776) e 0,007% (4) corresponderam 

aos efeitos de FRAME-SHIFT e STOP-GAINED, respectivamente. Entretanto após a 

aplicação de filtros para a remoção de alterações relacionadas à espécie L. (L.) chagasi e 

aqueles SNPs presentes em um único 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 análise incluindo todos os isolados clínicos (A, B e C), como na 

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

Apesar do elevado número de variações observadas nas análises de SNPs e InDels, não foi 

possível identificar um padrão genômico comum nos isolados de um mesmo grupo (baseado 

na resposta clínica, cura ou recidiva). De forma similar, nenhum padrão genômico 

completamente discriminatório foi identificado com relação ao fenótipo de resistência à 

miltefosina entre os isolados dos grupos cura e recidiva, por região geográfica (dados não 

mostrados). 

Com o objetivo de destacar as variações gênicas possivelmente relacionadas com o 

fenótipo de resistência à 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 estatístico Chi-quadrado. A significância estatística desta análise foi 

confirmada pela análise de permutação, e as variações significativas (p < 0,05) foram 

organizadas por genes e estão descritas nas tabelas 11 e 12. 
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Tabela 11 – Variações gênicas de SNPs entre os isolados de L. (L.) chagasi dos grupos cura e recidiva. 

Gene 

ID 
Cra Produto gênico 

Grupo 
Ortólogo 

SNP SNP λg 

Isolados+ para SNPh 
Posição 
no 
genoma 

Rb Ac AAd 
Chi2 
pe 

Perm. 
Pf 

por 
SNP   

por 
Gene 

C R C R Grupo CURA Grupo RECIDIVA 

LinJ.01.0850 1 
peptidyl dipeptidase, 
putative,metallo-peptidase, 
Clan MA(E), Family M3 

OG5_127067 

263690 G C W334S 0,225 0,036 14 8  

14 9 

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 PI10 

MG11 MG15 MG16 MG18 PI01 PI02 PI03 
PI12 

263697 A G I336M 0,127 0,011 14 7  

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 PI10 

MG11 MG15 MG16 MG18 PI02 PI03 PI12 

263736 T G N349K 0,225 0,036 14 9  

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 PI10 

MG11 MG15 MG16 MG17 MG18 PI01 PI02 
PI03 PI12 

263741 C T A351V 0,225 0,036 14 9  

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 PI10 

MG11 MG15 MG16 MG17 MG18 PI01 PI02 
PI03 PI12 

263750 T A I354N 0,225 0,036 14 9  

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 PI10 

MG11 MG15 MG16 MG17 MG18 PI01 PI02 
PI03 PI12 

LinJ.02.0270 2 ABC1 transporter, putative OG5_126568 134538 G A H1374Y 0,036 0,037 2 7   2 7 MG12 PI07 MG11 MG16 MG17 MG18 PI02 PI03 PI11 

LinJ.02.0680 2 
ATP-dependent Clp protease 
subunit, heat shock protein 78 
(HSP78), putative 

OG5_126636 316256 C T R669C 0,008 0,002 10 1  10 1 
MA01 MA02 MA03 MA05 PI04 PI05 PI07 PI08 
PI09 PI10 

PI12 

LinJ.02.0710 2 
dipeptylcarboxypeptidase 
(DCP) 

OG5_127067 323516 A G K307R 0,016 0,021 6 0   6 0 MA01 MA04 MA05 PI04 PI05 PI07 --- 

LinJ.04.0300 4 
beta-fructofuranosidase, 
putative 

OG5_134818 94336 T A S96T 0,038 0,032 7 1  7 1 MA01 MA02 MA03 MG12 MG14 PI04 PI07 MG18 

LinJ.08.0700 8 amastin-like protein OG5_132980 

301462 C A P4Q 0,037 0,044 5 0   

11 2 

MA03 MA05 PI05 PI08 PI10 --- 

301470 A G I7V 0,037 0,044 5 0   MA03 MA05 PI05 PI08 PI10 --- 

301527 C G P26A 0,037 0,044 6 0   MA03 MA05 MG11 PI05 PI08 PI10 --- 

301915 C G A155G 0,065 0,045 8 2   MA01 MA02 MA03 MG12 MG19 PI04 PI08 PI10 MG13 PI02 

LinJ.08.0740 8 tuzin, putative OG5_173452 319451 A C E195A 0,039 0,032 1 5  1 5 MA02 MA07 MG17 PI01 PI11 PI12 

LinJ.08.1050 8 
suppressive 
immunomodulating factor, 
putative (TSIF) 

OG5_145870 441695 C A N231K 0,011 0,038 5 0   5 0 MA02 PI04 PI05 PI08 PI09 --- 

LinJ.10.0410 10 
folate/biopterin transporter, 
putative 

OG5_129265 178476 C A L543I 0,029 0,036 5 0  5 0 MA03 MG12 MG19 PI09 PI10 --- 

LinJ.11.1230 11 
ATP-binding cassette protein 
subfamily A, member 3, 
putative (ABCA3) 

OG5_126568 

503955 C A R883S 0,115 0,044 6 10   

9 12 

MA01 MA03 MG14 MG19 PI07 PI10 
MA07 MG13 MG15 MG16 MG17 MG18 
PI01 PI03 PI11 PI12 

505425 G A G1373S 0,034 0,009 6 10   MA05 MG12 MG14 MG19 PI08 PI10 
MA07 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17 
MG18 PI01 PI02 PI11 

LinJ.11.1240 11 
ATP-binding cassette protein 
subfamily A, member 4, 
putative (ABCA4) 

OG5_126568 

513644 A G T550A 0,061 0,036 6 10  

10 11 

MA01 MA04 MA05 MG12 MG14 MG19 
MA07 MG13 MG15 MG16 MG18 PI01 PI02 
PI03 PI11 PI12 

513785 T G S597A 0,026 0,025 5 9  MA01 MA04 MG19 PI04 PI08 
MA07 MG13 MG15 MG16 MG18 PI02 PI03 
PI11 PI12 

515018 T C S1008P 0,012 0,005 4 10  MA01 MA05 PI04 PI05 
MA07 MG11 MG13 MG15 MG16 MG18 
PI02 PI03 PI11 PI12 

515102 G A V1036I 0,061 0,034 6 10  MA01 MA05 MG12 PI04 PI05 PI09 
MA07 MG11 MG13 MG15 MG18 PI01 PI02 
PI03 PI11 PI12 

LinJ.11.1260 11 
ATP-binding cassette protein 
subfamily A, member 5, 
putative (ABCA5) 

OG5_126568 

524274 C G D631E 0,115 0,043 6 10   

12 10 

MA01 MA04 MG14 PI05 PI07 PI09 
MA07 MG13 MG15 MG16 MG17 MG18 
PI01 PI02 PI03 PI12 

527351 C G T1657S 0,106 0,031 11 4   

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI07 PI09 

MG13 MG15 PI01 PI12 
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Gene 

ID 
Cra Produto gênico 

Grupo 
Ortólogo 

SNP SNP λg 

Isolados+ para SNPh 
Posição 
no 
genoma 

Rb Ac AAd 
Chi2 
pe 

Perm. 
Pf 

por 
SNP   

por 
Gene 

C R C R Grupo CURA Grupo RECIDIVA 

LinJ.12.0290 12 
hypothetical protein, unknown 
function 

OG5_183315 148589 T C S126P 0,011 0,007 9 1  9 1 
MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 PI05 PI07 PI08 
PI09 

MG11 

LinJ.12.0662 12 
surface antigen protein 2, 
putative 

OG5_linf|LinJ
.12.0662 

388538 A C E176A 0,043 0,013 10 2   10 2 
MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 PI04 
PI05 PI07 PI09 

PI02 PI11 

LinJ.12.0663 12 
surface antigen protein 2, 
putative 

OG5_133076 396281 A G D622G 0,191 0,040 9 12  9 12 
MA01 MA02 MA03 MA04 MG12 MG14 PI04 
PI07 PI09 

MA07 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17 
MG18 PI01 PI02 PI03 PI11 PI12 

LinJ.12.0665 12 
surface antigen protein 2, 
putative 

OG5_133429 

405029 C A T105K 0,014 0,020 1 4   

14 12 

MA04 MA07 MG16 MG18 PI11 

405039 G C M108I 0,003 0,012 1 5   PI08 MA07 MG16 MG18 PI11 PI12 

405046 C G H111D 0,001 0,013 3 5   MA04 PI08 PI09 MA07 MG16 MG18 PI01 PI11 

405064 A G M117V 0,002 0,014 2 6   MA03 PI05 MA07 MG11 MG16 MG18 PI11 PI12 

405066 G A M117I 0,011 0,003 0 2   --- MG16 PI11 

405067 G A G118R 0,010 0,018 0 2   --- MA07 MG18 

405068 G C G118A 0,002 0,018 0 2   --- MA07 MG18 

405074 G A G120E 0,018 0,039 1 5   PI08 MA07 MG16 MG18 PI11 PI12 

405079 A G S122G 0,001 0,003 0 5   --- MA07 MG16 MG18 PI11 PI12 

405096 C G D127E 0,001 0,016 6 1   MA01 MA02 MA05 PI07 PI08 PI09 MG11 

405175 A C R154S 0,044 0,030 14 11   

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 PI10 

MA07 MG11 MG13 MG16 MG17 MG18 
PI01 PI02 PI03 PI11 PI12 

405624 G T N303K 0,013 0,028 7 11   MA03 MA04 MG14 PI04 PI05 PI08 PI09 
MA07 MG11 MG13 MG15 MG17 MG18 
PI01 PI02 PI03 PI11 PI12 

405764 C T A350V 0,048 0,007 0 2   --- PI03 PI11 

405766 G T G351C 0,168 0,019 0 1   --- PI11 

LinJ.12.0666 12 
surface antigen protein 2, 
putative 

OG5_161933 

411744 G C E225Q 0,053 0,011 13 5  

14 5 

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI07 PI08 PI09 PI10 

MA07 MG15 MG18 PI03 PI12 

411768 G A E233K 0,029 0,001 14 5  

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 PI10 

MA07 MG15 MG18 PI03 PI12 

411813 T C S248P 0,091 0,035 12 5  

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG19 
PI04 PI07 PI08 PI09 PI10 

MA07 MG15 MG18 PI03 PI12 

411816 T G S249A 0,053 0,011 13 5  

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI07 PI08 PI09 PI10 

MA07 MG15 MG18 PI03 PI12 

411857 C G S262R 0,091 0,031 12 5  

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI07 PI08 PI09 PI10 

MA07 MG15 MG18 PI03 PI12 

LinJ.12.0667 12 hypothetical protein OG5_154537 414193 C T A257V 0,047 0,038 1 4   1 4 MA02 MG13 MG15 MG16 PI02 

LinJ.12.0668 12 
surface antigen protein 2, 
putative 

OG5_133076 

421427 C A R153S 0,036 0,044 2 7  

6 11 

PI04 PI09 MG11 MG13 MG16 MG18 PI02 PI03 PI11 

421446 C T T159M 0,087 0,038 0 2  --- MG16 PI02 

421457 A C I163L 0,087 0,038 0 2  --- MG16 PI02 

422397 C T T476I 0,087 0,028 0 2  --- MA07 MG15 

422480 A T T504S 0,089 0,023 5 8  MA02 MG12 PI04 PI05 PI08 
MA07 MG15 MG16 MG17 MG18 PI01 PI02 
PI11 

LinJ.12.0670 12 
surface antigen protein 2, 
putative 

OG5_linf|LinJ
.12.0670 

429351 T A V59E 0,147 0,045 7 9   7 9 MA04 MA05 MG12 MG19 PI04 PI08 PI09 
MA07 MG13 MG15 MG16 MG17 MG18 
PI01 PI02 PI11 
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Gene 

ID 
Cra Produto gênico 

Grupo 
Ortólogo 

SNP SNP λg 

Isolados+ para SNPh 
Posição 
no 
genoma 

Rb Ac AAd 
Chi2 
pe 

Perm. 
Pf 

por 
SNP   

por 
Gene 

C R C R Grupo CURA Grupo RECIDIVA 

LinJ.12.0690 12 
surface antigen protein 2 
precursor 

OG5_161933 

438536 A T S44T 0,164 0,037 13 11  

14 12 

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI05 PI07 PI08 PI10 

MA07 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17 
MG18 PI01 PI02 PI11 PI12 

438983 A C K193Q 0,017 0,013 2 8  MA02 PI07 
MG11 MG13 MG15 MG16 MG18 PI02 PI11 
PI12 

439099 T G S231R 0,035 0,034 5 8  MA01 MG14 PI04 PI07 PI09 
MA07 MG11 MG15 MG16 MG17 PI03 PI11 
PI12 

LinJ.13.0220 13 
small Rab GTP binding 
protein, putative 

OG5_126724 71413 G A A106V 0,000 0,004 10 1   10 1 
MA01 MA02 MA03 MA05 PI04 PI05 PI07 PI08 
PI09 PI10 

PI12 

LinJ.13.0290 13 
flagellar radial spoke protein, 
putative 

OG5_129136 96697 A G E388G 0,038 0,024 7 1  7 1 MA01 MA02 MA04 PI04 PI05 PI08 PI09 MG16 

LinJ.13.0740 13 
hypothetical protein, 
conserved 

OG5_180805 

269506 C T G121E 0,010 0,005 11 2   

12 7 

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG19 PI04 
PI05 PI08 PI09 PI10 

MG16 PI02 

269524 T C E115G 0,091 0,044 11 6   

MA02 MA03 MA04 MA05 MG14 PI04 PI05 PI07 
PI08 PI09 PI10 

MG13 MG19 PI01 PI02 PI03 PI12 

LinJ.14.0290 14 
hypothetical protein, 
conserved 

OG5_130376 87137 C T S186F 0,000 0,005 10 1  10 1 
MA01 MA02 MA03 MA05 PI04 PI05 PI07 PI08 
PI09 PI10 

PI12 

LinJ.14.0730 14 fatty acid elongase, putative 
OG5_linf|LinJ
.14.0730 

263720 G A T159M 0,073 0,048 11 4   11 4 
MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 MG19 
PI04 PI05 PI07 PI08 

MG16 PI01 PI11 PI12 

LinJ.14.0780 14 fatty acid elongase, putative OG5_204198 288000 T C M205V 0,036 0,040 2 7  2 7 MA02 MA04 MG11 MG13 MG18 PI01 PI02 PI03 PI11 

LinJ.14.1180 14 kinesin K39, putative OG5_126585 

480733 A G N1150S 0,054 0,040 10 3   

14 9 

MA01 MA03 MA04 MA05 MG14 MG19 PI04 
PI05 PI07 PI10 

MG18 PI01 PI02 

481084 A G N1267S 0,030 0,020 11 3   

MA01 MA02 MA03 MA04 MG14 MG19 PI04 
PI05 PI08 PI09 PI10 

MG15 MG16 PI02 

481552 A G N1423S 0,053 0,030 12 5   

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG14 MG19 
PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 

MA07 MG16 MG18 PI03 PI11 

482716 C T A1811V 0,099 0,037 9 4   

MA03 MA05 MG12 MG14 MG19 PI07 PI08 
PI09 PI10 

MA07 MG18 PI02 PI03 

483046 C T A1921V 0,054 0,045 10 3   

MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 MG19 
PI04 PI07 PI10 

MA07 MG16 PI01 

483471 A G T2063A 0,036 0,021 9 2   

MA01 MA02 MA04 MA05 PI04 PI05 PI08 PI09 
PI10 

MG15 PI11 

486192 A G T2970A 0,036 0,024 9 2   

MA01 MA02 MA03 MA04 MG12 PI04 PI05 PI09 
PI10 

MG11 MG18 

LinJ.14.1190 14 kinesin K39, putative OG5_126585 

493521 G A A1538T 0,039 0,034 6 1  

14 12 

MA01 MA03 MG14 MG19 PI07 PI08 MG17 

494368 G C G1820A 0,024 0,029 1 6  PI04 MA07 MG13 MG16 MG18 PI01 PI12 

495052 A C E2048A 0,091 0,030 12 5  

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG19 
PI04 PI05 PI08 PI09 PI10 

MG11 MG13 MG17 PI02 PI03 

495133 A G K2075R 0,110 0,027 13 6  

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 PI10 

MG11 MG13 MG15 MG16 MG18 PI11 

LinJ.15.1260 15 
nucleoside transporter 1, 
putative 

OG5_150010 497543 C T S76N 0,191 0,041 9 12   9 12 
MA01 MA03 MA04 MG12 MG14 MG19 PI05 
PI07 PI09 

MA07 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17 
MG18 PI01 PI02 PI03 PI11 PI12 

LinJ.16.0220 16 
mitochondrial ornithine 
transporter 1-like protein 

OG5_169666 79003 G T T304K 0,003 0,020 9 1  9 1 
MA01 MA02 MA03 MA05 PI04 PI05 PI07 PI08 
PI09 

PI12 

LinJ.16.0690 16 
hypothetical protein, 
conserved 

OG5_128129 246138 G A S93F 0,001 0,011 5 8   5 8 MA05 MG12 MG15 PI05 PI10 
MG11 MG13 MG16 MG17 MG18 PI01 PI03 
PI11 

LinJ.16.1030 16 
hypothetical protein, unknown 
function 

OG5_132978 378143 T C V470A 0,011 0,010 1 7  1 7 MA05 MA07 MG16 MG17 MG18 PI03 PI11 PI12 
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LinJ.16.1050 16 
hypothetical protein, 
conserved 

OG5_132978 390534 A G N271D 0,016 0,021 6 0   6 0 MA03 MG12 MG14 PI05 PI08 PI10 --- 

LinJ.16.1550 16 kinesin, putative OG5_126585 

599553 C T A2456T 0,031 0,024 1 6  

4 8 

MG14 MG15 MG17 PI01 PI02 PI03 PI11 

603512 T C D1136G 0,046 0,040 0 3  --- MA07 PI11 PI12 

603554 T C D1122G 0,046 0,050 3 0  MA05 PI05 PI07 --- 

LinJ.17.0270 17 
hypothetical protein, 
conserved 

OG5_183418 96989 G T A1019D 0,000 0,009 9 1   9 1 
MA01 MA02 MA03 MA05 PI04 PI05 PI07 PI08 
PI09 

PI12 

LinJ.18.1030 18 Hypothetical repeat protein OG5_156608 422788 G A R225Q 0,005 0,029 5 0  5 0 MA03 MA05 MG12 MG14 PI04 --- 

LinJ.19.0850 19 
ATG8/AUT7/APG8/PAZ2, 
putative (ATG8B.2) 

OG5_137181 355993 C T P116L 0,113 0,017 8 12   8 12 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 PI04 PI08 PI10 
MA07 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17 
MG18 PI01 PI02 PI03 PI11 PI12 

LinJ.19.1120 19 hypothetical protein, unlikely OG5_133707 484873 C T A180V 0,011 0,026 1 5  1 5 MA02 MA07 MG11 MG13 MG15 PI01 

LinJ.19.1310 19 
glycerol uptake protein, 
putative 

OG5_128109 561242 G A E51K 0,059 0,018 5 10   5 10 MA01 MA02 MA03 MG12 MG19 
MA07 MG11 MG13 MG16 MG17 MG18 
PI01 PI02 PI11 PI12 

LinJ.19.1680 19 hypothetical protein OG5_152365 689054 A G S1525G 0,091 0,044 12 5  12 5 
MA02 MA04 MA05 MG12 MG14 MG19 PI04 
PI05 PI07 PI08 PI09 PI10 

MG16 MG17 MG18 PI01 PI02 

LinJ.19.1690 19 hypothetical protein OG5_152365 

713834 C T A410V 0,191 0,040 9 12   

13 12 

MA01 MA02 MA04 MA05 MG12 MG14 MG19 
PI04 PI05 

MA07 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17 
MG18 PI01 PI02 PI03 PI11 PI12 

716078 C G A1158G 0,030 0,014 11 3   

MA01 MA02 MA03 MG12 MG14 MG19 PI04 
PI05 PI07 PI09 PI10 

MG16 PI02 PI12 

LinJ.20.0100 20 
hypothetical protein, 
conserved 

OG5_144452 28005 G T S1072Y 0,115 0,047 6 10  6 10 MA02 MA03 MA04 MG12 MG19 PI05 
MA07 MG11 MG13 MG16 MG18 PI01 PI02 
PI03 PI11 PI12 

LinJ.20.0940 20 
hypothetical protein, 
conserved 

OG5_142225 365194 T C L1203P 0,003 0,010 0 3   0 3 --- MG15 MG16 MG18 

LinJ.20.1730 20 
aminoacylase, putative,N-
acyl-L-amino acid 
amidohydrolase, putative 

OG5_127543 715300 G A A312V 0,059 0,025 5 10  5 10 MA01 MA02 MA03 MG14 PI10 
MA07 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17 
PI02 PI03 PI11 PI12 

LinJ.21.1160 21 histone H2A OG5_126570 382447 A G T52A 0,018 0,018 5 0   5 0 MA04 PI07 PI08 PI09 PI10 --- 

LinJ.22.0670 22 A2 protein OG5_146485 

298751 T G S132A 0,044 0,037 5 9  

9 9 

MA02 MA04 MA05 MG14 MG19 
MA07 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17 
MG18 PI11 PI12 

299718 T A L454H 0,031 0,028 4 0  MA03 MA04 MG12 MG14 --- 

299790 C T L478P 0,000 0,008 4 0  
MA03 MG14 PI04 PI05 --- 

LinJ.22.0680 22 3'a2rel-related protein OG5_157933 305478 G T G487C 0,091 0,035 12 5   12 5 
MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI05 PI09 PI10 

MG15 MG17 MG18 PI03 PI11 

LinJ.22.1070 22 
hypothetical protein, 
conserved 

OG5_145966 473772 C T S313N 0,001 0,030 0 4  0 4 --- MG15 MG16 MG17 MG18 

LinJ.22.1160 22 
hypothetical protein, unknown 
function 

OG5_126585 503770 C T A1976T 0,028 0,019 2 9   2 9 MG12 PI07 
MG11 MG13 MG16 MG17 PI01 PI02 PI03 
PI11 PI12 

LinJ.23.0230 23 
ATP-binding cassette protein 
subfamily C, member 1, 
putative (ABCC1) 

OG5_126561 71679 C G F826L 0,044 0,035 0 3  0 3 --- MG11 PI01 PI02 

LinJ.23.0240 23 
ATP-binding cassette protein 
subfamily C, member 2, 
putative (ABCC2) 

OG5_126561 77941 C T S212L 0,010 0,045 11 3   11 3 
MA01 MA02 MA03 MA05 MG12 PI04 PI05 
PI07 PI08 PI09 PI10 

MG11 MG13 PI12 
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LinJ.23.0290 23 ABC-thiol transporter (MRPA) OG5_126561 

96378 T C L759S 0,051 0,033 9 2  

12 4 

MA01 MA04 MG19 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 
PI10 

MG11 PI12 

96599 A T I833F 0,092 0,050 7 1  MA01 MA02 MA04 MA05 PI07 PI08 PI10 MG17 

97904 G A E1268K 0,038 0,034 7 1  MA01 MG14 MG19 PI05 PI07 PI08 PI09 PI03 

LinJ.23.0660 23 
Poly(A)-specific ribonuclease 
PARN, putative 

OG5_128150 225968 T C F98L 0,037 0,038 5 0   5 0 MA02 PI04 PI05 PI08 PI09 --- 

LinJ.23.1320 23 
hypothetical protein, unknown 
function 

OG5_182573 

528813 G C L240V 0,054 0,046 4 9  

4 9 

MA02 MA04 MG14 PI07 
MG11 MG16 MG17 MG18 PI01 PI02 PI03 
PI11 PI12 

528826 T C I235M 0,054 0,046 4 9  MA02 MA04 MG14 PI07 
MG11 MG16 MG17 MG18 PI01PI02  PI03 
PI11 PI12 

LinJ.23.1340 23 
hypothetical protein, unknown 
function 

OG5_184200 

536201 C G V240L 0,050 0,035 7 1   

7 1 

MA01 MA02 MG12 MG14 MG19 PI09 PI10 MG18 

536203 T A Q239L 0,050 0,035 7 1   MA01 MA02 MG12 MG14 MG19 PI09 PI10 MG18 

536213 G C L236V 0,050 0,035 7 1   MA01 MA02 MG12 MG14 MG19 PI09 PI10 MG18 

LinJ.25.1720 25 
hypothetical protein, 
conserved 

OG5_151686 644110 G T A233E 0,017 0,009 3 8  3 8 MA04 PI07 PI10 
MA07 MG11 MG13 MG16 MG17 MG18 
PI02 PI11 

LinJ.25.2570 25 
phosphoglycan beta 1,3 
galactosyltransferase 6 
(SCG6) 

OG5_129839 

880844 A T L88F 0,046 0,050 3 8   

3 8 

MA01 MA02 MG12 
MG13 MG15 MG16 MG17 PI02 PI03 PI11 
PI12 

880845 C T R89C 0,046 0,050 3 8   MA01 MA02 MG12 
MG13 MG15 MG16 MG17 PI02 PI03 PI11 
PI12 

LinJ.26.1110 26 
hypothetical protein, unknown 
function 

OG5_183708 361559 G T A944S 0,010 0,018 10 1  10 1 
MA01 MA02 MA03 MA05 PI04 PI05 PI07 PI08 
PI09 PI10 

PI12 

LinJ.27.0250 27 
kinetoplast-associated 
protein-like protein 

OG5_126854 59236 G A A590V 0,017 0,015 2 8   2 8 MA02 PI08 
MA07 MG13 MG15 PI01 PI02 PI03 PI11 
PI12 

LinJ.27.0500 27 

calpain-like cysteine 
peptidase, putative,cysteine 
peptidase, Clan CA, family 
C2, putative 

OG5_130635 

154854 G A G2949D 0,059 0,010 12 5  

14 8 

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI08 PI09 PI10 

MA07 MG13 MG16 PI11 PI12 

158730 A G D4241G 0,104 0,040 11 5  

MA01 MA04 MA05 MG12 MG14 MG19 PI04 
PI05 PI07 PI08 PI09 

MG11 MG13 MG15 MG16 MG17 

LinJ.27.1470 27 
amino acid transporter, 
putative 

OG5_130822 635424 G A A39T 0,016 0,018 6 0   6 0 MA02 MA05 PI04 PI05 PI08 PI09 --- 

LinJ.27.1500 27 
amino acid transporter, 
putative (AAT24) 

OG5_130822 645237 G A R394H 0,004 0,002 8 0  8 0 MA02 MA03 MA05 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 --- 

LinJ.29.0110 29 
hypothetical protein, 
conserved 

OG5_141556 36642 T A E378V 0,115 0,045 6 10   6 10 MA02 MA04 MG14 MG19 PI08 PI09 
MA07 MG11 MG15 MG16 MG17 MG18 
PI01 PI03 PI12 

LinJ.30.1050 30 
hypothetical protein, 
conserved 

OG5_183848 326940 C T R76C 0,002 0,038 5 0  5 0 MA02 PI04 PI05 PI08 PI09 --- 

LinJ.30.2470 30 
heat shock 70-related protein 
1, mitochondrial precursor, 
putative 

OG5_126744 919508 C A E334D 0,016 0,004 12 3   12 3 
MA01 MA02 MA03 MA04 MG12 MG14 MG19 
PI04 PI07 PI08 PI09 PI10 

MG18 PI01 PI02 

LinJ.31.0910 31 
amino acid permease 3 
(AAP3) 

OG5_142921 335742 C A V480L 0,110 0,024 13 6  13 6 
MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI05 PI07 PI08 PI10 

MA07 MG13 MG15 MG18 PI01 PI12 

LinJ.31.0950 31 
sodium stibogluconate 
resistance protein, putative 

OG5_140928 349789 C G K531N 0,061 0,012 6 11   6 11 MA01 MA04 MA05 PI04 PI05 PI07 
MA07 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17 
MG18 PI01 PI03 PI11 PI12 

LinJ.31.1270 31 
hypothetical protein, 
conserved 

OG5_142250 495451 C T D764G 0,000 0,001 14 4  14 4 
MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 PI10 

MG15 MG17 PI02 PI12 

LinJ.31.1480 31 
hypothetical protein, unknown 
function 

OG5_163849 664281 C G G155A 0,008 0,034 8 1   8 1 MA02 MA03 MA05 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 PI12 
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LinJ.31.1830 31 
amino acid permease 
(AAT8.2) 

OG5_139635 836598 T C I64V 0,061 0,018 6 11  6 11 MA01 MA04 MA05 MG14 MG19 PI09 
MA07 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17 
MG18 PI01 PI02 PI11 PI12 

LinJ.31.1850 31 
amino acid permease 
(AAT8.3) 

OG5_139635 847182 C T G15R 0,225 0,031 14 8   14 8 
MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 PI10 

MA07 MG11 MG13 MG16 MG18 PI02 PI03 
PI12 

LinJ.31.2050 31 
hypothetical protein, unknown 
function 

OG5_183917 969997 C T A83T 0,000 0,006 10 1  10 1 
MA01 MA02 MA03 MA05 PI04 PI05 PI07 PI08 
PI09 PI10 

PI12 

LinJ.31.2290 31 
hypothetical protein, unknown 
function 

OG5_163969 1094343 A C Y1213D 0,016 0,019 6 0   6 0 MA02 MA04 MA05 PI04 PI07 PI09 --- 

LinJ.31.2320 31 
3,2-trans-enoyl-CoA 
isomerase, mitochondrial 
precursor, putative 

OG5_130243 1106350 C T S115N 0,008 0,001 10 1  10 1 
MA01 MA02 MA03 MG14 PI04 PI05 PI07 PI08 
PI09 PI10 

PI12 

LinJ.31.2400 31 
3,2-trans-enoyl-CoA 
isomerase, mitochondrial 
precursor, putative 

OG5_130243 

1133600 A T L328Q 0,003 0,033 4 5   

13 12 

MA04 MG19 PI04 PI10 MA07 MG11 MG13 MG18 PI03 

1133604 T C M327V 0,001 0,019 3 5   MA04 MG19 PI10 MA07 MG11 MG13 MG18 PI03 

1133606 T A Y326F 0,001 0,019 3 5   MA04 MG19 PI10 MA07 MG11 MG13 MG18 PI03 

1133679 C T V302M 0,006 0,022 5 7   MA04 MG12 PI05 PI09 PI10 MA07 MG11 MG13 MG18 MG19 PI03 PI11 

1133694 C T V297M 0,000 0,004 5 6   MG12 MG19 PI05 PI09 PI10 MA07 MG11 MG13 MG18 PI03 PI11 

1133697 G A R296W 0,000 0,006 5 6   MA04 MG12 MG19 PI05 PI09 MA07 MG11 MG13 MG18 PI03 PI11 

1134218 C T N122S 0,002 0,001 13 11   

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI05 PI07 PI09 PI10 

MA07 MG11 MG13 MG16 MG17 MG18 
PI01 PI02 PI03 PI11 PI12 

1134336 C G L83V 0,001 0,000 12 12   

MA01 MA02 MA03 MA05 MG12 MG14 MG19 
PI04 PI05 PI07 PI09 PI10 

MA07 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17 
MG18 PI01 PI02 PI03 PI11 PI12 

1134339 A G L82F 0,001 0,000 12 12   

MA01 MA02 MA03 MA05 MG12 MG14 MG19 
PI04 PI05 PI07 PI09 PI10 

MA07 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17 
MG18 PI01 PI02 PI03 PI11 PI12 

1134350 T C G78E 0,000 0,000 11 12   

MA01 MA02 MA03 MA05 MG12 MG19 PI04 
PI05 PI07 PI09 PI10 

MA07 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17 
MG18 PI01 PI02 PI03 PI11 PI12 

1134479 G A L35P 0,000 0,000 10 11   

MA01 MA02 MA03 MA05 MG12 MG19 PI04 
PI05 PI09 PI10 

MA07 MG13 MG15 MG16 MG17 MG18 
PI01 PI02 PI03 PI11 PI12 

1134488 G C W32S 0,000 0,000 11 12   

MA01 MA02 MA03 MA05 MG12 MG19 PI04 
PI05 PI07 PI09 PI10 

MA07 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17 
MG18 PI01 PI02 PI03 PI11 PI12 

1134525 G A S20P 0,001 0,001 13 12   

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI05 PI07 PI09 PI10 

MA07 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17 
MG18 PI01 PI02 PI03 PI11 PI12 

1134572 A G A4V 0,001 0,001 13 12   

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI05 PI07 PI09 PI10 

MA07 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17 
MG18 PI01 PI02 PI03 PI11 PI12 

LinJ.31.2680 31 
RNA polymerase ii largest 
subunit (RPOIILS) 

OG5_126637 1254441 G A V366A 0,002 0,025 7 10  7 10 MA04 MA05 MG12 MG14 MG19 PI05 PI08 
MA07 MG11 MG15 MG16 MG17 MG18 
PI01 PI02 PI03 PI11 

LinJ.31.3080 31 
acetyl-CoA carboxylase, 
putative 

OG5_127493 1380994 C G I1442M 0,003 0,030 8 10   8 10 
MA04 MA05 MG12 MG14 MG19 PI05 PI08 
PI10 

MA07 MG11 MG15 MG16 MG17 MG18 
PI01 PI02 PI03 PI11 

LinJ.31.3330 31 
phosphoglycan beta 1,3 
galactosyltransferase 5 
(SCG5) 

OG5_129839 1461387 G C R101P 0,115 0,029 7 11  7 11 MA01 MA02 MA03 MG12 MG14 MG19 PI08 
MA07 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17 
MG18 PI01 PI03 PI11 PI12 

LinJ.33.2400 33 
hypothetical protein, 
conserved 

OG5_173527 917373 G A A180T 0,016 0,015 6 0   6 0 MA03 MA05 MG12 MG19 PI07 PI10 --- 

LinJ.33.3230 33 
hypothetical protein, 
conserved 

OG5_140248 

1380475 G A G1904D 0,029 0,031 11 5  

12 6 

MA01 MA02 MA03 MA04 MG12 MG14 MG19 
PI04 PI05 PI08 PI09 

MG11 MG13 MG16 PI01 PI03 

1380525 G A E1921K 0,019 0,008 10 2  

MA01 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 PI04 
PI05 PI08 PI09 

MG18 PI03 
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LinJ.34.0710 34 
flagellar attachment zone 
protein, putative 

OG5_126585 

306386 T C K806R 0,011 0,018 0 5   

13 12 

--- MG13 MG16 MG18 PI01 PI03 

306674 C T G710D 0,000 0,000 1 10   MA01 
MA07 MG11 MG13 MG15 MG16 PI01 PI02 
PI03 PI11 PI12 

308024 T C K260R 0,124 0,034 13 7   

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI07 PI08 PI09 PI10 

MA07 MG11 MG13 MG17 PI02 PI03 PI12 

LinJ.34.0720 34 
flagellar attachment zone 
protein, putative 

OG5_126585 311002 C G E831Q 0,110 0,023 13 6  13 6 
MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI05 PI08 PI09 PI10 

MG13 MG15 MG16 PI01 PI02 PI11 

LinJ.34.0850 34 
serine/threonine-protein 
phosphatase PP1, putative 

OG5_129030 354320 A C N285T 0,036 0,021 9 2   9 2 
MA03 MA05 MG14 MG19 PI05 PI07 PI08 PI09 
PI10 

MG11 MG13 

LinJ.34.1160 34 tuzin-like protein 
OG5_linf|LinJ
.34.1160 

485543 A T F266I 0,025 0,028 0 4  0 4 --- MA07 PI01 PI11 PI12 

LinJ.35.0290 35 
hypothetical protein, 
conserved 

OG5_135243 

70984 A G T108A 0,017 0,014 2 8   

11 12 

MA02 MG12 
MA07 MG11 MG13 MG15 MG17 MG18 
PI01 PI11 

71075 T C V138A 0,164 0,034 9 12   

MA03 MA04 MG14 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 
PI10 

MA07 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17 
MG18 PI01 PI02 PI03 PI11 PI12 

71203 A G T181A 0,025 0,030 0 4   --- MG11 MG13 MG16 PI11 

LinJ.35.0500 35 
proteophosphoglycan ppg3, 
putative 

OG5_126579 

178753 A G S509G 0,065 0,038 8 2  

9 2 

MA01 MA02 MA03 MG12 MG14 MG19 PI05 
PI10 

PI01 PI02 

178756 A G T510A 0,065 0,038 8 2  

MA01 MA02 MA03 MG12 MG14 MG19 PI05 
PI10 

PI01 PI02 

184919 G A R2564H 0,059 0,039 2 0  MG12 PI09 --- 

LinJ.35.0510 35 proteophosphoglycan ppg4 OG5_126579 

192047 C G L395V 0,091 0,017 7 5   

14 10 

MA01 MA04 MA05 MG12 MG14 PI09 PI10 MG11 MG17 MG18 PI03 PI12 

192227 C G L455V 0,110 0,026 13 6   

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG14 MG19 
PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 PI10 

MG11 MG15 MG16 PI03 PI11 PI12 

193487 G C V875L 0,019 0,030 2 0   MA01 MA05 --- 

195344 G A A1494T 0,008 0,006 7 0   MA01 MA03 MG12 MG14 MG19 PI04 PI07 --- 

195884 A G T1674A 0,001 0,007 10 2   

MA01 MA02 MA03 MG12 MG19 PI04 PI05 
PI07 PI08 PI09 

MG13 PI12 

196181 G A S1773G 0,008 0,027 3 4   MA04 MA05 PI09 MG11 MG17 PI03 PI12 

197537 T C C2225R 0,032 0,015 0 6   --- MG11 MG13 MG16 MG17 PI03 PI11 

198266 C G L2468V 0,046 0,038 0 5   --- MA07 MG13 MG16 MG17 MG18 

LinJ.35.0520 35 proteophosphoglycan ppg4 OG5_126579 

206838 G C V96L 0,038 0,036 7 1  

14 12 

MA02 MA03 MA05 MG14 MG19 PI04 PI08 MG15 

208149 T C C533R 0,016 0,006 9 2  

MA02 MA03 MA05 MG14 MG19 PI04 PI05 PI07 
PI08 

MA07 PI01 

208479 C G L643V 0,087 0,039 9 10  

MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 MG19 
PI04 PI05 

MA07 MG11 MG13 MG15 MG16 MG17 
MG18 PI01 PI03 PI12 

208569 C G L673V 0,039 0,016 12 3  

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI05 PI08 PI09 

MA07 MG13 MG15 

209211 A G T887A 0,038 0,029 6 8  MA03 MG12 PI04 PI05 PI07 PI09 
MA07 MG13 MG15 MG16 MG18 PI01 PI03 

PI12 

209547 G A G999S 0,012 0,000 14 4  

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 PI10 

MA07 MG15 PI01 PI02 

209553 C G L1001V 0,225 0,035 14 8  

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 PI10 

MA07 MG11 MG17 MG18 PI01 PI03 PI11 
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Gene 

ID 
Cra Produto gênico 

Grupo 
Ortólogo 

SNP SNP λg 

Isolados+ para SNPh 
Posição 
no 
genoma 

Rb Ac AAd 
Chi2 
pe 

Perm. 
Pf 

por 
SNP   

por 
Gene 

C R C R Grupo CURA Grupo RECIDIVA 

210459 A G T1303A 0,133 0,039 12 7  

MA01 MA02 MA03 MA05 MG12 MG14 MG19 
PI04 PI07 PI08 PI09 PI10 

MG13 MG15 MG16 MG17 PI02 PI03 PI11 

211134 G A A1528T 0,041 0,026 0 3  --- MA07 PI01 PI03 

211836 G A G1762S 0,039 0,040 3 0  MA04 MG12 PI10 --- 

213372 C G L2274V 0,004 0,022 7 2  MA01 M102 MA03 MA05 PI04 PI07 PI09 MG11 MG16 

213519 G A A2323T 0,038 0,045 7 1  MA01 MA02 MA05 MG12 MG19 PI07 PI09 PI12 

LinJ.35.0530 35 proteophosphoglycan 5 OG5_126579 

218806 T C V348A 0,016 0,004 12 3   

14 12 

MA01 MA03 MA05 MG12 MG14 MG19 PI04 
PI05 PI07 PI08 PI09 PI10 

MA07 PI01 PI11 

218827 A G Q355R 0,008 0,006 7 0   MA01 MA03 MG19 PI04 PI05 PI07 PI09 --- 

218862 G A G367S 0,091 0,034 12 5   

MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG19 PI04 
PI05 PI07 PI08 PI09 PI10 

MA07 MG15 PI03 PI11 PI12 

219150 G A A463T 0,225 0,038 14 8   

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 PI10 

MG11 MG13 MG15 MG16 PI01 PI03 PI11 
PI12 

219967 G C R735P 0,014 0,016 7 1   MA01 MA04 MA05 MG19 PI04 PI08 PI10 PI02 

220070 G C Q769H 0,027 0,044 8 2   

MA01 MA02 MA04 MA05 MG12 MG19 PI04 
PI08 

MG13 PI01 

222589 A G T1609A 0,023 0,013 3 0   MA01 MG14 PI09 --- 

223252 C G L1830V 0,073 0,040 11 4   

MA01 MA02 MA03 MA04 MG12 PI04 PI05 PI07 
PI08 PI09 PI10 

MG13 MG18 PI01 PI02 

223972 C G L2070V 0,003 0,012 3 0   MA01 MA04 MG14 --- 

224183 G A R2140H 0,048 0,020 2 0   MA05 MG12 --- 

224731 A G S2323G 0,006 0,004 0 1   --- PI01 

224992 T C C2410R 0,005 0,017 3 7   MG12 MG14 PI04 MA07 MG13 MG15 MG16 MG18 PI01 PI12 

226795 G A A3011T 0,091 0,035 12 5   

MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 MG19 
PI04 PI07 PI08 PI09 PI10 

MA07 MG13 MG15 PI03 PI12 

228472 A G I3570V 0,110 0,028 13 6   

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 

MG11 MG15 MG16 PI02 PI03 PI11 

229009 C G L3749V 0,038 0,040 7 1   MA02 MA03 MA04 MG19 PI04 PI08 PI09 MA07 

229222 G A A3820T 0,042 0,033 11 6   

MA01 MA02 MA04 MG12 MG14 MG19 PI04 
PI05 PI07 PI08 PI09 

MG11 MG13 MG17 MG18 PI03 PI11 

229987 A G T4075A 0,016 0,018 6 0   MA01 MG12 PI04 PI07 PI08 PI09 --- 

231583 A G T4607A 0,247 0,042 14 9   

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 
MG19 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 PI10 

MA07 MG11 MG13 MG16 MG18 PI02 PI03 
PI11 PI12 

232276 C T R4838C 0,091 0,049 12 5   

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 MG14 MG19 
PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 

MA07 MG11 MG17 MG18 PI01 

232606 G C V4948L 0,005 0,002 10 1   

MA01 MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 MG19 
PI04 PI08 PI10 

MG15 

232651 G C V4963L 0,054 0,036 10 3   

MA01 MA03 MA04 MG12 MG14 MG19 PI04 
PI08 PI09 PI10 

MG11 MG17 PI01 

233476 G A G5238S 0,008 0,008 7 0   MA01 MA03 MA05 MG12 MG19 PI04 PI08 --- 

233872 C T R5370C 0,010 0,006 11 2   

MA01 MA02 MA03 MG12 MG14 MG19 PI04 
PI05 PI07 PI08 PI09 

MG17 PI12 

234158 T G L5465R 0,029 0,050 5 0   MA02 MA03 MG19 PI05 PI09 --- 
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Gene 

ID 
Cra Produto gênico 

Grupo 
Ortólogo 

SNP SNP λg 

Isolados+ para SNPh 
Posição 
no 
genoma 

Rb Ac AAd 
Chi2 
pe 

Perm. 
Pf 

por 
SNP   

por 
Gene 

C R C R Grupo CURA Grupo RECIDIVA 

LinJ.35.0540 35 proteophosphoglycan 5 OG5_126579 236654 G A A403T 0,020 0,019 8 1  8 1 MA02 MG14 MG19 PI04 PI05 PI07 PI08 PI10 PI01 

LinJ.35.1990 35 
hypothetical protein, 
conserved 

OG5_148991 785376 C A T913K 0,065 0,043 8 2   8 2 MA02 MA03 MA04 MG12 MG19 PI04 PI05 PI09 MG11 MG13 

LinJ.35.5080 35 
hypothetical protein, 
conserved 

OG5_140622 1941935 C G S585W 0,000 0,002 4 10  4 10 MG12 PI05 PI08 PI09 
MG11 MG13 MG15 MG16 MG17 MG18 
PI01 PI02 PI03 PI11 

LinJ.36.2520 36 
sterol 24-c-methyltransferase, 
putative 

OG5_129172 958044 A G I321V 0,030 0,015 11 3   11 3 
MA03 MA04 MA05 MG12 MG14 MG19 PI04 
PI05 PI08 PI09 PI10 

MG11 PI01 PI11 

LinJ.36.3370 36 
hypothetical protein, 
conserved 

OG5_141788 1279929 C A D356Y 0,001 0,015 9 1  9 1 
MA01 MA02 MA03 MA05 PI04 PI05 PI07 PI08 
PI09 

PI12 

LinJ.36.7360 36 
hypothetical protein, 
conserved 

OG5_146646 2670444 G A R37W 0,001 0,007 7 0   7 0 MA02 MA05 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 --- 

a Cr, cromossomo. 

b R, nucleotídeo no genoma de referência, L. (L.) infantum JPCM5.  

c A, nucleotídeo alterado no genoma dos isolados de L. (L.) chagasi. 

d AA, alteração a nível de aminoácido devido à mutação no genoma.  

e Chi2 p, p-valor obtido no teste estatístico Chi-quadrado. 

f Perm. p, p-valor obtido após o teste de permutação. Destacado em vermelho/negrito os valores de p < 0,01. 

g SNP λ, frequência de SNP nos grupos Cura (C, n=14) e Recidiva (R, n=12).  0                                                         12 (R) ou 14 (C). 

h Isolados destacados em negrito apresentam mutação em todos os alelos (homozigoto) para o referido SNP. 

OBS.: análise posterior do gene LinJ.31.2400 mostrou que este NÃO está presente em: 11 dos 12 isolados obtidos de pacientes que apresentaram falha terapêutica (presente apenas em PI12A); e em 3 

dos 14 isolados obtidos de pacientes que apresentaram cura (MA04A, MG12A E MG19A). Assim, variações nesse gene para esses isolados podem ser atribuídas ao gene LinJ.31.2320, o qual é 

ortólogo do gene LinJ.31.2400. 
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Tabela 12 – Variações gênicas de InDels entre os isolados de L. (L.) chagasi dos grupos cura e recidiva. 

Gene 

ID 
Cra Produto gênico 

Grupo 
Ortólogo 

InDels InDels λg 

Isolados+ para InDelh 
Posição 
no 
Genoma 

EFFb Rc Ad 
Chi2 
pe 

Perm. 
pf 

por 
InDels   

por 
Gene 

C R C R Grupo CURA Grupo RECIDIVA 

LinJ.12.0690 12 
surface antigen protein 2 
precursor 

OG5_161933 

438509 F_S - A 0,030 0,047 7 10 
 

12 11 

MA01 MA02 MA04 MA05 PI04 
PI05 PI07 

MA07 MG11 MG13 MG15 
MG16 MG17 MG18 PI01 PI03 
PI12 

439295 F_S 
AGTGCCGCCAG
GCGGCGCCCAC
T 

- 0,116 0,006 12 5 
 

MA01 MA02 MA03 MA04 MA05 
MG12 PI04 PI05 PI07 PI08 PI09 
PI10 

MG16 MG17 MG18 PI01 PI11 

LinJ.20.1720 20 
aminoacylase, putative,N-
acyl-L-amino acid 
amidohydrolase, putative 

OG5_127543 713455 F_S A - 0,115 0,036 7 11   7 11 
MA02 MA04 MG14 MG19 PI05 
PI07 PI10 

MA07 MG11 MG13 MG16 
MG17 MG18 PI01 PI02 PI03 
PI11 PI12 

LinJ.31.2400 31 
3,2-trans-enoyl-CoA 
isomerase, mitochondrial 
precursor, putative 

OG5_130243 

1134439 F_S - 
TCATGCA
GAGCCA 

0,001 0,000 11 12 
 

11 12 

MA01 MA02 MA03 MA05 MG12 
MG19 PI04 PI05 PI07 PI09 PI10 

MA07 MG11 MG13 MG15 
MG16 MG17 MG18 PI01 PI02 
PI03 PI11 PI12 

1134456 F_S - 
CAGTTG
CG 

0,000 0,000 11 12 
 

MA01 MA02 MA03 MA05 MG12 
MG19 PI04 PI05 PI07 PI09 PI10 

MA07 MG11 MG13 MG15 
MG16 MG17 MG18 PI01 PI02 
PI03 PI11 PI12 

LinJ.34.1020 34 
amastin-like surface 
protein, putative 

OG5_linf|LinJ
.34.1020 

415894 F_S AG - 0,029 0,047 5 0   5 0 MA02 MG14 PI04 PI07 PI08 --- 

a Cr, cromossomo. 

b Efeito gerado pela inserção/deleção. F_S, Frame-Shift. 

c R, nucleotídeos no genoma de referência, L. (L.) infantum JPCM5.  

d A, nucleotídeos inseridos/deletados no genoma dos isolados de L. (L.) chagasi. 

e Chi2 p, p-valor obtido no teste estatístico Chi-quadrado. 

f Perm. p, p-valor obtido após o teste de permutação. Destacado em vermelho/negrito os valores de p < 0,01. 

g InDel λ, frequência de InDel nos grupos Cura (C, n=14) e Recidiva (R, n=12).  0                                                        12 (R) ou 14 (C). 

h Isolados destacados em negrito apresentam mutação em todos os alelos (homozigoto) para o referido InDel. 

OBS.: análise posterior do gene LinJ.31.2400 mostrou que este NÃO está presente em: 11 dos 12 isolados obtidos de pacientes que apresentaram falha terapêutica (presente apenas em PI12A); e 
em 3 dos 14 isolados obtidos de pacientes que apresentaram cura (MA04A, MG12A E MG19A). Assim, variações nesse gene para esses isolados podem ser atribuídas ao gene LinJ.31.2320, o 
qual é ortólogo do gene LinJ.31.2400. 
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Apesar da maioria das variações gênicas destacadas nessa análise estatística ter ocorrido 

de forma heterozigótica, algumas variações homozigóticas 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 (proteínas hipotéticas)) ou nos 

isolados do grupo recidiva (LinJ.35.5080 (proteínas hipotética)). 

Contudo, considerando os valores de cobertura obtidos no sequenciamento desses 

isolados, é preciso ter cautela na utilização dos resultados da análise de identificação de 

SNPs e InDels, principalmente para os genes localizados em cromossomos com ploidia 

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

 

3.2. VARIAÇÃO NO NÚMERO DE CÓPIAS DE CROMOSSOMOS E GENES NOS 

ISOLADOS DE L. (L.) chagasi 

Além da diversidade genômica quanto a presença de SNPs e InDels, foi também avaliado a 

variação no número de cópias (CNV) de cromossomos e genes. Este tipo de variação 

representa uma classe de alteração na qual segmentos gênicos podem ser duplicados ou 

deletados. 

Essa análise revelou diferenças no número de cópias de cromossomos entre os isolados 

analisados, mostrando variação no grau de aneuploidia e significativa plasticidade gênica do 

parasita Leishmania (Figura 16). Os resultados dessa análise mostram que, na população 

de L. (L.) chagasi analisada a maioria dos cromossomos são diploides, embora apenas 10 

cromossomos apresentaram-se dissômicos 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 trissômicos 

também foram observados e o cromossomo 31, como tem sido reportado (Rogers et al., 

2011), apresentou-se tetrassômico na maioria dos isolados e pentassômico nos isolados 

PI01A, PI03A e MA04A. Contudo, baseado no número de cópias de cromossomos não foi 

possível identificar variações que segreguem os isolados dos grupos cura e recidiva (Figura 

16). 

 



Resultados 

118 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 – Variação no número de cópias de cromossomos entre os isolados de L. (L.) chagasi. O heatmap mostra o status do número de cópias dos 36 cromossomos 

para os 32 isolados analisados como: dissômico (2, amarelo), trissômico (3, laranja), tetrassômico (4, vermelho) e pentassômico (5, vermelho escuro). A, antes do tratamento; 

B, depois do tratamento; e C, durante a falha terapêutica. 
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Os resultados da análise de variação do número de cópias de gene foi expresso pela dose 

gênica, a qual foi estimada considerando o valor da ploidia dos respectivos cromossomos. 

Essa análise mostrou que, o número de cópias de genes variou consideravelmente, 

evidenciando a ocorrência de duplicações e deleções gênicas nos isolados analisados 

(Tabelas 13, 14 e A1). É importante observar que os dados de CNV foram mantidos como 

valores não discretos, uma vez que os isolados clínicos não foram previamente clonados, 

podendo estes serem constituídos de uma população heterogênea de L. (L.) chagasi. As 

diferenças em termos de dose gênica entre os grupos cura e recidiva foram determinadas 

pelo teste estatístico Mann-Whitney. Essa análise foi realizada utilizando apenas os isolados 

obtidos antes do tratamento e mostrou diferença significativa (p < 0,01) em 93 grupos 

ortólogos (OG5), os quais correspondem a 100 genes. Desses, 24 OG5 (25 genes) 

apresentaram maior dose gênica e 69 OG5 (75 genes) apresentaram menor dose gênica 

nos isolados do grupo recidiva (Tabelas 13 e 14 e Figura 17). 
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Tabela 13 – Genes com número aumentado de cópias nos isolados de L. (L.) chagasi do grupo recidiva. 

Grupo 
Ortólogo 

Gene ID Cra Produto gênico 
Ref 

Hap.b 

Média - Número de cópias de genes Mediana - Número de cópias de genes Mann-
Whitney 
pd 

Perm. 

pe Grupo 
CURA 

Grupo 
RECIDIVA 

Razão R/Cc 
Grupo 
CURA 

Grupo 
RECIDIVA 

Razão R/Cc 

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 

OG5_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 
mitochondrial inner membrane signal peptidase, 
putative,serine peptidase clan SF, family S26B, putative 

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 
d-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase- like 
protein 

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 
LinJ.25.2220, 
LinJ.25.2230 

LinJ.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 LinJ.28 ATPase, putative 1 1,82 2,13 1,17 1,73 2,08 1,20 0,009 0,007 

OG5_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 

a Cr, cromossomo. 
b Ref Hap., número de cópias de gene, por grupo ortólogo, no genoma haploide de referência, L. (L.) infantum JPCM5. 
c R, grupo recidiva; C, grupo cura. 
d Mann-Whitney p, p-valor obtido após análise estatística. 
e Perm. p, p-valor obtido após análise de permutação. 

OBS1.: Os valores de número de cópias de genes informados na tabela se referem a dose gênica (número de cópias de genes na célula haploide x ploidia do referido cromossomo). 

OBS2.: A análise para mensurar o número de cópias de genes foi realizada por grupo ortólogo por cromossomo. 
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Tabela 14 – Genes com número aumentado de cópias nos isolados de L. (L.) chagasi do grupo cura. 

Grupo 
Ortólogo 

Gene ID Cra Produto gênico 
Ref 

Hap.b 

Média - Número de cópias de genes Mediana - Número de cópias de genes Mann-
Whitney 
pd 

Perm. 

pe Grupo 
CURA 

Grupo 
RECIDIVA 

Razão C/Rc 
Grupo 
CURA 

Grupo 
RECIDIVA 

Razão C/Rc 

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 

OG5_128720 
LinJ.31.2370, 
LinJ.31.2380 

LinJ.31 
3'-nucleotidase/nuclease, putative, 3'-
nucleotidase/nuclease precursor, putative 

2 5,38 0,72 7,49 6,21 0,00 --- 0,003 0,002 

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 

OG5_126659 
LinJ.06.0590, 
LinJ.06.0600 

LinJ.06 60S ribosomal protein L23a, putative 2 4,96 2,07 2,39 4,17 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 

OG5_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 

OG5_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 

OG5_128075 LinJ.35.1240 LinJ.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 

OG5_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 

OG5_126906 LinJ.11.0040 LinJ.11 
ATP-binding cassette protein subfamily H, member 1, 
putative (ABCH1) 

1 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 LinJ.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 

OG5_127017 LinJ.33.0410 LinJ.33 
serine peptidase, putative,serine peptidase, Clan SC, 
Family S9D 

1 2,53 1,86 1,36 2,43 2,03 1,20 0,005 0,005 

OG5_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 

OG5_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 
LinJ.35.0400, 
LinJ.35.0410 

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 
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Grupo 
Ortólogo 

Gene ID Cra Produto gênico 
Ref 

Hap.b 

Média - Número de cópias de genes Mediana - Número de cópias de genes Mann-
Whitney 
pd 

Perm. 

pe Grupo 
CURA 

Grupo 
RECIDIVA 

Razão C/Rc 
Grupo 
CURA 

Grupo 
RECIDIVA 

Razão C/Rc 

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 

OG5_129228 LinJ.35.4730 LinJ.35 
small nuclear RNA gene activation protein (SNAP) 50, 
putative 

1 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 LinJ.32 vacuolar proton-ATPase-like protein, putative 1 2,09 1,64 1,28 2,01 1,60 1,26 0,009 0,009 

OG5_128035 LinJ.10.1030 LinJ.10 
guanine nucleotide exchange factor subunit 
GCD7,translation initiation factor 2b, delta subunit, 
putative,eIF-2B GDP-GTP exchange factor, putative 

1 2,32 1,82 1,27 2,33 1,71 1,36 0,006 0,006 

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 

OG5_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 

OG5_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 

OG5_128001 LinJ.35.1660 LinJ.35 
mismatch repair protein PMS1, putative,mismatch 
repair protein 

1 2,70 2,19 1,24 2,63 2,12 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 

OG5_145063 LinJ.21.0190 LinJ.21 
protein kinase, putative,serine/threonine protein kinase, 
putative 

1 2,26 1,87 1,21 2,21 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 

OG5_136877 LinJ.21.1640 LinJ.21 
palmitoyl acyltransferase 3, putative,zinc finger domain-
like protein 

1 2,19 1,82 1,21 2,20 1,76 1,25 0,008 0,006 

OG5_148072 LinJ.13.0210 LinJ.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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CURA 

Grupo 
RECIDIVA 

Razão C/Rc 

OG5_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 

OG5_183977 LinJ.32.2190 LinJ.32 ABC transporter-like protein 1 2,31 1,99 1,16 2,30 2,00 1,15 0,008 0,008 

OG5_126744 

LinJ.30.2470, 
LinJ.30.2480, 
LinJ.30.2530, 
LinJ.30.2540 

LinJ.30 
heat shock 70-related protein 1, mitochondrial 
precursor, putative 

4 7,79 6,83 1,14 7,56 6,75 1,12 0,008 0,008 

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 

a Cr, cromossomo. 
b Ref Hap., número de cópias de gene, por grupo ortólogo, no genoma haploide de referência, L. (L.) infantum JPCM5. 
c R, grupo recidiva; C, grupo cura. 
d Mann-Whitney p, p-valor obtido após análise estatística. 
e Perm. p, p-valor obtido após análise de permutação. 

OBS1.: Os valores de número de cópias de genes informados na tabela se referem a dose gênica (número de cópias de genes na célula haploide x ploidia do referido cromossomo). 

OBS2.: A análise para mensurar o número de cópias de genes foi realizada por grupo ortólogo por cromossomo. 
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Figura 17 – Visualização da variação no número de cópias de genes entre os isolados de L. (L.) chagasi. Heatmap obtido a partir dos dados da análise estatística prévia 

(Mann-Whitney), a qual destacou genes/grupo ortólogos com números de cópias diferentes entre os grupos cura e recidiva (p < 0,01). Escala normalizada por coluna. 
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A tabela A1 mostra os dados da análise de variação do número de cópias de gene (dose 

gênica), por isolado clínico, que variaram entre os grupos cura e recidiva com nível de 

significância α < 0,05. Esses dados foram utilizados para destacar os processos biológicos e 

vias metabólicas possivelmente enriquecidos nos grupos cura e recidiva. Essa análise, ao 

contrário dos dados proteômicos, mostrou que: (i) processos biológicos envolvidos na 

homeostase do sistema redox estão enriquecidos nos isolados do grupo cura; (ii) e que 

processos de metabolismo de aminoácidos estão enriquecidos apenas no grupo cura 

(metabolismo da arginina, prolina, D-glutamina, D-glutamato, alanina, aspartato e 

glutamato). Além disso, essa análise destacou o enriquecimento das vias metabólicas de 

éter-lipídios e glicerofosfolipídeos e de vias energéticas nos isolados do grupo recidiva 

(Figura 18). 

Considerando que um aumento no número de cópias de genes pode levar a um aumento na 

expressão gênica e consequentemente no conteúdo proteico, os dados de CNV dos 

respectivos genes das proteínas que apresentaram regulação diferenciada entre os isolados 

do grupo cura (MG14A) e do grupo recidiva (MG11A), na abordagem proteômica, foram 

correlacionados.  

Dentre as proteínas diferencialmente expressas destacadas na análise proteômica, apenas 

o gene da proteína pyrroline-5-carboxylate reductase apresentou diferença significativa de 

CNV entre os grupos cura e recidiva, porém o número de cópias de genes encontrado foi 

inversamente proporcional à expressão proteica. Entretanto, quando a análise de CNV é 

realizada apenas entre os isolados utilizados na análise proteômica (MG11A e MG14A) é 

possível observar uma correlação positiva entre as duas abordagens, indicando que 

possivelmente os isolados analisados na abordagem proteômica não são representativos 

dos grupos cura e recidiva para a expressão desse produto gênico.  

A variação da dose gênica entre os isolados MG11A e MG14A também mostrou correlação 

positiva com a expressão proteica dos seguintes produtos: activated protein kinase c 

receptor, chaperonin Hsp60, ATPase beta subunit, GDP-mannose pyrophosphorylase, RNA 

helicase, mitochondrial peroxiredoxin, stress-induced protein sti1, actin e uma proteína 

hipotética (OG5_148242), totalizando 50% de produtos positivamente correlacionados. Já a 

expressão das proteínas ribonucleoprotein p18, proliferative cell nuclear antigen e de duas 

proteínas hipotéticas (OG5_145290 e OG5_150350) apresentaram correlação inversa com a 

dose gênica (18,2%) e os demais genes (31,8%) não apresentaram variação, mostrando 

que provavelmente a expressão dessas proteínas é regulada a nível pós-transcricional e/ou 

pós-traducional.  
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Figura 18 – Análise de enriquecimento. Processos biológicos (a) e vias metabólicas (b) que apresentaram 

significativa diferença entre os isolados dos grupos cura e recidiva, baseado na variação do número de cópias de 

genes (dose gênica). As análises de enriquecimento foram realizadas no site do TriTrypDB 

(http://tritrypdb.org/tritrypdb/), baseada nas anotações de processos biológicos do Gene Ontology e nas 

anotações de vias metabólicas do KEGG. Representação gráfica em referência ao grupo recidiva.  
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Tabela 15 – Correlação entre os dados das análises de CNV de genes e proteômica. 

Gene ID Produto gênico orthomclIDa GIb 

Dose gênica Expressão 
proteicac Análise por grupo Análise com os isolados da proteômica 

Grupo 
Cura (C) 

Grupo 
Recidiva (R) 

Grupo
C/R 

MG14A 
(Cura) 

MG11A 
(Recidiva) 

C/R 
(MG14A/MG11A) 

C/R 
(MG14A/MG11A) 

LinJ.28.2940 
LinJ.28.2970 

Activated protein kinase c receptor (LACK) OG5_127516 321398491 3,82 4,01 0,96 1,56 4,95 0,32  

LinJ.36.2130 
LinJ.36.2140 

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 OG5_126801 321399182 2,57 1,52 1,69  1,18 1,74 0,68  

LinJ.25.1210 ATPase beta subunit OG5_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 OG5_131052 134070342 1,70 2,54 0,67  1,63 1,96 0,83  / 

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 1,25 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 sti1 OG5_128289 134067520 2,27 2,34 0,97 2,02 2,82 0,72  

LinJ.15.1100 
LinJ.15.1140 
LinJ.15.1120 

Cytosolic peroxiredoxin OG5_126593 16751318 6,15 5,45 1,13 6,20 5,62 1,10 

LinJ.26.2290 Nitrilase OG5_126651 134070599 1,97 1,99 0,99 1,47 1,30 1,13 

LinJ.30.3560 
LinJ.30.3580 

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  

LinJ.15.0320 
LinJ.15.0330 

Ribonucleoprotein p18, mitochondrial precursor OG5_142220 134068463 3,97 3,97 1,00 4,58 3,53 1,30  

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  

LinJ.36.7070 Conserved hypothetical protein OG5_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  

a orthomclID, ID do grupo ortólogo 

b Número de Acesso correspondente ao banco de dados de L. (L.) infantum de acordo com NCBI.  

c A expressão proteica foi apresentada apenas como aumentada () ou reduzida () em relação ao isolado de L. (L.) chagasi MG14A, do grupo cura, uma vez que em alguns casos o mesmo 

produto gênico foi encontrado em diferentes spot proteicos. Setas verdes (/) e vermelhas (/) indicam correlação positiva e negativa entre os dados das abordagens genômica e 

proteômica, respectivamente. 

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

OBS.2: A variação no número de cópias do gene LinJ.13.1420 (destacado em negrito) entre os grupos cura e recidiva apresentou diferença significativa na análise de CNV (Tabela A1). 
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A análise de CNV também destacou uma diferença relevante entre os grupos cura e recidiva 

baseado na presença 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 estão presentes em 11 dos 14 isolados do grupo cura e 

ausentes em 11 dos 12 isolados do grupo recidiva. A cobertura na região do cromossomo 

31 relativa a esses três genes demonstrou a ausência 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 

diferença na presença do gene LinJ.31.2400 entre os isolados, não foi inicialmente 

detectada pelo fato da análise de CNV ter sido realizada por grupo ortólogo/por cromossomo 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 – Cobertura de sequenciamento dos isolados de L. (L.) chagasi.  Região do cromossomo 31 que 

contém os genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400. Estão apresentados apenas os 

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 diferença qualitativa predita na análise de CNV era de fato 

verdadeira, a mesma foi validada por meio de reações de PCR para verificar a presença dos 

genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 nos isolados clínicos. Os 

resultados das reações de PCR de cada gene individual apresentou perfeita correlação com 

os dados da bioinformática. Contudo, os resultados da reação de PCR, capaz de 

simultaneamente detectar a presença dos quatro genes in tandem, assim como a ausência 

deles, mostrou que sete dos 12 isolados do grupo cura (MA02A, MA05A, PI04A, PI05A, 

PI08A, PI09A e PI10A) apresentam um perfil gênico heterogêneo para essa região (Figura 

20). Considerando que essa observação pode representar casos de heterozigose ou de 

população heterogênea ou ambos, esses sete isolados clínicos, assim como outros três 

(MA01A, MG11A e MG14A) utilizados como controles para presença ou ausência desses 

quatro genes, foram clonados e posteriormente genotipados para essa região. 

Os resultados da genotipagem dos clones obtidos dos isolados acima referidos mostraram 

que os isolados controles para a presença ou ausência dos genes LinJ.31.2370, 

LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 apresentam um genótipo único para essa região, 

enquanto que os isolados com genótipo misto são compostos de uma população 

heterogênea (Figura 21).  

Para verificar a eficácia do processo de clonagem, dois casos de possíveis heterozigotos 

(PI05A-C13 e PI08A-C7) foram reclonados. O resultado da genotipagem mostrou que esses 

na verdade consistiam de uma população heterogênea e não clones (Figura 21). Dessa 

forma, nenhum caso de heterozigoto verdadeiro foi encontrado no presente estudo e, para 

definir os demais casos de possíveis heterozigotos é preciso recloná-los. Além disso, foi 

possível observar que a frequência de clones que não possuem esses quatro genes é 

inferior à dos clones que os possuem (em alguns casos sequer foi possível encontrar clones 

que não possuem esses genes), o que pode indicar uma diferença de crescimento entre 

eles. 

A genotipagem dos clones também mostrou que para muitos dos clones foi possível 

observar um produto de PCR de baixa intensidade com tamanho próximo 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 reação de PCR esse produto foi ligado ao pGEM T easy vector e após 

clonagem foi sequenciado. Os dados do sequenciamento mostraram que de fato o produto 

corresponde ao fragmento de ~1,2 kb se refere à perda do locus contendo esses quatro 

genes. Dessa forma, é possível inferir que um baixo nível de recombinação está 

provavelmente ocorrendo. 
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Para os isolados clínicos obtidos após o tratamento com miltefosina e durante a falha 

terapêutica foi observado que, a região do genoma referente aos genes LinJ.31.2370, 

LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 se mantém inalterada após a pressão da droga, 

exceto para o isolado PI01. Neste caso os isolados obtidos antes (PI01A) e após (PI01B) o 

tratamento não apresentaram os referidos genes, enquanto que o isolado obtido durante a 

recidiva (PI01C) os apresentou (Figura 20), sugerindo um possível caso de reinfecção. 

Contudo é preciso considerar a possibilidade de troca de amostras. 
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Figura 20 – Validação dos dados de CNV da análise de bioinformática. (a) Estratégias de PCR utilizadas para verificar a presença dos genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, 

LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400, individualmente ou simultaneamente. (b) Resultados das reações de PCR apresentadas em “a”. Os retângulos pontilhados em vermelho 

destacam os isolados do grupo cura que apresentaram perfil gênico heterogêneo para a presença desses genes e foram subsequentemente clonados. Os retângulos 

pontilhados em verde destacam os isolados selecionados como controles no processo de clonagem. 
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Figura 21 – Continuação na próxima página. 
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Figura 21 – Genotipagem dos clones obtidos dos isolados de L. (L.) chagasi para a região do locus 

contendo os genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400. As amostras destacadas com 

retângulos verde e vermelho representam os isolados utilizados como controles, para a presença ou ausência 

dos genes, e os isolados que apresentaram genótipo heterogêneo, respectivamente. Os retângulos azul indicam 

os clones reclonados. Os clones estão identificados pelas ID dos respectivos isolados seguido das ID de 

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

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

As formas promastigotas dos clones obtidos dos isolados PI05A e PI08A, do grupo cura, 

com diferentes genótipos em relação à presença 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 à miltefosina.  

Os resultados da avaliação da capacidade de crescimento em cultura mostraram que o 

clone PI05A-C1, que possui os quatro genes in tandem, apresentou uma maior taxa de 

crescimento quando comparado ao clone que não possui esses genes (PI05A-C2), mas 

inferior à taxa de crescimento do isolado clínico (PI05A) e da população heterogênea 

purificada (PI05A-C13) desse isolado. Contudo, o mesmo perfil de crescimento não foi 

observado entre os clones e a população heterogênea obtidas do isolado PI08A (Figura 22 – 

a/b.1 e a/b.3). Esses dados sugerem que os clones obtidos de isolados clínicos podem 

diferir em outros aspectos não avaliados neste estudo, e que a presença desses genes 

podem não estar diretamente relacionada com a capacidade de crescimento das formas 

promastigotas em cultura. 

A análise de susceptibilidade in vitro das formas promastigotas dos isolados clínicos e seus 

respectivos clones mostrou que: os clones que possuem os genes LinJ.31.2370, 

LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 (PI05A-C1, IC50 8,24 µM; e PI08A-C3, IC50 32,38 

µM) são significativamente menos susceptível à miltefosina em relação aos clones que não 

possuem esses genes (PI05A-C2, IC50 1,43 µM; e PI08A-C4, IC50 3,46 µM) e aos isolados 

clínicos de origem (PI05A, IC50 4,82 µM; e PI08A, IC50 5,11 µM) (Figura 22 – a/b.1 e a/b.2). 

Esses dados vão de encontro à associação prévia entre a presença desses genes e o 

desfecho clínico de cura e demonstram que o fenótipo do isolado clínico não 

necessariamente corresponde ao fenótipo dos clones encontrados em maioria na população 

(PI05A e PI08A: 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 

à miltefosina na forma amastigota, a qual previamente exibiu uma correlação mais evidente 

com a resposta clínica apresentada pelos pacientes com LV. 
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Figura 22 – Caracterização de clones obtidos de isolados clínicos de L. (L.) chagasi. (a) Isolado PI05A e 

dois clones (C1 e C2) e uma população mista (C13) obtidos deste. (b) Isolado PI08A e dois clones (C3 e C4) e 

uma população mista (C7) obtidos deste. a/b.1 – gel de agarose com os produtos de PCR referentes à reação ID 

7, mostrando a presença (14 kb) ou não (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 à miltefosina das formas promastigotas (* destaca 

diferenças 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. AVALIAÇÃO DO EFEITO DA REEXPRESSÃO DOS GENES LINJ.31.2370. 

LINJ.31.2380, LINJ.31.2390 E LINJ.31.2400 NO FENÓTIPO DE RESISTÊNCIA À 

MILTEFOSINA EM L. (L.) chagasi 

Construções 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 estão esquematizadas na figura 

23. O vetor sem inserto também foi linearizado e transfectado e utilizado como controle nos 

ensaios de susceptibilidade in vitro. A integração dessas construções linearizadas 

(PacI/PmeI) no isolado MG11A foi verificada por reação de PCR (utilizando o primer Fw 

localizado no locus ribossomal e o primer Rv localizado na ORF do gene clonado na 

construção), a qual mostrou que todos os clones selecionados integraram as construções no 

locus ribossomal (Figura 23).  

A expressão proteica correspondente aos genes reexpressos na estratégia Tagged foi 

verificada por western blotting, o qual mostrou que os genes transfectados, LinJ.31.2380-HA 

e LinJ.31.2390-Ty estão sendo transcritos e traduzidos (Figura 23). O western blotting para 

as proteínas fusionadas à Tag Ty apresentou reação inespecífica de alta intensidade com 

proteínas na região correspondente a 40 kDa (dado não mostrados), impossibilitando a 

verificação do produto gênico de LinJ.31.2370-Ty (39,1 kDa). Além disso, não foi possível 

visualizar a expressão do produto gênico de LinJ.31.2400-HA nas condições utilizadas. 

Dessa forma, melhores condições serão estabelecidas para verificar os produtos da 

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

A análise 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 versões Tagged e Untagged, apresentaram, 

respectivamente, uma taxa de crescimento celular semelhante e discretamente menor em 

relação ao clone MG11A + pGL631 e, ambos exibiram densidade celular discretamente 

superior em relação à este controle; (ii) 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 

versão Tagged apresentou densidade celular um pouco inferior em relação 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 relação ao 

clone MG11A + pGL631, enquanto que a versão Untagged exibiu taxa de crescimento 

semelhante, mas inferior densidade celular, em relação ao clone MG11A + pGL631 (Figura 

24 (a)).  
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Figura 23 – Continuação na próxima página. 
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Figura 23 – Continuação na próxima página.  
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Figura 23 – Construções geradas a partir do vetor pGL631, verificação da integração das construções no 

locus ribossomal do isolado de L. (L.) chagasi (MG11A) e demonstração da expressão 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 número de pares de bases dos produtos de PCR e de massa molecular das proteínas analisadas 

estão indicados ao lado das setas.  
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Os resultados da análise de susceptibilidade in vitro à miltefosina demonstraram que a 

reexpressão dos genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 no isolado 

MG11A não interferiu de forma significativa no fenótipo de resistência à droga (Figura 24 

(b)). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24 – Caracterização 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 à 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 

versão 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 início na região intergênica acima do gene LinJ.31.2370 e fim na região 

intergênica abaixo do gene LinJ.31.2400 (fragmento de 1,2 kb obtido na reação de PCR ID 8 

– tabela 5) foram ligados ao pGEM T easy e, após clonagem, foram sequenciados. O 

sequenciamento foi realizado para todos os isolados que apresentaram perda dos referidos 

genes. 

O alinhamento das sequências mostrou que a perda do referido locus ocorreu exatamente 

na mesma posição do genoma para todos os isolados, indicando que esse processo não 

ocorreu ao acaso (Figura 25). Diante desse resultado, foi realizado uma busca por 

sequências repetidas no cromossomo 31, as quais possibilitam o processo de recombinação 

homóloga e consequentemente a perda desse locus. Essa análise identificou 6 regiões 

repetidas em relação à sequência formada pela junção da região intergênica posicionada 

logo acima do gene LinJ.31.2370 e logo abaixo do gene LinJ.31.2400. Além disso, essa 

análise também mostrou que essas repetições estão direcionadas no mesmo sentido e que 

os quatro genes perdidos estão posicionados entre duas regiões repetidas (Figura 26). 

Esses resultados nos permitem inferir que o processo de recombinação gênica entre duas 

regiões repetidas levou à deleção gênica do locus, formando um elemento 

extracromossomal circular. Esse elemento extracromossomal possivelmente não foi mantido 

pelas células, uma vez que não foi possível identificar os genes internos (LinJ.31.2380 e 

LinJ.31.2390) por reação de PCR (Figura 20). 

Baseado nos dados publicados por Ubeda e colaboradores (2014) foi possível determinar 

que essas sequências repetidas identificadas no cromossomo 31 apresentam elementos 

classificados como SIDER2 (Short Interspersed DEgenerate Retroposons), os quais atuam 

na regulação da expressão gênica a nível pós-transcricional (Bringaud et al., 2007; Smith et 

al., 2009). 
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Figura 25 – Alinhamento das sequências de nucleotídeos formadas pela junção das regiões intergênicas 

posicionadas logo acima do gene LinJ.31.2370 e logo abaixo do gene LinJ.31.2400 nos isolados de L. (L.) 

chagasi. (a) Visualização global do alinhamento dos fragmentos sequenciados dos isolados clínicos contra a 

sequência consenso de L. (L.) chagasi e o genoma de referência de L. (L.) infantum (JPCM5). (b) Zoom das 

extremidades das sequências alinhadas, destacando a posição 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) Localização das sequências repetidas no cromossomo 31 baseado na 

sequência formada pela junção das regiões intergênicas posicionadas logo acima do gene LinJ.31.2370 e logo 

abaixo do gene LinJ.31.2400. As sequências repetidas estão identificadas como “repeat1”, “repeat2”, “repeat3”, 

“repeat4”, “repeat5” e “repeat6” e o locus deletado do genoma está identificado como “Spliced Region”. (b) 

Processo de recombinação homóloga entre as regiões repetidas “repeat1” e “repeat2”, destacadas pelas setas 

em negrito e vermelha, levando à formação 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. INDUÇÃO DE RESISTÊNCIA À MILTEFOSINA EM ISOLADOS DE L. (L.) chagasi 

Considerando que a pressão de droga pode induzir a deleção gênica por recombinação 

homóloga, isolados de L. (L.) chagasi foram submetidos ao processo de indução de 

resistência in vitro, por cultivo em meio contendo concentrações crescentes de miltefosina. 

Para isto foram utilizados: (i) os isolados do grupo cura MA01A e MG14A, homogêneos 

quanto à presença do locus contendo os genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e 

LinJ.31.2400; (ii) e o isolado MG11A, previamente caracterizado como resistente à 

miltefosina e que não apresenta o locus contendo os genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, 

LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400.  

A análise de susceptibilidade in vitro das formas promastigotas desses isolados demonstrou 

que: (i) apesar do isolado MA01A ter exibido um discreto aumento na resistência à 

miltefosina, este não foi capaz de crescer em meio com concentração ≥ 3 µM de miltefosina; 

(ii) o isolado MG14A reverteu o fenótipo de susceptibilidade à miltefosina; (iii) e o isolado 

MG11A se tornou ainda mais resistente à miltefosina (Figura 27 (a)). Os mesmo isolados 

cultivados na ausência de pressão da miltefosina, pelas passagens correspondentes 

àquelas submetidas a pressão da droga, não sofreram variação significativa no fenótipo de 

resistência à miltefosina (dados não mostrados). 

A investigação da perda do locus contendo os genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, 

LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 nos isolados MA01A e MG14A, após pressão da droga (até a 

concentração máxima utilizada para induzir a resistência neste estudo), revelou que a 

redução da susceptibilidade in vitro à miltefosina não foi acompanhada da deleção do locus 

contendo esses genes (Figura 27(b)).  
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Figura 27 – Indução de resistência à miltefosina e concomitante verificação de alteração no genoma em 

isolados de L. (L.) chagasi. (a) Avaliação da susceptibilidade in vitro das formas promastigotas de MA01A, 

MG11A e MG14A após cultivo em meio LIT contendo miltefosina em concentrações crescentes. (b) Perfil gênico 

dos isolados MA01A e MG14A quanto à presença do locus contendo os genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, 

LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 (isolados cultivados na ausência e na presença de miltefosina durante o processo 

de indução de resistência). As concentrações de miltefosina utilizadas em cada etapa do processo de indução de 

resistência estão especificadas nas figuras. Gel de agarose-TAE 0,6%. 
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DISCUSSÃO 

A miltefosina tem apresentado elevada taxa de cura em áreas endêmicas de LV na Índia 

(Sundar et al., 1998; Sundar et al., 1999; Sundar et al., 2002a). Contudo, resultados obtidos 

de um estudo clínico realizado no Brasil, pelo nosso grupo de pesquisa, mostraram que 

apenas cerca de 50% dos pacientes portadores de leishmaniose visceral evoluíram para 

cura após o tratamento com miltefosina (dados não publicados – Dietze, R.). Um estudo 

prévio, utilizando ensaio de infecção de macrófagos para caracterizar isolados de L. (L.) 

chagasi obtidos de pacientes arrolados no ensaio clínico acima citado, revelou que a maioria 

dos isolados dos pacientes que apresentaram falha terapêutica eram resistentes in vitro à 

miltefosina, sugerindo que a falha ao tratamento poderia ser associada à resistência do 

parasita à droga (Monti-Rocha, 2012).  

Este estudo acrescentou a caracterização do perfil de susceptibilidade in vitro das formas 

promastigotas desses isolados de L. (L.) chagasi à miltefosina. Apesar da análise estatística 

mostrar diferença no IC50 entre as formas promastigotas dos isolados dos grupos cura e 

recidiva, a diferença em valor numérico absoluto é muito pequena (razão < 2), quando 

comparada com o da amastigota (razão > 2), mostrando que o teste de susceptibilidade in 

vitro para a forma amastigota apresenta uma correlação mais segura com o desfecho 

clínico.  

Na tentativa de compreender os mecanismos moleculares envolvidos na resistência do 

parasita Leishmania à miltefosina este estudo comparou o perfil de expressão proteica e o 

genoma de isolados de L. (L.) chagasi obtidos de pacientes portadores de LV que 

apresentaram diferentes respostas clínicas ao tratamento com miltefosina. 

Na abordagem proteômica conduzida neste estudo, o proteoma solúvel dos isolados com 

diferentes susceptibilidade à miltefosina foram separados no sistema 2D-DIGE com alta 

resolução na faixa de pH 4 a 7, resolvendo em média 810 spots proteicos. Esse número 

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 ocorrência 

de modificações pós-traducionais e processamentos proteicos, os quais podem ser 

evidenciados pela ocorrência de um mesmo produto gênico em diferentes spots. 

O número total de spots observados no perfil 2D neste estudo foi relativamente menor 

quando 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 relação aos dados obtidos por Daneshvar e 
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colaboradores (2012). Essa diferença pode ser justificada considerando que o número 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 parâmetros de detecção utilizados. 

A análise proteômica comparativa revelou alterações significantes entre o perfil de 

expressão proteica dos isolados obtidos de pacientes que apresentaram diferentes 

respostas clínicas à miltefosina. Os 32 spots proteicos (22 não-redundantes) 

diferencialmente expressos entre os isolados foram agrupados em 12 categorias funcionais. 

Muitas das proteínas identificadas em nosso estudo já foram previamente associadas com o 

fenótipo de resistência de Leishmania spp. a diferentes drogas com atividade anti-

Leishmania (ver referências das tabelas 8 e 9). 

A categoria funcional que apresentou o maior número de spots diferencialmente expressos 

entre os isolados analisados foi a classe das chaperonas e proteínas do stress. As 

chaperonas, também denominadas proteínas do choque térmico (Hsps), compreendem uma 

família altamente conservada de proteínas facilitadoras de folding, que atuam em 

importantes aspectos da funcionalidade da célula e em uma variedade de respostas ao 

stress (químico e fisiológico). Essas proteínas tem sido associadas com a proteção celular, 

prevenindo a ativação da morte celular programada (para revisão consultar as referências: 

Beere (2004); Folgueira e Requena (2007)). A chaperona Hsp60 foi identificada em três 

spots diferentes e, todos eles apresentavam expressão aumentada no isolado do grupo 

recidiva. Esses spots podem representar diferentes variantes da proteína Hsp60, devido a 

modificações pós-traducionais, uma vez que pequenas diferenças entre os valores de pI e 

massa molecular calculado e predito foram observadas. Nível aumentado da proteína Hsp60 

também tem sido observado em linhagens de L. (L.) chagasi e L. (V.) braziliensis resistentes 

ao antimônio (Matrangolo et al., 2013) e em L. (L.) major resistente ao metotrexato 

(Drummelsmith et al., 2004). Essa abordagem proteômica também detectou aumento da 

expressão da proteína sti1 (stress-induced protein) no isolado do grupo recidiva. Essa 

proteína 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 

interação de sti1 com Hps83, o aumento na expressão observado pode estar associado com 

o fenótipo de resistência, uma vez que o aumento no nível de expressão de Hsp83 tem sido 

relacionado com resistência à 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 possível mecanismo de 

ação da miltefosina (Paris et al., 2004; Verma e Dey, 2004; Verma et al., 2007). 

Outra proteína com diferença de expressão entre os isolados dos grupos cura e recidiva 

destacada neste estudo é a peroxirredoxina, a qual pertence à classe de proteínas 

antioxidante/detoxificante. Essa proteína também foi identificada em três diferentes spots, 

representando duas peroxirredoxinas mitocondriais e uma citosólica, e todos esses spots 

apresentaram maior abundância no isolado do grupo recidiva. As peroxirredoxinas são 

encontradas em uma grande variedade de organismos e estão envolvidas na homeostase 

do sistema redox, apoptose, transdução de sinais e infecção por patógenos (Nathan e 

Shiloh, 2000; Droge, 2002; Hofmann et al., 2002; Wood et al., 2003). As peroxirredoxinas 

são bem conhecidas pela sua atividade antioxidante, podendo utilizar diferentes espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS) como substrato. Na família 

Trypanosomatidae as peroxirredoxinas são as principais enzimas antioxidantes (Wilkinson et 

al., 2000). A expressão aumentada dessa proteína antioxidante tem sido associada com 

resistência ao antimônio em L. (L.) chagasi e L. (V.) braziliensis (Matrangolo et al., 2013) e 

com resistência à gentamicina em L. (L.) infantum (Daneshvar et al., 2012). Harder e 

colaboradores (2006) mostraram que o aumento da expressão de peroxirredoxina 

mitocondrial em L. (L.) donovani foi acompanhado de proteção contra a morte celular 

programada. Nossos achados corroboram o estudo de Das e colaboradores (2013), o qual 

demonstrou que isolado de L. (L.) donovani não responsivo à miltefosina possui uma 

maquinaria antioxidante mais eficaz na remoção de ROS, aumentando a habilidade de 

manter a homeostase do sistema redox. 

Outras duas proteínas com expressão aumentada no isolado do grupo recidiva, destacadas 

em nosso estudo, foram a álcool desidrogenase dependente de NADP (NADP-ADH) e o 

fator de elongação 1-beta (EF-1β), que apesar de serem categorizadas nas classes 

referentes ao metabolismo de carboidrato e à biossíntese de proteínas, respectivamente, 

também possuem importante participação na manutenção da homeostase do sistema redox. 

NADP-ADH, também conhecida com aldeído redutase dependente de NADP, compreende 

uma classe de oxidorredutase que catalisa a oxidação reversível do etanol a acetoaldeído 

com concomitante redução do NADPH (Reid e Fewson, 1994). Em leveduras, tem sido 

demonstrado que durante condições de stress oxidativo, nas quais o nível de glutationa está 

reduzido e as enzimas da via do glioxalato estão inativas, a atividade da aldeído redutase é 

responsável por 40% do processo de detoxificação do metilglioxal na célula (Gomes et al., 

2005). O complexo EF-1β é uma parte funcional do fator de elongação 1. Esse complexo 

além de estar envolvido na síntese de proteínas, 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 é comum a todas as espécies de Leishmania e 

apresenta importante função na sobrevivência do parasita, uma vez que neutraliza efeitos 

nocivos das ROS (para revisão consultar a referência Colotti e Ilari (2011)). 

Embora estudos prévios tenham demonstrado um nível aumentado de enzimas envolvidas 

no sistema de biossíntese 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 nível de expressão de três enzimas (espermidina sintetase, S-

adenosilmetionina sintetase e S-adenosilhomocisteína hidrolase) envolvidas na via de 

formação desse composto no isolado do grupo recidiva. 

Outras proteínas diferencialmente expressas com função altamente específicas identificadas 

na abordagem proteômica, que podem estar associadas com o fenótipo de resistência à 

miltefosina, foram o PCNA (Proliferative Cell Nuclear Antigen) e a β-subunidade da ATPase 

mitocondrial. O PCNA participa no processo de replicação e reparo do DNA. Estudos 

prévios também observaram aumento da abundância relativa da proteína 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 β-subunidade da ATPase mitocondrial 

é o elemento catalítico do transportador de H+ que em levedura apresenta relação com a 

bomba de efluxo ABC, a qual está envolvida no fenômeno de multidroga resistência (Zhang 

e Moye-Rowley, 2001). Considerando que a resistência à miltefosina em Leishmania spp. 

tem sido associada com a expressão aumentada do transportador ABC, o qual está 

relacionado com a redução do acúmulo da droga na célula (Perez-Victoria et al., 2001), o 

nível aumentado dessa subunidade no isolado do grupo recidiva pode também estar 

relacionado com o fenótipo de resistência. 

Baseado nos dados obtidos na análise proteômica comparativa entre os isolados dos grupos 

cura (MG14A) e recidiva (MG11A) foi proposto um mecanismo multifatorial de resistência 

natural à miltefosina em L. (L.) chagasi, o qual está descrito na figura 28. 
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Figura 28 – Modelo proposto para o mecanismo de resistência natural à miltefosina em L. (L.) chagasi. A 

miltefosina (círculos azuis) induz um aumento no nível de espécies reativas de oxigênio (ROS), que leva ao 

stress oxidativo e então à morte celular (Moreira et al., 2011). O aumento da abundância relativa das proteínas 

peroxirredoxina e fator de elongação 1-beta (EF-1β) reduz o nível de ROS, fornecendo proteção contra o stress 

oxidativo. Além disso, o aumento na expressão das proteínas NADP-ADH (NADP-dependent alcohol 

dehydrogenase), chaperona Hsp60 e sti1 (stress-induced protein) também podem contribuir para manutenção da 

homeostase do sistema redox e assim inibir o stress oxidativo. A miltefosina também pode induzir o processo de 

morte celular por fragmentação do DNA (Paris et al., 2004). Nessa via, o aumento da expressão da proteína 

PCNA (Proliferative Cell Nuclear Antigen) pode estar associado ao fenótipo de resistência à miltefosina, uma vez 

que essa proteína atua na reparação e replicação do DNA. A expressão aumentada da β-subunidade da ATPase 

(considerada elemento catalítico da bomba de efluxo ABC) também pode proteger a célula da morte celular 

induzida pela miltefosina, por redução do acúmulo intracelular da droga. N – núcleo; K – Kinetoplasto. 

 

A abordagem genômica conduzida neste estudo mostrou que, apesar de algumas 

diferenças em termos de SNPs e InDels (797 SNPs e 275 InDels homozigotos), as espécies 

L. (L.) chagasi e L. (L.) infantum são geneticamente muito similares, o que justifica alguns 

autores considerá-las sinonímias (Lukes et al., 2007) e corrobora os dados da identificação 

de proteínas, visto que o banco de dados utilizado foi criado a partir do genoma de 

referência da espécie L. (L.) infantum (JPMC5). 

Apesar da abordagem genômica por NGS ter identificado um elevado número de mutações 

somáticas (SNPs e InDels) nos isolados de L. (L.) chagasi, não foi observado mutações 

relevantes nos genes do transportador da miltefosina e da sua β-subunidade Ros3, as quais 

têm sido associadas com o fenótipo de resistência induzido em laboratório (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 fenótipo de resistência natural (Cojean et al., 2012) em L. 

(L.) donovani e L. (L.) infantum. 
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Entretanto, diversas mutações pontuais foram observadas em diferentes genes que 

codificam para os transportadores ABC nos isolados analisados. Mutação pontual no 

transportador ABC (LiABCG4 - LinJ15.0940) também tem sido associada ao fenótipo de 

resistência à miltefosina em L. (L.) infantum (Castanys-Munoz et al., 2007). Dentre as 

mutações pontuais nos genes de transportadores ABC identificadas neste estudo, a mais 

relevante foi observada no gene LinJ.23.0240, a qual está presente em 11 dos 14 isolados 

do grupo cura, sendo homozigótica 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 clínicos 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. É importante considerar que, as 

coberturas de sequenciamento obtidas em nossas análises (16x em média) não foram tão 

elevadas quanto às obtidas por Downing e colaboradores (66x em média), o que sugere 

cautela na utilização desses dados. De acordo com as boas práticas de bioinformática, é 

recomendado uma cobertura ≥20x, principalmente em relação a genes localizados em 

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

Além das alterações citadas acima, a análise de variação estrutural realizada neste estudo 

evidenciou diferenças em termos do número de cópias de cromossomos e de genes entre 

os isolados analisados. Esses dados corroboram os resultados prévios que demostraram a 

significativa plasticidade gênica dos parasitas Leishmania spp. (Downing et al., 2011; 

Rogers et al., 2011). Apesar da diferença na ploidia entre os isolados analisados não 

discriminá-los, a análise de variação no número de cópias de genes identificou diferenças 

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

Algumas dessas diferenças na dose gênica entre os isolados dos grupos cura (MG14A) e 

recidiva (MG11A) (activated protein kinase c receptor,cChaperonin Hsp60, ATPase beta 

subunit, GDP-mannose pyrophosphorylase, RNA helicase, mitochondrial peroxiredoxin, 

stress-induced protein sti1, actin e uma proteína hipotética (OG5_148242)) foram 

positivamente correlacionadas, enquanto outras (ribonucleoprotein p18, proliferative cell 

nuclear antigen e de duas proteínas hipotéticas (OG5_145290 e OG5_150350)) foram 

inversamente correlacionadas com o nível proteico, encontrado na análise do proteoma 

desses isolados. Apesar da estrutura do genoma de Leishmania spp. ser caracterizado pela 

presença de genes duplicados em tandem arrays (Ivens et al., 2005; Peacock et al., 2007), o 

que pode acarretar aumento da expressão gênica (Rogers et al., 2011) e consequentemente 

da expressão proteica, a falta de correlação observada no presente estudo destaca a 
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importância da regulação a nível pós-transcricional e pós-traducional nos parasitos 

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

A análise de CNV destacou alterações qualitativas significantes, entre os isolados dos 

grupos cura e recidiva, quanto a presença 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 

reações de PCR, as quais mostraram uma correlação de 100% com os dados preditos da 

bioinformática. 

Os genes in tandem LinJ.31.2370 e LinJ.31.2380 codificam para a proteína 3’-

nucleotidade/nuclease (3’NT/NU), a qual pertence à família de nucleases de classe I 

(Wilson, 1982; Campbell et al., 1991). Essa enzima (37,99 – 41,56 kDa) foi descrita como 

uma proteína ancorada à membrana e é encontrada em diferentes espécies do gênero 

Leishmania, incluindo L. (L.) infantum (Dwyer e Gottlieb, 1984; Hassan e Coombs, 1987; 

Bates, 1993; Sopwith et al., 2002). Os parasitas Leishmania são auxotrófico para purinas, 

sendo incapazes de produzi-las pela síntese de novo. A caracterização da enzima 3’NT/NU 

mostrou que esta desempenha um papel central no metabolismo de purinas (Hammond e 

Gutteridge, 1984) e, em Leishmania, está envolvida no salvamento dessas bases, via 

hidrólise de 3’nucleotídeo ou de ácidos nucléicos (Gottlieb e Dwyer, 1983; Dwyer e Gottlieb, 

1984). A atividade da enzima 3’NT/NU também tem sido associada com a sobrevivência da 

forma promastigota de L. (L.) infantum mediante interação com neutrófilos (Guimaraes-

Costa et al., 2014). Além disso, foi demostrado que a enzima 3’NT/NU é estágio específica, 

sendo expressa apenas nas formas promastigotas metacíclicas e procíclicas (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 I e é expressa apenas pela forma amastigota (Farajnia et al., 2004). Considerando 

essas informações, pode-se sugerir que o envolvimento dos genes LinJ.31.2370 e 

LinJ.31.2380 no fenótipo de resistência à miltefosina em L. (L.) chagasi seja estágio 

específico. 

O gene LinJ.31.2390 apresenta como produto a proteína helicase-like (99,95 kDa). As 

helicases são ATPases dependentes de ácidos nucléicos que atuam: no relaxamento de 

substratos duplex de DNA ou RNA e da estrutura helicoidal dos ácidos nucléicos de dupla 

fita; e em alguns casos são capazes de desfazer interações entre ácidos nucléicos com 

proteínas (Abdelhaleem, 2010). Essas enzimas atuam em diversos processos celulares 

incluindo: replicação e reparo do DNA, transcrição, síntese de ribossomo, maturação e 

splicing de RNA e processos de exportação nuclear (Singleton et al., 2007). O gene 
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LinJ.31.2390 é sintênico e ortólogo (OG5_183927) ao gene LmjF.31.2320 de L. (L.) major 

(Tritrypdb, 2015), o qual codifica para uma DNA-helicase classificada na família Swi/Snf 

(Fairman-Williams et al., 2010; Gargantini et al., 2012). As funções biológicas atribuídas às 

DNA-helicases em tripanossomatídeos incluem: replicação e manutenção do DNA 

mitocondrial (kDNA – kinetoplast DNA) (Liu et al., 2009a; Liu et al., 2009b; Liu et al., 2010; 

Wang et al., 2012), replicação do DNA genômico (Dang e Li, 2011); e manutenção da 

viabilidade e proliferação celular (Dang e Li, 2011; Wang et al., 2012). 

Entretanto, até o momento não foi reportado o envolvimento das proteínas provenientes dos 

genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380 e LinJ.31.2390 com o fenótipo de resistência a drogas em 

tripanossomatídeos.  

Por outro lado, a expressão reduzida da proteína 3,2-trans-enoyl-CoA isomerase 

(LinJ.31.2400/LinJ.31.2320) foi reportada em uma linhagem de L. (L.) donovani resistente à 

paromomicina (Chawla et al., 2011). A análise de variação estrutural realizada neste estudo 

identificou a deleção do gene LinJ.31.2400 na maioria dos isolados do grupo recidiva, 

sugerindo também o envolvimento dessa proteína no fenótipo de resistência à droga. É 

importante ressaltar que, a análise de detecção de InDels identificou inserções 

homozigóticas no gene LinJ.31.2400 que resultaram no efeito Frame-Shift para todos os 

isolados de L. (L.) chagasi que não possuem esse gene (11 dos 12 isolados do grupo 

recidiva). Dessa forma, essas alterações fazem referência ao gene ortólogo LinJ.31.2320 e 

indicam que esses isolados não são capazes de expressar nenhuma forma funcional da 3,2-

trans-enoyl-CoA isomerase. Essa enzima catalisa a reação reversível de isomerização da 

posição da dupla ligação e da configuração geométrica (cis-∆3 para trans-∆2) de um enoil-

CoA, permitindo que ácidos graxos poli-insaturados sejam degradados na via clássica da β-

oxidação (para revisão consultar a referência Hiltunen e Qin (2000)). A β-oxidação em 

Leishmania spp. ocorre nos glicossomas (Hart e Opperdoes, 1984) e, também é presumido 

que se processe na mitocôndria desses parasitas (Opperdoes e Szikora, 2006). Estudos têm 

mostrado que essa via metabólica é a principal fonte energética para a forma amastigota e 

que, as enzimas envolvidas no processo de β-oxidação em Leishmania apresentam maior 

atividade na forma intracelular amastigota em relação à forma promastigota, a qual utiliza a 

via glicolítica como principal fonte de obtenção de energia (Coombs et al., 1982; Berman et 

al., 1987; Opperdoes e Coombs, 2007). A ausência da enzima 3,2-trans-enoyl-CoA 

isomerase nos isolados de L. (L.) chagasi do grupo recidiva pode causar aumento 

intracelular de ácidos graxos cis, acarretando diferença na composição de ácidos graxos e 

aumento da fluidez na membrana celular desses parasitas. No entanto, Rakotomanga e 

colaboradores (2005) observaram que o conteúdo de alquil-fosfolipídio insaturado na 
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membrana plasmática da linhagem de L. (L.) donovani resistente à miltefosina é inferior 

quando comparado com a linhagem sensível, sugerindo que a membrana plasmática da 

linhagem resistente apresenta menor fluidez. Entretanto, um estudo mais recente sobre as 

adaptações metabólicas em isolados de L. (L.) donovani com diferentes susceptibilidades ao 

antimonial mostrou que os parasitas resistentes apresentam membrana plasmática mais 

fluida (Berg et al., 2013).  

Ainda com relação ao metabolismo de lipídios nos isolados de L. (L.) chagasi, a análise de 

enriquecimento, utilizando os dados de CNV de genes, indicou que as vias de metabolismo 

de éter-lipídios e de glicerofosfolipídeos podem estar enriquecidas nos isolados do grupo 

recidiva. Os fosfolipídios (glicerofosfolipídeos e esfingofosfolipídeos) são os principais 

componentes das membranas biológicas dos parasitas Leishmania spp. A composição dos 

glicerofosfolipídeos nesses parasitas está representada basicamente por fosfatidilcolina (30 

– 50%), fosfatidiletanolamina (10%) e fosfatidilinositol (10%) (Wassef et al., 1985; Zheng et 

al., 2010). Além disso, os éter-fosfolipídios, principalmente os das fosfatidiletanolaminas, 

representam uma parcela significativa da classe de glicerofosfolipídeos (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-lipídio 

e no remodelamento de éter-lipídios. Nesse contexto, o enriquecimento dessas vias 

metabólicas podem alterar o conteúdo de fosfolipídios na membrana dos parasitas, 

interferindo na atividade da miltefosina. Essa adaptação metabólica também pode contribuir 

para a manutenção da integridade da membrana celular e, consequentemente com o 

fenótipo de resistência à miltefosina.  

A análise dos clones obtidos de isolados clínicos do grupo cura mostrou que estes, em sua 

maioria, são constituídos de uma população heterogênea, em relação à presença 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 (PI05A-C1 e PI08A-C3) são menos susceptíveis à 

miltefosina do que os clones que não os possuem (PI05A-C2 e PI08A-C4). Esses resultados 

vão de encontro com a associação inicial estabelecida entre a ausência desses genes e os 

isolados do grupo recidiva e mostram que, o fenótipo de uma população mista não 

necessariamente corresponde ao fenótipo dos clones encontrados em maioria na população 

constituinte do isolado clínico. Entretanto, a reexpressão individual dos genes LinJ.31.2370, 

LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 no isolado do grupo recidiva (MG11A), o qual não 

os continham e que se apresentou resistente in vitro (IC50 de 4,9 µM e >15 µM nas formas 

promastigota e amastigota, respectivamente), revelou que nenhum desses genes interfere 

no fenótipo de susceptibilidade in vitro à miltefosina na forma promastigota. Esses 
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resultados sugerem, assim como a abordagem proteômica, que o mecanismo de resistência 

à miltefosina em Leishmania é multifatorial e pode variar entre os isolados de L. (L.) chagasi 

e entre a população que os compõe. Contudo, é preciso considerar que a avaliação desses 

clones foi realizada apena nas formas promastigotas e que: os produtos gênicos de 

LinJ.31.2370 e LinJ.31.2380 são estágio específicos; e o metabolismo de lipídios, o qual 

apresentou diferenças entre os isolados dos grupos cura e recidiva, também é muito distinto 

entre as formas amastigotas e promastigotas. Nesse contexto, análises complementares 

são necessárias para verificar a susceptibilidade in vitro à miltefosina das formas 

intracelulares amastigotas, as quais têm sido melhor correlacionadas com o desfecho 

clínico. Além disso, é preciso considerar a necessidade de reexpressão simultânea de mais 

de um ou até mesmo dos quatros genes para reverter o fenotípico de resistência.  

A análise do mecanismo de perda dos genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e 

LinJ.31.2400 indicou que o locus gênico que os contém foi deletado do genoma dos isolados 

clínicos após o processo de recombinação homóloga entre duas sequências repetidas com 

a mesma orientação no genoma (Direct Repeated sequences – DRs). Essas sequências 

repetidas em questão são classificadas como SIDER2 (Short Interspersed DEgenerate 

Retroposons) (Ubeda et al., 2014), que comprovadamente controlam a regulação da 

expressão gênica a nível pós-transcricional (Bringaud et al., 2007; Smith et al., 2009), o que 

pode contribuir para uma variação ainda maior na expressão desses genes nos isolados 

clínicos analisados. O processo de recombinação homóloga tem sido descrito nos parasitas 

Leishmania como um sistema de amplificação gênica, com formação de elementos 

extracromossomais circular, induzido por pressão de droga (Ouellette et al., 1991; Grondin 

et al., 1996; Ubeda et al., 2014). Esses elementos extracromossomais não parecem ter uma 

origem de replicação específica e são geralmente perdidos quando a pressão de droga é 

retirada (Beverley et al., 1984; Ubeda et al., 2008; Leprohon et al., 2009), embora alguns 

elementos extracromossomais podem ser mantidos na ausência de pressão de droga (Tripp 

et al., 1991). Entretanto, a indução de resistência por cultivo sob pressão da miltefosina, 

realizada neste estudo, mostrou que a redução da susceptibilidade à droga não foi 

acompanhada da deleção do locus contendo os genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, 

LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400. É importante considerar que a diferença destacada na análise 

de CNV entre os grupos cura e recidiva foi realizada apenas com os isolados obtidos antes 

do tratamento, ou seja, que não haviam sido submetidos à pressão de droga. Dessa forma, 

podemos supor que a perda desse locus pode ter ocorrido por alguma outra pressão, e que 

o genótipo alterado pode agora conferir vantagens adaptativas como, por exemplo, 

resistência à miltefosina.  
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Além disso, o crescimento sob pressão da miltefosina também evidenciou que, o isolado 

previamente caracterizado por apresentar resistência natural à droga (MG11A) foi capaz de 

intensificar ainda mais o seu fenótipo de resistência. Essa condição pode estar relacionada 

com: (i) a seleção de populações menos susceptíveis, corroborando os resultados que 

demonstraram que os isolados clínicos são constituídos de uma população heterogênea; (ii) 

e/ou com o desenvolvimento de um diferente mecanismo de resistência, o qual pode atuar 

em sinergismo com o mecanismo de resistência natural. 

Neste trabalho utilizou-se as abordagens proteômica e genômica que, de formar 

complementar, destacaram diferentes vias que podem estar relacionadas com o mecanismo 

de resistência natural à miltefosina no parasita Leishmania, sugerindo que este é complexo 

e multifatorial. Assim, acreditamos que esses achados contribuem para um melhor 

entendimento do fenótipo de resistência à miltefosina em L. (L.) chagasi. Além disso, 

algumas das proteínas e dos genes destacados neste estudo, após uma melhor 

caracterização, podem ser utilizados como potenciais biomarcadores de resistência à 

miltefosina em Leishmania, contribuindo para o estabelecimento de estratégias terapêuticas 

mais apropriadas.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Este trabalho, apresenta pela primeira vez, a utilização das análises proteômica (2D-DIGE) 

e genômica (NGS) comparativa para elucidar diferenças moleculares entre isolados de L. 

(L.) chagasi obtidos de pacientes que apresentaram diferentes respostas clínicas ao 

tratamento com miltefosina.  

Nossos resultados da abordagem proteômica revelaram que o isolado de L. (L.) chagasi 

obtido de paciente que apresentou falha ao tratamento com miltefosina, exibiu nível 

aumentado de proteínas envolvidas na homeostase do sistema redox, resposta ao stress, 

proteção à morte celular programada e na translocação de drogas, as quais provavelmente 

estão envolvidas na resistência natural à miltefosina. 

A abordagem genômica mostrou que nenhum SNP ou InDel identificado neste estudo foi 

capaz de discriminar completamente os isolados obtidos de pacientes que apresentaram 

diferentes desfechos clínicos ao tratamento com miltefosina. Entretanto, a análise de 

variação estrutural destacou que a ausência dos genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, 

LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 in tandem, pode estar relacionada com o fenótipo de 

resistência natural à 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 recombinação homóloga 

entre sequências repetidas presentes no genoma do parasita L. (L.) chagasi, mas 

aparentemente não é induzida por pressão da droga miltefosina. 

As abordagens proteômica e genômica se mostraram técnicas complementares para o 

estudo do mecanismo de resistência natural à 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 clínicas ao tratamento com miltefosina de manter a homeostase do 

sistema redox, em cultivo sob pressão da miltefosina. 

Investigar a influência do aumento da expressão de algumas proteínas destacadas na 

análise proteômica, em especial àquelas que apresentaram correlação positiva com a 

análise de variação estrutural de dose gênica (Chaperonin Hsp60, ATPase beta subunit, 

RNA helicase, Mitochondrial peroxiredoxin, Stress-induced protein sti1) no fenótipo de 

resistência à miltefosina em L. (L.) chagasi. 

Verificar a influência dos genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400 no 

perfil de susceptibilidade in vitro à miltefosina das formas amastigotas de isolados de L. (L.) 

chagasi. 

Verificar se o cultivo de isolados de L. (L.) chagasi heterogêneos, quanto à presença dos 

genes LinJ.31.2370, LinJ.31.2380, LinJ.31.2390 e LinJ.31.2400, sob pressão da miltefosina 

favorece o crescimento de parasitas com algum genótipo específico. 

Identificar alterações no metaboloma dos isolados de L. (L.) chagasi obtidos de pacientes 

que apresentaram diferentes respostas clínicas ao tratamento com miltefosina, com o 

objetivo de identificar diferenças nos produtos finais da expressão gênica e das atividades 

enzimáticas, e assim contribuir para entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos 

na resistência natural do parasita à essa droga. 
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ANEXO 1 – DADOS DA ANÁLISE GENÔMICA DE CNV 

Tabela A1 – Grupos ortólogos/Genes com variação no número de cópias (dose gênica) entre os isolados de L. (L.) chagasi dos grupos cura e recidiva (p < 0,05). 

Grupo 
Ortólogo 

Gene ID Produto Gênico Ra 

Dose gênica no grupo CURA Dose gênica no grupo RECIDIVA 

C/Rb  p-valorc 
Perm. 
pd MA-01 

A 
MA-02 
A 

MA-03 
A 

MA-04 
A 

MA-05 
A 

MG-12 
A 

MG-14 
A 

MG-19 
A 

PI-04    
A 

PI-05    
A 

PI-07    
A 

PI-08    
A 

PI-09    
A 

PI-10    
A 

MA-07 
A 

MG-11 
A 

MG-13 
A 

MG-15 
A 

MG-16 
A 

MG-17 
A 

MG-18 
A 

PI-01    
A 

PI-02    
A 

PI-03    
A 

PI-11    
A 

PI-12    
A 

OG5_128581 LinJ.34.2100 
clathrin coat assembly protein AP17, 
putative 

1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,98 3,59 3,27 0,00 4,18 0,00 0,00 0,00 3,41 0,00 0,00 0,010 0,012 

OG5_linf|LinJ.
22.0002 

LinJ.22.0002 hypothetical protein 1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,22 7,78 0,00 8,69 0,00 0,00 11,57 0,00 0,00 5,55 0,00 0,010 0,012 

OG5_126624 LinJ.31.2560 uridine kinase-like protein 1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,36 5,99 0,00 6,73 7,38 12,26 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,010 0,012 

OG5_148059 LinJ.19.0630 histone H3 variant, putative 1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7,81 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,62 6,62 0,00 0,00 0,00 9,52 4,74 5,39 6,23 2,34 0,17 0,012 0,009 

OG5_151479 LinJ.11.0800 hypothetical protein, conserved 1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,36 2,85 0,00 0,00 0,00 0,00 3,79 3,18 0,00 0,00 5,10 5,15 0,00 3,02 3,62 3,84 3,09 0,00 0,00 2,82 9,20 0,32 0,041 0,038 

OG5_148814 LinJ.28.0780 hypothetical protein, conserved 1 1,38 1,15 1,25 0,00 3,01 1,05 0,00 1,97 0,96 0,00 0,00 0,00 0,00 1,11 2,72 3,86 0,54 0,99 1,65 5,26 1,06 1,79 3,84 1,20 1,85 1,49 0,39 0,010 0,008 

OG5_151424 LinJ.02.0030 hypothetical protein, conserved 1 0,95 0,91 0,84 0,77 2,18 0,78 3,88 2,30 0,77 2,03 0,90 0,00 0,00 1,72 1,41 0,00 3,55 2,38 1,31 4,03 1,59 4,35 2,98 1,91 4,73 1,17 0,53 0,025 0,023 

OG5_173553 LinJ.29.1450 amastin-like protein 1 2,05 1,88 1,03 1,46 2,60 1,65 1,42 1,65 0,77 0,92 1,67 0,96 1,78 1,88 3,85 0,00 3,56 0,00 2,75 5,07 2,60 1,53 4,43 1,98 5,45 3,17 0,54 0,019 0,017 

OG5_151558 LinJ.34.2800 hypothetical protein, conserved 1 1,52 0,00 2,88 0,00 1,17 0,00 2,86 1,09 1,09 1,44 2,57 1,40 3,63 1,24 3,11 2,88 3,06 3,36 0,00 1,12 2,36 4,07 1,44 5,63 2,05 2,47 0,57 0,035 0,032 

OG5_150122 LinJ.25.0530 RNA-binding protein, putative 1 1,39 0,00 0,44 2,00 1,35 0,67 1,20 1,10 2,20 1,53 0,00 2,21 1,25 2,68 1,66 4,25 1,66 3,68 2,37 2,16 1,59 1,06 2,75 3,22 0,70 1,93 0,57 0,025 0,023 

OG5_143954 LinJ.35.3180 hypothetical protein, conserved 1 0,00 1,69 0,00 0,00 1,27 1,44 0,94 1,58 0,00 5,61 3,37 1,74 1,36 0,00 1,21 1,87 1,53 4,20 2,24 4,53 2,62 2,60 3,49 1,81 2,23 0,00 0,57 0,023 0,020 

OG5_142814 LinJ.36.0220 
mitochondrial inner membrane signal 
peptidase, putative,serine peptidase 
clan SF, family S26B, putative 

1 1,21 2,18 1,23 1,30 3,04 0,47 0,87 1,44 1,47 0,56 0,63 0,61 1,76 2,82 0,91 1,71 2,49 2,11 1,97 2,47 3,11 2,27 1,86 4,32 1,86 2,43 0,61 0,008 0,008 

OG5_183407 LinJ.16.0860 hypothetical protein, conserved 1 2,21 0,91 1,03 0,83 0,89 0,40 1,48 2,07 1,27 1,39 2,19 1,96 2,85 0,99 1,91 2,01 1,22 1,34 2,76 2,31 2,61 1,99 4,59 1,35 2,42 3,02 0,64 0,020 0,020 

OG5_148894 LinJ.32.0130 hypothetical protein, conserved 1 1,48 3,07 0,47 0,69 1,21 1,40 1,69 1,14 2,31 1,58 2,02 0,78 0,47 0,87 3,07 3,03 1,76 2,13 0,62 1,95 1,57 1,78 3,00 1,26 1,85 3,27 0,65 0,023 0,024 

OG5_131052 LinJ.25.2090 
2,4-dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid 
aldolase, putative 

1 0,91 1,34 1,16 0,68 2,48 2,98 1,63 3,43 1,50 1,80 2,39 0,60 2,31 0,61 1,11 1,96 2,13 2,55 2,36 3,78 2,64 1,69 2,46 4,35 2,14 3,38 0,67 0,036 0,035 

OG5_148684 LinJ.24.1900 hypothetical protein, conserved 1 0,93 1,24 1,29 2,30 1,56 1,00 2,29 2,57 0,76 1,61 0,96 1,88 2,10 1,30 3,64 1,30 1,49 1,60 3,22 1,76 2,65 2,12 2,35 0,39 4,38 2,81 0,67 0,041 0,040 

OG5_146975 LinJ.30.2560 hypothetical protein, conserved 1 1,61 2,07 0,56 2,03 1,34 1,51 2,38 1,99 1,66 1,25 1,15 1,65 0,78 1,10 1,70 2,52 1,84 1,71 2,25 2,78 1,77 1,92 2,38 2,42 2,68 2,29 0,69 0,001 0,001 

OG5_150010 

LinJ.15.1230 
LinJ.15.1240 
LinJ.15.1250 
LinJ.15.1260 

nucleoside transporter 1, putative 4 3,01 3,24 4,37 5,21 4,15 5,33 3,13 8,14 4,15 3,17 2,83 3,15 3,57 3,80 3,81 8,53 7,43 7,57 7,73 4,95 6,56 3,95 7,27 3,56 6,20 3,77 0,69 0,013 0,013 

OG5_148428 LinJ.15.1620 hypothetical protein, conserved 1 0,61 2,64 1,14 0,84 0,48 0,89 1,58 2,32 0,92 1,21 1,73 0,60 1,08 1,66 1,76 2,19 1,89 1,90 1,49 2,22 0,99 2,68 1,17 2,49 1,34 1,89 0,69 0,015 0,015 

OG5_129658 LinJ.34.4360 
d-isomer specific 2-hydroxyacid 
dehydrogenase- like protein 

1 3,88 2,00 2,54 4,32 3,29 3,06 2,72 2,32 3,58 2,00 2,92 1,46 3,83 2,92 5,01 3,31 6,79 3,76 4,59 5,37 3,30 4,27 2,36 3,44 4,29 4,16 0,69 0,003 0,003 

OG5_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 

OG5_130312 LinJ.36.4720 hypothetical protein, conserved 1 0,68 2,17 0,71 1,03 2,10 2,10 1,81 1,41 1,46 2,96 0,78 0,37 1,08 1,35 1,05 1,56 1,99 2,57 2,49 1,98 2,40 1,36 2,91 0,89 2,78 2,51 0,70 0,046 0,046 

OG5_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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OG5_128569 LinJ.25.0830 hypothetical protein, conserved 1 0,88 1,93 1,66 0,95 1,94 4,16 2,01 2,09 1,05 1,83 1,40 1,70 1,59 0,00 1,90 1,85 2,60 1,58 2,27 2,41 2,28 2,38 2,20 2,68 2,35 3,70 0,71 0,003 0,003 

OG5_127876 LinJ.24.0160 hypothetical protein, conserved 1 1,40 0,83 3,02 1,65 0,39 1,34 1,31 1,10 2,27 3,21 0,48 0,47 1,67 0,43 1,99 2,15 3,18 2,00 2,34 0,70 1,51 2,12 1,88 2,34 1,82 1,55 0,71 0,037 0,035 

OG5_151723 LinJ.28.0450 hypothetical protein, conserved 1 1,61 0,60 2,21 1,69 2,08 1,49 1,32 1,68 0,97 1,45 2,08 1,78 2,65 2,30 1,85 1,37 3,06 2,94 3,88 1,68 2,14 2,53 2,87 2,39 1,31 2,37 0,72 0,031 0,031 

OG5_142346 LinJ.23.1870 hypothetical protein, conserved 1 2,60 1,73 3,25 2,18 2,60 1,28 2,93 1,40 2,93 3,35 2,01 1,36 3,60 3,24 4,65 3,58 2,77 2,24 2,00 4,56 3,79 3,69 3,24 4,28 1,59 4,45 0,72 0,023 0,023 

OG5_127075 LinJ.25.2110 hypothetical protein, conserved 1 1,65 1,03 1,73 2,04 2,69 1,14 1,84 1,10 1,00 2,33 1,40 1,36 2,19 2,09 1,98 2,10 1,63 3,09 3,16 1,83 1,18 1,78 1,90 3,15 2,86 3,16 0,73 0,036 0,035 

OG5_150308 LinJ.11.1300 hypothetical protein, conserved 1 1,58 1,25 1,74 1,54 1,76 1,68 2,03 2,48 1,52 1,91 1,19 1,15 1,98 2,06 1,98 2,55 2,67 1,62 1,65 2,86 1,76 2,25 1,89 3,45 3,19 1,52 0,75 0,031 0,031 

OG5_145213 LinJ.25.1500 hypothetical protein, conserved 1 2,25 2,33 1,43 1,38 1,39 1,86 1,98 2,11 1,84 2,24 1,23 2,56 4,53 1,12 2,73 2,80 2,07 3,10 3,15 2,06 1,31 3,26 3,40 3,22 1,75 3,52 0,75 0,027 0,027 

OG5_127106 
LinJ.25.2220 
LinJ.25.2230 

succinyl-CoA synthetase alpha 
subunit, putative 

2 3,12 3,23 3,24 3,95 3,51 2,52 4,77 5,74 3,93 3,80 4,47 2,91 2,54 4,26 5,91 3,35 5,58 4,69 4,10 4,08 5,03 6,13 4,77 4,81 3,53 7,51 0,75 0,004 0,004 

OG5_130965 LinJ.08.0830 mitochondrial DNA polymerase beta 1 1,68 3,07 1,34 1,18 3,61 2,00 1,50 1,67 2,26 1,52 2,27 2,36 1,33 1,53 1,92 2,42 1,79 2,40 2,85 1,93 2,68 3,38 1,43 4,65 2,00 3,62 0,75 0,036 0,036 

OG5_126649 LinJ.25.1530 cyclin (CYCA) 1 1,36 1,62 2,59 2,76 1,71 2,82 2,00 2,60 1,92 2,16 2,12 1,14 2,47 1,64 3,17 2,74 2,05 2,62 2,52 3,21 1,60 2,40 2,80 3,20 2,01 4,36 0,76 0,023 0,024 

OG5_154422 LinJ.34.0340 hypothetical protein, conserved 1 1,03 2,01 1,90 1,74 2,00 1,54 1,82 1,55 1,82 2,09 1,25 1,96 0,57 2,14 2,52 2,35 2,90 2,18 1,60 2,31 1,78 1,70 2,42 1,99 2,60 2,10 0,76 0,005 0,005 

OG5_148710 LinJ.25.1620 protein kinase, putative 1 1,64 1,90 1,73 2,21 1,82 1,56 1,75 2,15 2,01 1,57 1,99 2,01 1,46 2,02 2,43 1,91 2,33 2,53 2,42 2,07 1,82 2,43 2,14 3,05 2,68 3,29 0,76 0,000 0,000 

OG5_181727 LinJ.08.0310 hypothetical protein, conserved 1 1,33 2,13 2,06 2,35 2,74 2,04 1,68 1,48 2,58 2,19 1,74 6,18 1,24 1,34 1,87 4,35 2,16 3,31 2,06 4,03 2,44 3,26 0,79 4,07 2,56 4,15 0,76 0,046 0,046 

OG5_143956 LinJ.36.1080 hypothetical protein, conserved 1 1,71 1,44 1,89 1,31 2,28 1,60 1,87 1,63 1,73 1,91 1,22 1,49 1,51 1,20 1,99 1,58 2,07 2,13 1,59 1,68 2,20 2,64 1,92 2,35 2,49 3,05 0,76 0,003 0,002 

OG5_183564 LinJ.12.0860 hypothetical protein, unknown function 1 2,14 1,90 1,95 1,64 1,69 1,89 1,74 1,69 1,95 1,81 1,53 1,71 2,24 1,18 2,38 2,96 1,97 2,19 2,60 1,89 1,93 2,44 1,94 1,97 1,89 3,76 0,77 0,002 0,002 

OG5_142238 LinJ.29.2020 hypothetical protein, conserved 1 1,65 1,70 1,86 1,96 1,59 2,00 1,53 2,50 0,90 1,27 1,49 1,49 1,66 2,24 2,49 2,23 2,17 2,44 2,00 3,18 1,95 2,10 2,68 2,14 1,54 1,59 0,77 0,009 0,009 

OG5_129009 LinJ.29.1100 hypothetical protein, conserved 1 1,37 1,32 1,08 1,43 2,29 2,86 2,48 1,85 1,84 1,24 1,68 1,33 1,73 1,71 1,42 2,07 2,32 2,83 2,10 1,93 2,36 3,21 1,45 3,05 2,50 1,55 0,77 0,023 0,023 

OG5_183681 LinJ.25.1950 hypothetical protein, unknown function 1 1,70 1,53 1,54 1,33 1,71 2,04 1,82 2,01 2,62 1,68 1,73 2,41 1,57 2,15 2,71 2,27 2,25 2,21 2,40 1,67 2,06 2,45 2,10 3,43 1,50 3,43 0,78 0,017 0,017 

OG5_137332 LinJ.27.2250 protein phosphatase-like protein 1 1,34 2,68 2,24 1,54 2,24 1,83 1,91 1,67 1,56 2,21 1,55 1,30 2,21 2,07 1,81 1,56 2,35 3,26 3,00 2,71 2,50 2,40 1,67 2,98 2,62 2,15 0,78 0,013 0,013 

OG5_151670 LinJ.25.1250 hypothetical protein, conserved 1 1,53 1,77 2,04 2,01 1,71 1,35 2,07 1,60 2,38 1,69 1,46 1,80 2,16 2,23 2,48 1,84 1,70 2,39 1,57 1,81 2,44 2,74 2,01 3,33 2,84 3,02 0,79 0,017 0,017 

OG5_145225 LinJ.34.3920 hypothetical protein, conserved 1 1,55 3,01 1,04 1,48 1,30 1,98 1,75 1,29 1,85 1,38 1,29 1,08 1,87 2,29 1,93 2,81 2,18 2,37 2,09 2,63 1,54 1,48 1,93 2,73 1,68 1,87 0,79 0,015 0,015 

OG5_147501 LinJ.20.1330 hypothetical protein, conserved 1 2,05 1,82 2,48 3,35 2,56 2,95 2,49 2,79 2,60 2,09 1,48 1,09 1,99 2,30 2,82 2,62 3,36 2,80 2,13 3,19 3,12 2,93 1,98 3,68 2,01 4,10 0,79 0,023 0,024 

OG5_127409 LinJ.20.0310 
developmentally regulated 
phosphoprotein-like protein 

1 3,54 1,50 1,82 2,50 1,42 1,66 1,73 1,83 1,71 2,10 0,87 1,30 1,87 1,12 3,38 2,60 2,08 1,04 1,80 1,80 2,34 2,17 2,13 2,87 1,94 2,90 0,79 0,029 0,026 

OG5_146036 LinJ.30.2330 hypothetical protein, conserved 1 2,99 2,21 1,28 1,94 1,43 2,41 2,29 1,99 2,04 1,62 1,07 1,33 1,62 0,90 2,51 2,39 1,51 2,20 2,38 3,07 1,70 2,63 2,72 2,33 1,67 2,02 0,79 0,027 0,027 

OG5_129880 LinJ.18.1530 hypothetical protein, conserved 1 1,47 2,41 1,74 2,04 1,32 2,41 2,56 1,90 2,28 1,27 1,59 1,25 1,01 2,20 1,61 2,43 1,74 2,82 2,39 1,88 3,01 1,82 2,56 3,17 1,75 2,34 0,79 0,041 0,041 

OG5_183736 LinJ.27.0681 hypothetical protein, conserved 1 1,91 1,28 1,40 1,93 1,99 2,14 1,95 2,17 1,72 1,56 0,78 1,67 1,72 1,94 2,01 2,83 1,50 2,48 2,48 2,11 1,40 2,63 1,62 2,02 2,59 2,41 0,79 0,017 0,017 

OG5_130133 LinJ.24.2330 hypothetical protein, conserved 1 0,96 2,04 1,37 1,58 1,68 1,88 1,20 1,85 1,97 1,31 1,13 1,74 1,46 1,46 2,26 2,27 2,77 1,51 2,19 1,62 2,43 1,71 1,85 1,54 1,62 1,46 0,80 0,031 0,028 

OG5_149347 LinJ.22.1270 aquaporin, putative 1 1,90 3,41 1,22 1,56 2,37 1,48 2,07 2,48 1,55 1,93 2,00 1,44 3,19 1,61 1,94 1,80 2,55 2,99 2,41 3,10 2,24 3,96 1,68 2,92 2,13 2,48 0,80 0,036 0,036 

OG5_146020 LinJ.29.0300 hypothetical protein, unknown function 1 1,42 2,18 1,35 2,50 2,04 2,39 1,61 1,41 2,29 1,32 1,72 2,23 1,94 1,90 1,65 2,50 2,55 3,39 2,47 2,48 1,58 2,16 1,89 1,77 2,88 2,83 0,80 0,031 0,031 

OG5_183806 LinJ.29.0900 hypothetical protein, unknown function 1 2,36 2,06 1,35 2,63 1,96 1,94 2,09 2,13 1,64 1,44 2,52 2,05 2,12 1,81 2,77 2,37 1,93 2,61 2,17 2,71 1,69 2,41 3,13 3,49 2,18 2,54 0,80 0,008 0,007 

OG5_126940 
LinJ.06.0410 
LinJ.06.0430 

60S ribosomal protein L19, putative 2 2,45 6,92 3,44 4,40 3,70 3,03 5,61 5,50 4,42 1,76 3,68 3,39 3,14 4,06 4,81 5,31 5,11 3,93 6,02 4,05 6,01 4,49 5,19 5,63 4,40 4,03 0,81 0,027 0,024 

OG5_127099 LinJ.25.1210 ATPase beta subunit, putative 1 3,82 2,37 3,54 3,29 3,60 3,11 2,90 3,22 2,47 2,43 3,05 2,71 1,53 4,32 4,04 3,92 2,56 3,95 4,39 3,57 3,43 3,02 3,06 4,32 2,75 5,96 0,81 0,046 0,046 

OG5_184163 LinJ.36.4550 hypothetical protein, unknown function 1 1,74 1,93 1,36 1,11 1,99 1,81 1,68 1,11 1,75 1,23 2,71 2,10 1,43 1,96 2,36 1,98 2,06 1,79 2,20 2,07 2,13 2,37 2,41 1,87 2,29 1,80 0,81 0,006 0,004 

OG5_151748 LinJ.28.2930 hypothetical protein, conserved 1 2,23 1,97 1,79 1,75 1,50 2,45 1,66 1,92 1,75 1,49 1,41 1,78 0,95 2,10 1,73 2,82 2,22 2,02 2,49 2,09 2,00 2,46 2,23 2,82 1,18 2,14 0,81 0,015 0,015 

OG5_149045 LinJ.36.0380 hypothetical protein, conserved 1 1,36 1,63 1,64 2,04 1,61 2,27 2,67 1,09 1,96 1,77 1,64 1,58 0,91 1,79 1,79 2,07 1,90 3,22 2,49 1,83 2,23 2,17 2,39 1,95 1,54 1,77 0,81 0,027 0,027 

OG5_151663 LinJ.25.0150 hypothetical protein, conserved 1 0,95 1,62 1,62 1,09 1,77 2,14 1,61 1,72 1,85 1,01 1,74 1,41 1,09 1,70 1,58 1,91 1,54 1,41 2,20 1,87 1,35 2,00 2,21 2,28 1,82 2,30 0,81 0,031 0,031 
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OG5_126828 LinJ.03.0970 
aminoalcohol phosphotransferase, 
putative 

1 1,65 1,27 0,77 1,31 1,25 1,24 1,18 3,17 1,31 1,17 2,06 1,12 1,60 1,54 2,33 1,73 1,88 1,63 2,55 1,20 2,08 2,51 0,82 1,42 1,59 1,90 0,82 0,048 0,045 

OG5_183683 LinJ.25.2410 hypothetical protein, conserved 1 1,99 2,03 2,18 1,69 2,17 1,71 1,56 1,42 1,60 2,37 1,95 1,86 1,85 2,46 2,38 1,62 2,09 2,84 2,07 2,27 2,16 2,66 2,11 2,89 1,86 3,17 0,82 0,017 0,017 

OG5_127854 LinJ.07.1300 
proteasome regulatory non-ATP-ase 
subunit, putative 

1 1,44 1,63 1,72 1,82 1,41 1,85 1,37 1,72 1,93 1,98 1,93 1,78 2,57 2,00 3,13 2,54 2,16 1,74 2,21 1,15 2,42 1,93 2,12 1,64 3,10 2,18 0,82 0,027 0,027 

OG5_143937 LinJ.30.3140 hypothetical protein, conserved 1 1,78 1,79 1,35 2,12 2,34 1,78 1,51 1,70 1,59 1,72 1,57 1,33 1,56 2,68 2,48 1,88 2,53 2,28 1,96 2,46 2,19 1,82 2,31 2,06 2,13 1,82 0,82 0,002 0,002 

OG5_126710 LinJ.31.0110 
O-sialoglycoprotein endopeptidase, 
putative,metallo-peptidase, Clan MK, 
Family M67 

1 3,74 2,69 3,24 3,70 4,09 4,86 3,17 3,74 3,97 3,97 3,12 2,91 2,07 3,64 3,27 3,72 3,70 4,25 3,63 4,50 5,60 5,18 4,36 5,13 3,96 3,73 0,82 0,027 0,027 

OG5_129160 LinJ.18.1130 hypothetical protein, conserved 1 0,88 1,77 1,25 2,64 1,88 2,34 2,06 1,87 2,15 1,75 2,35 1,35 2,18 1,99 1,45 2,45 2,22 1,51 2,10 2,57 1,99 3,15 2,54 2,83 2,46 2,11 0,83 0,046 0,047 

OG5_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 

OG5_172620 LinJ.12.0430 hypothetical protein, unknown function 1 1,75 1,82 1,68 2,19 2,02 2,21 2,12 1,83 2,12 1,56 2,10 1,81 1,99 2,01 2,20 3,01 1,91 2,37 2,55 1,59 2,80 1,86 1,79 2,22 2,54 3,29 0,83 0,027 0,027 

OG5_183676 LinJ.25.1080 hypothetical protein, conserved 1 1,61 1,79 1,84 2,15 1,92 1,76 1,68 2,03 1,89 1,64 1,64 2,30 1,92 1,97 2,09 2,35 1,99 1,97 1,83 1,93 2,14 1,54 2,02 3,59 2,58 2,98 0,83 0,022 0,019 

OG5_133432 LinJ.19.1380 
phosphatidic acid phosphatase 
protein-like protein 

1 1,52 1,61 1,55 1,93 2,92 1,67 1,63 2,12 1,58 2,10 1,45 1,58 2,06 1,85 2,44 1,97 1,99 1,25 2,59 2,63 1,84 1,99 2,48 2,13 2,37 2,70 0,83 0,020 0,020 

OG5_linf|LinJ.
12.0670 

LinJ.12.0670 surface antigen protein 2, putative 1 1,16 2,28 2,50 2,43 1,65 1,65 1,57 2,38 1,77 2,27 1,38 1,62 1,63 2,58 1,86 2,86 2,07 1,86 1,75 2,38 1,79 2,67 2,55 2,85 2,46 2,54 0,83 0,017 0,017 

OG5_128279 LinJ.30.3150 
S-adenosylmethionine decarboxylase 
(ADOMETDC) 

1 1,84 1,93 1,27 1,72 1,39 1,03 2,00 1,74 2,12 1,74 3,18 1,74 1,06 2,06 2,07 2,34 2,33 2,25 1,54 1,52 2,43 2,06 2,04 2,78 2,13 2,01 0,83 0,013 0,013 

OG5_149104 LinJ.36.5030 hypothetical protein, conserved 1 2,05 1,63 1,94 1,33 2,05 2,05 2,03 1,51 1,97 1,77 2,52 2,02 1,72 2,10 1,94 1,89 2,29 2,00 2,21 2,41 2,75 3,16 2,81 1,14 2,56 2,25 0,83 0,037 0,034 

OG5_147502 LinJ.12.0570 hypothetical protein, conserved 1 2,48 2,48 2,28 2,23 2,21 2,77 1,86 2,28 2,06 1,92 1,71 2,02 1,85 2,06 2,69 3,88 2,10 2,41 2,38 2,29 2,62 2,68 2,06 2,32 2,02 3,44 0,84 0,023 0,023 

OG5_128622 LinJ.36.1260 
GPI alpha-mannosyltransferase III 
(GPI10) 

1 1,37 1,74 2,19 2,15 1,78 2,46 1,69 1,80 1,99 1,67 1,32 2,00 1,03 1,80 2,02 2,65 1,85 2,04 2,24 2,15 2,12 2,78 2,10 2,13 1,77 1,68 0,84 0,033 0,030 

OG5_131535 LinJ.12.0470 hypothetical protein, conserved 1 1,94 1,73 1,94 1,77 2,03 2,02 2,00 1,86 1,90 1,31 1,69 2,01 1,66 1,94 1,90 2,72 2,39 2,10 2,06 2,06 1,42 2,27 2,01 2,47 2,13 2,77 0,84 0,001 0,001 

OG5_183321 LinJ.12.0440 hypothetical protein, unknown function 1 1,73 1,90 2,09 2,60 1,74 1,91 1,79 1,87 1,75 2,00 1,72 2,71 2,02 1,87 2,60 2,74 1,96 1,98 2,18 2,37 1,98 2,15 2,75 1,75 2,07 3,73 0,84 0,013 0,013 

OG5_127222 LinJ.16.0830 hypothetical protein, conserved 1 2,12 1,99 1,51 5,08 2,02 1,66 1,89 1,44 2,17 2,33 0,89 1,26 2,78 2,06 3,63 2,08 3,19 3,07 2,22 2,10 3,01 1,84 2,30 2,07 2,28 1,98 0,84 0,046 0,046 

OG5_151735 LinJ.28.1330 hypothetical protein, conserved 1 1,93 2,30 2,64 2,57 2,00 1,77 1,85 1,60 2,07 1,71 1,77 1,96 1,50 1,41 2,37 2,66 2,25 2,61 2,47 2,42 2,73 2,22 1,69 1,43 2,40 2,30 0,84 0,027 0,027 

OG5_154553 LinJ.34.0110 hypothetical protein, conserved 1 2,20 2,08 1,92 1,36 1,83 2,04 2,11 1,75 1,83 1,49 2,32 1,79 1,31 1,28 1,82 2,01 1,95 2,37 2,30 2,16 1,99 2,16 2,16 2,11 2,62 2,08 0,84 0,013 0,013 

OG5_152835 LinJ.29.0710 RNA-binding protein, putative 1 1,68 1,67 1,58 1,74 2,04 2,07 2,18 1,82 1,87 2,40 1,03 2,58 2,06 1,88 2,00 1,82 1,86 2,26 2,29 2,75 2,14 2,29 2,32 2,43 2,36 2,50 0,84 0,017 0,017 

OG5_146332 LinJ.36.6500 hypothetical protein, conserved 1 1,71 1,81 2,04 1,81 2,06 2,13 2,10 2,14 1,68 1,67 2,00 1,65 1,96 1,73 2,46 2,43 2,03 2,26 2,15 2,67 1,68 2,18 2,64 2,00 2,34 2,07 0,84 0,002 0,002 

OG5_183818 LinJ.29.1500 RNA binding protein, putative 1 1,61 1,65 2,29 2,21 1,92 2,27 1,92 2,12 1,87 2,12 1,98 2,14 1,57 1,69 2,72 2,25 2,33 2,50 2,36 2,04 2,12 2,51 2,23 2,64 1,67 2,34 0,85 0,002 0,002 

OG5_150386 LinJ.34.2300 hypothetical protein, conserved 1 1,48 2,11 1,61 2,58 2,60 1,57 1,94 1,77 2,35 2,18 1,86 1,85 2,33 1,28 2,18 2,26 2,66 2,77 2,31 2,43 1,86 2,43 1,62 2,59 2,47 2,28 0,85 0,031 0,028 

OG5_128438 LinJ.16.0850 
metallopeptidase, putative,metallo-
peptidase, Clan MP, Family M67 

1 3,10 1,50 2,24 2,04 2,12 1,62 2,04 1,95 2,11 1,61 1,87 1,09 1,36 1,70 1,56 2,43 2,72 2,09 1,52 2,19 2,38 2,60 2,27 2,51 1,81 2,62 0,85 0,036 0,036 

OG5_183310 LinJ.12.0180 hypothetical protein, unknown function 1 2,00 1,97 1,89 1,81 2,06 2,10 1,66 2,00 2,13 2,11 1,64 2,16 2,02 1,77 2,36 3,01 1,95 1,85 2,61 2,09 2,11 2,52 1,78 1,90 2,25 3,20 0,85 0,046 0,047 

OG5_154705 LinJ.32.3730 hypothetical protein, conserved 1 1,40 3,17 1,87 1,47 1,39 1,42 1,88 1,71 3,08 1,50 2,64 2,26 2,13 1,82 1,64 2,33 2,24 2,30 2,46 2,64 2,45 1,87 3,07 2,13 2,43 2,35 0,85 0,046 0,046 

OG5_146483 LinJ.25.1550 hypothetical protein, conserved 1 1,79 1,87 1,72 2,21 2,10 2,44 2,02 2,14 2,20 2,41 1,78 2,12 2,24 1,92 2,26 2,44 2,16 2,66 2,17 1,88 2,32 2,00 2,14 3,36 2,39 3,36 0,85 0,023 0,023 

OG5_131473 LinJ.18.1250 hypothetical protein, conserved 1 2,06 1,72 1,70 3,14 1,94 2,03 2,26 2,64 1,53 1,63 1,09 2,12 1,73 2,27 2,15 2,10 2,48 2,01 2,28 2,18 2,36 2,34 2,30 3,22 2,17 2,43 0,85 0,013 0,013 

OG5_145880 LinJ.11.0380 hypothetical protein, conserved 1 1,46 2,30 1,75 2,25 2,05 2,14 1,75 2,18 1,83 1,93 2,37 1,91 2,25 2,12 2,54 2,13 2,25 2,62 2,19 1,92 2,29 2,30 2,26 3,76 2,19 2,04 0,85 0,025 0,023 

OG5_183490 LinJ.34.0440 hypothetical protein, conserved 1 1,87 2,30 1,89 2,31 1,68 2,48 2,05 1,33 1,07 2,07 1,65 2,01 2,40 1,26 1,35 2,39 2,47 2,64 2,70 2,34 2,55 2,01 2,18 2,21 1,59 2,09 0,85 0,046 0,046 

OG5_151591 LinJ.20.0320 hypothetical protein, conserved 1 3,05 1,85 1,77 3,24 1,76 1,79 1,74 1,37 1,99 2,04 1,56 2,00 1,73 2,19 2,63 2,89 2,10 2,01 2,64 2,12 1,95 2,24 2,38 2,74 1,68 2,86 0,85 0,031 0,031 

OG5_173492 LinJ.25.2420 hypothetical protein, conserved 1 1,44 2,02 1,78 2,54 1,88 2,45 1,82 2,16 1,70 1,72 1,71 2,13 1,53 2,01 2,67 2,07 1,90 2,04 2,03 2,18 1,88 2,61 1,86 3,00 2,03 2,74 0,85 0,015 0,015 

OG5_183325 LinJ.12.0070 hypothetical protein, unknown function 1 2,06 2,29 1,78 2,00 2,40 2,09 2,06 2,04 1,67 1,85 1,93 1,50 2,14 1,88 2,14 3,14 2,15 2,16 2,11 1,96 1,76 2,16 2,25 2,47 2,04 3,41 0,85 0,020 0,020 
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OG5_129330 LinJ.28.0760 hypothetical protein, conserved 1 2,10 1,87 1,74 1,24 1,98 1,94 2,17 2,09 1,77 1,57 1,48 2,24 1,45 1,52 2,55 2,36 2,05 2,29 1,77 1,81 1,83 2,34 2,53 2,15 1,79 1,80 0,85 0,031 0,031 

OG5_183871 LinJ.31.0050 hypothetical protein, unknown function 1 3,97 3,18 3,43 4,97 2,88 3,51 3,11 3,43 3,13 3,35 3,57 2,97 3,34 3,57 4,03 4,17 4,06 3,41 4,12 3,81 3,66 4,81 3,77 3,87 4,00 4,83 0,85 0,001 0,001 

OG5_148820 LinJ.28.1580 ATPase, putative 1 2,78 1,85 1,78 2,18 1,62 1,70 1,76 1,42 1,94 2,12 1,56 1,47 1,71 1,60 2,14 1,73 2,01 1,92 2,14 2,88 2,03 1,83 2,39 2,21 2,39 1,87 0,86 0,009 0,007 

OG5_153063 LinJ.36.4890 hypothetical protein, conserved 1 2,17 2,22 2,33 1,98 1,93 2,18 1,98 1,67 1,75 1,61 1,48 1,70 1,70 1,59 2,13 2,01 2,16 1,85 2,45 2,78 1,85 2,19 2,44 1,72 2,17 2,60 0,86 0,025 0,023 

OG5_129265 LinJ.19.0870 folate/biopterin transporter, putative 1 2,09 1,97 1,88 1,91 1,71 2,40 1,98 2,30 2,11 1,47 1,98 2,00 1,88 1,80 2,93 2,67 1,53 2,22 2,60 2,05 2,49 1,66 2,30 2,45 2,12 2,48 0,86 0,011 0,011 

OG5_161858 LinJ.20.1430 hypothetical protein, conserved 1 3,20 2,38 1,92 3,00 2,13 2,08 2,10 2,15 1,73 1,94 2,36 2,14 2,11 1,98 3,32 3,41 2,30 2,38 2,10 2,82 2,43 2,03 2,05 2,71 2,19 3,45 0,86 0,045 0,042 

OG5_151510 LinJ.16.1580 hypothetical protein, conserved 1 2,65 1,48 1,89 3,24 1,47 1,86 1,61 2,03 1,70 1,41 2,14 1,67 1,82 1,37 2,38 2,29 2,43 2,47 2,38 1,38 1,79 2,06 2,50 1,95 2,47 2,20 0,86 0,036 0,035 

OG5_183830 LinJ.29.2300 hypothetical protein, conserved 1 1,96 1,90 1,41 1,53 1,42 1,59 1,82 1,90 1,97 1,90 1,57 1,70 2,06 1,97 2,01 2,16 1,92 2,51 1,76 2,26 1,63 2,52 2,18 1,80 2,10 1,77 0,86 0,017 0,017 

OG5_148517 LinJ.34.0750 hypothetical protein, conserved 1 2,41 1,76 1,80 2,82 2,14 2,70 2,05 1,99 2,50 1,70 1,23 2,01 1,69 1,73 2,13 2,31 2,06 2,54 2,11 2,19 2,37 2,39 2,68 2,54 2,51 2,57 0,86 0,027 0,027 

OG5_151746 LinJ.28.2800 hypothetical protein, conserved 1 2,74 1,82 1,73 1,76 2,20 2,44 1,82 1,71 1,78 2,36 1,31 1,42 2,11 2,27 1,85 2,31 2,63 2,35 2,18 2,38 2,14 2,67 2,06 1,84 2,66 2,24 0,86 0,036 0,035 

OG5_183298 LinJ.11.0740 hypothetical protein, conserved 1 1,66 1,91 2,00 2,32 1,87 2,11 2,04 1,77 2,09 1,71 1,87 1,44 1,88 2,31 2,35 2,06 2,10 2,07 2,08 2,24 2,22 1,91 2,25 3,09 2,09 2,29 0,86 0,008 0,008 

OG5_183314 LinJ.12.0280 hypothetical protein, unknown function 1 2,60 1,84 1,51 2,10 1,68 2,36 2,05 2,00 2,39 2,03 1,81 1,98 2,09 2,24 2,32 2,91 2,27 2,56 2,36 2,57 2,24 2,45 1,77 2,16 1,96 2,75 0,87 0,029 0,026 

OG5_145949 LinJ.20.1570 hypothetical protein, conserved 1 3,04 2,26 1,82 2,92 2,26 2,18 2,11 2,11 1,89 1,82 1,89 1,83 2,18 1,95 3,09 3,11 2,21 2,36 1,93 2,38 2,21 2,25 1,99 3,27 1,93 3,08 0,87 0,031 0,031 

OG5_128078 LinJ.36.4710 
Mitochondrial N(5)-glutamine 
methyltransferase MTQ1, putative 

1 1,79 1,74 1,98 2,03 2,15 1,99 2,04 1,94 1,88 1,98 1,21 2,17 2,86 2,02 2,84 2,67 2,07 2,14 2,66 1,77 2,15 2,40 2,20 2,66 2,06 1,70 0,87 0,036 0,036 

OG5_129322 LinJ.36.2000 
T-lymphocyte triggering factor, 
putative 

1 1,91 1,56 1,64 1,70 1,74 1,84 1,70 2,02 1,94 2,37 2,43 2,57 1,82 1,20 1,96 1,99 2,09 2,06 1,77 2,10 2,45 2,19 2,98 2,16 2,15 2,01 0,88 0,020 0,020 

OG5_137586 LinJ.12.0330 pumillio protein 4, putative (PUF4) 1 1,63 2,08 2,12 2,01 1,88 2,08 1,73 2,06 1,91 1,85 2,03 2,27 2,14 2,10 2,10 3,08 1,87 2,76 1,94 2,06 2,26 2,28 2,36 1,64 2,27 2,69 0,88 0,046 0,046 

OG5_140412 LinJ.31.3090 hypothetical protein, conserved 1 3,76 3,31 4,64 5,15 3,44 3,23 3,64 3,43 3,33 3,28 3,61 4,00 3,57 4,24 4,39 4,58 3,74 4,01 3,77 3,83 3,78 5,56 4,49 4,91 4,60 3,85 0,88 0,008 0,008 

OG5_144382 LinJ.02.0630 hypothetical protein, conserved 1 1,33 1,53 1,59 3,20 1,85 1,40 1,59 1,55 1,63 1,59 2,49 2,22 1,87 1,62 2,30 1,80 2,09 1,99 1,99 2,68 1,78 2,84 1,63 1,88 1,55 2,29 0,88 0,041 0,041 

OG5_145891 LinJ.12.0210 hypothetical protein, conserved 1 1,80 2,00 1,91 1,87 2,18 1,93 2,08 2,27 2,11 2,12 2,11 1,92 1,97 1,76 2,14 3,36 1,82 2,18 2,01 1,94 2,35 2,31 2,26 2,09 1,91 2,93 0,88 0,046 0,046 

OG5_183113 LinJ.02.0130 hypothetical protein, conserved 1 1,79 1,84 2,10 2,79 1,80 1,83 1,94 1,69 2,01 1,89 1,87 1,44 1,65 2,14 2,16 1,89 1,97 1,98 2,08 2,91 2,10 2,98 1,81 2,03 2,20 1,95 0,88 0,017 0,017 

OG5_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 

OG5_138262 LinJ.10.0680 flagellar glycoprotein-like protein 1 1,69 1,77 1,64 1,77 1,52 1,59 1,97 2,39 1,77 2,60 1,79 2,40 1,82 1,61 2,46 1,87 2,09 2,19 2,08 2,29 1,84 1,55 2,36 2,26 2,43 2,14 0,88 0,041 0,040 

OG5_183649 LinJ.24.1190 hypothetical protein, unknown function 1 1,78 1,88 2,36 2,12 1,98 1,82 2,58 1,84 1,41 2,24 1,59 2,01 1,83 1,89 2,14 2,58 2,38 2,23 2,39 2,49 2,02 1,81 2,42 2,18 2,01 1,82 0,88 0,035 0,032 

OG5_148589 LinJ.21.0630 hypothetical protein, conserved 1 1,51 1,64 2,73 1,70 2,03 1,86 2,91 1,93 1,28 1,85 1,34 1,24 1,71 2,11 2,05 1,97 2,59 2,56 2,13 2,34 1,36 1,86 1,87 2,26 1,95 2,08 0,89 0,046 0,046 

OG5_134931 LinJ.34.2200 DNAj-like protein 1 1,71 1,52 1,74 2,38 1,93 2,01 1,54 1,66 1,84 1,77 2,00 1,98 2,69 2,06 2,06 2,25 2,35 2,06 2,19 2,02 2,13 2,59 2,12 1,98 2,07 2,17 0,89 0,003 0,003 

OG5_127672 LinJ.36.4390 
UDP-N-acetylglucosamine-dolichyl-
phosphate N-acetylglucosamine 
phosphotransferase, putative 

1 2,11 1,74 2,92 1,59 1,62 1,90 1,51 1,80 1,51 1,78 1,55 2,15 2,06 2,13 1,94 2,25 2,25 2,04 1,59 1,89 1,91 2,26 2,45 2,12 2,70 2,09 0,89 0,041 0,041 

OG5_180808 LinJ.31.0380 hypothetical protein, unknown function 1 3,87 3,02 3,48 4,48 3,61 4,10 3,48 4,03 3,76 4,00 3,96 3,35 3,92 3,77 4,54 4,32 4,36 4,82 3,75 4,03 4,08 5,30 4,26 4,46 3,15 3,98 0,89 0,011 0,011 

OG5_134503 LinJ.28.1030 oxidoreductase-like protein 1 1,59 1,48 1,63 1,42 1,71 1,55 2,04 2,00 1,85 1,55 1,87 2,25 2,04 1,55 2,05 2,04 1,73 1,85 2,00 1,76 2,44 2,12 2,34 1,75 1,76 1,82 0,89 0,040 0,037 

OG5_183603 LinJ.22.1140 hypothetical protein, conserved 1 1,85 1,93 1,61 1,92 1,77 2,52 2,34 1,59 2,00 1,58 2,16 2,29 1,90 2,00 2,36 2,11 2,13 1,36 2,08 2,62 2,25 2,32 2,14 2,38 2,42 2,24 0,89 0,027 0,027 

OG5_143911 LinJ.11.0860 hypothetical protein, conserved 1 2,09 2,07 1,85 1,93 2,30 2,12 2,14 1,91 1,74 1,92 1,96 2,08 2,01 2,00 1,84 1,58 2,00 2,27 2,31 2,25 2,27 2,24 2,18 3,29 2,32 2,30 0,90 0,027 0,024 

OG5_157188 LinJ.29.1910 hypothetical protein, conserved 1 1,60 2,00 2,15 1,83 1,84 1,91 2,00 1,92 1,69 2,31 2,01 1,67 1,67 2,07 2,01 1,88 2,31 2,28 2,10 2,25 2,16 1,43 1,75 2,27 2,37 2,58 0,90 0,031 0,031 

OG5_148185 LinJ.24.1580 hypothetical protein, conserved 1 1,93 1,96 1,88 1,59 2,04 2,43 2,44 1,90 2,12 1,74 2,05 2,05 2,05 2,21 2,20 2,03 2,08 2,40 1,87 2,28 2,12 2,59 2,17 2,42 2,36 2,44 0,90 0,035 0,032 

OG5_144927 LinJ.17.1410 hypothetical protein, conserved 1 2,43 1,95 1,73 1,74 1,80 1,89 1,54 2,07 2,09 1,86 1,91 1,65 1,78 1,74 2,24 1,92 1,95 2,22 2,26 1,99 2,00 1,92 2,23 1,82 1,92 2,10 0,91 0,008 0,008 

OG5_183935 LinJ.31.2730 hypothetical protein, unknown function 1 4,49 3,96 3,93 4,15 3,72 4,07 3,61 4,19 3,97 4,25 2,68 3,94 4,16 4,10 5,15 4,20 4,26 4,50 3,46 4,50 5,06 5,57 2,91 3,65 4,31 4,26 0,91 0,036 0,036 

OG5_152166 LinJ.03.0500 hypothetical protein, conserved 1 1,61 1,99 1,89 1,96 1,37 2,00 1,99 4,09 2,00 1,62 2,10 1,84 1,54 2,00 2,16 2,92 2,54 2,10 2,23 1,99 1,75 2,66 1,77 2,14 1,77 2,24 0,91 0,048 0,045 

                                 



Anexos 

 188 

Grupo 
Ortólogo 

Gene ID Produto Gênico Ra 

Dose gênica no grupo CURA Dose gênica no grupo RECIDIVA 

C/Rb  p-valorc 
Perm. 
pd MA-01 

A 
MA-02 
A 

MA-03 
A 

MA-04 
A 

MA-05 
A 

MG-12 
A 

MG-14 
A 

MG-19 
A 

PI-04    
A 

PI-05    
A 

PI-07    
A 

PI-08    
A 

PI-09    
A 

PI-10    
A 

MA-07 
A 

MG-11 
A 

MG-13 
A 

MG-15 
A 

MG-16 
A 

MG-17 
A 

MG-18 
A 

PI-01    
A 

PI-02    
A 

PI-03    
A 

PI-11    
A 

PI-12    
A 

OG5_127091 
LinJ.07.0640 
LinJ.07.0650 

hypothetical protein, conserved 2 4,25 4,04 3,91 3,96 4,70 4,29 4,25 3,59 4,05 5,55 3,96 2,85 3,05 4,03 4,05 3,30 4,88 4,84 4,22 4,46 4,77 4,34 4,93 4,13 4,42 4,50 0,92 0,025 0,022 

OG5_128085 LinJ.30.3440 
CAS/CSE/importin domain protein, 
putative 

1 2,05 2,54 2,22 1,92 2,12 1,77 1,78 1,92 1,95 1,61 1,45 1,69 1,91 1,67 2,13 1,91 1,86 2,20 2,05 2,32 2,30 1,95 2,09 1,82 1,98 2,18 0,92 0,046 0,047 

OG5_126880 LinJ.18.0090 alpha glucosidase II subunit, putative 1 2,00 2,10 1,65 3,20 1,51 1,93 1,37 1,81 1,82 1,54 1,69 1,81 2,08 1,99 2,04 2,27 1,95 1,91 1,68 2,10 2,01 2,18 1,95 2,62 2,01 1,92 0,92 0,051 0,048 

OG5_143849 LinJ.27.1870 hypothetical protein, conserved 1 2,09 2,42 2,11 1,78 2,32 2,10 1,86 1,89 2,01 2,04 2,22 2,03 1,92 2,03 2,12 2,41 2,26 2,36 2,25 2,36 1,98 1,84 2,49 2,17 2,07 2,37 0,93 0,036 0,036 

OG5_141729 LinJ.31.1230 hypothetical protein, conserved 1 3,98 3,86 4,03 4,98 3,80 3,91 4,16 3,86 3,83 3,91 3,68 4,20 4,57 4,07 4,06 4,05 4,04 4,08 4,03 4,29 4,10 5,23 3,95 5,45 4,50 4,35 0,93 0,027 0,027 

OG5_166755 LinJ.31.0420 
calpain-like protein, putative,cysteine 
peptidase, Clan CA, family C2, 
putative 

1 3,86 4,01 4,01 5,11 3,92 3,92 3,86 4,59 3,83 3,75 4,12 4,12 3,67 4,38 4,28 4,40 3,57 4,54 4,13 3,99 4,47 5,26 4,35 4,46 4,53 4,32 0,94 0,036 0,035 

OG5_183149 LinJ.04.0830 hypothetical protein, conserved 1 2,01 1,89 1,85 1,87 1,92 1,80 2,54 1,80 1,73 1,53 2,30 1,90 1,60 2,08 2,09 2,17 2,14 2,05 1,80 1,81 2,01 2,03 2,31 1,95 2,11 1,97 0,94 0,051 0,048 

OG5_127551 LinJ.07.0440 ubiquitin-protein ligase-like, putative 1 1,92 2,00 1,93 2,02 2,12 2,17 2,07 2,06 2,09 2,16 2,07 2,02 2,11 1,80 2,08 2,10 2,02 2,00 2,18 1,89 2,15 2,27 2,29 2,29 2,42 2,21 0,94 0,037 0,034 

OG5_141043 LinJ.36.1800 hypothetical protein, conserved 1 2,04 2,02 1,87 2,04 2,00 2,00 2,00 2,03 2,06 1,86 1,93 1,83 1,86 2,03 2,20 2,05 2,07 2,07 2,09 2,15 1,98 1,95 2,08 2,14 1,97 1,87 0,96 0,021 0,018 

OG5_130635 
LinJ.27.2520 
LinJ.27.0500 
LinJ.27.0510 

cysteine peptidase, Clan CA, family 
C2, putative, calpain-like cysteine 
peptidase, putative,cysteine 
peptidase, Clan CA, family C2, 
putative 

3 6,35 6,21 6,32 6,34 6,29 6,65 6,85 6,25 6,67 6,22 6,34 7,16 6,21 6,28 5,84 6,12 6,09 6,17 6,77 6,31 6,48 6,06 6,66 6,11 6,06 5,98 1,04 0,020 0,020 

OG5_152421 LinJ.34.1500 hypothetical protein, conserved 1 2,09 2,10 2,18 1,80 1,97 2,00 2,02 2,16 2,12 2,18 2,16 2,11 1,97 2,08 2,16 2,04 2,08 2,00 1,96 1,97 1,93 1,97 1,96 1,86 1,91 2,07 1,04 0,020 0,020 

OG5_131582 LinJ.27.1740 hypothetical protein, conserved 1 2,21 2,12 2,15 2,08 1,73 2,10 2,51 2,13 2,13 2,40 2,44 2,18 2,00 2,29 2,04 1,99 2,18 2,07 1,97 2,17 2,14 1,94 1,92 2,22 1,90 2,01 1,06 0,041 0,041 

OG5_179419 LinJ.27.1720 hypothetical protein, unknown function 1 2,51 2,85 2,50 2,27 2,19 2,79 2,64 2,31 2,32 2,57 2,33 2,74 2,32 2,43 2,24 2,39 2,63 2,49 2,03 2,50 2,26 2,31 2,33 2,29 2,28 2,08 1,07 0,046 0,046 

OG5_173489 LinJ.24.1940 hypothetical protein, conserved 1 2,87 2,12 2,16 1,93 2,67 2,22 2,35 2,16 2,16 2,22 2,01 2,32 2,21 2,21 1,96 2,46 2,18 1,98 2,07 2,05 2,37 2,00 1,76 2,06 2,12 2,01 1,08 0,035 0,032 

OG5_146120 LinJ.36.6050 hypothetical protein, conserved 1 1,85 2,06 1,93 1,73 1,88 2,09 1,86 1,93 2,13 2,25 2,18 2,37 2,10 2,00 1,77 1,88 2,08 1,73 2,03 2,12 1,66 1,86 1,75 1,69 1,85 1,85 1,09 0,013 0,011 

OG5_173539 LinJ.36.2880 hypothetical protein, unknown function 1 2,55 1,94 2,39 2,46 2,07 2,68 2,43 2,04 2,44 2,52 2,29 2,44 2,46 2,83 2,31 2,40 1,81 2,28 2,55 2,45 1,70 1,97 1,94 2,33 2,20 2,30 1,10 0,036 0,036 

OG5_139992 LinJ.29.0360 hypothetical protein, conserved 1 2,17 2,00 2,11 1,90 2,20 2,15 2,03 2,18 1,77 1,94 2,36 2,20 1,72 2,40 1,91 1,74 1,92 1,83 1,54 1,96 2,02 2,02 1,53 2,00 1,80 2,44 1,10 0,036 0,036 

OG5_129179 LinJ.34.3300 
peroxisome biosynthesis protein-like 
protein 

1 2,13 1,99 2,02 1,45 2,22 1,90 1,72 2,23 1,99 2,09 1,78 2,06 1,96 2,36 1,65 1,66 1,99 1,81 2,06 1,72 1,66 1,88 2,28 1,85 1,54 1,67 1,10 0,031 0,028 

OG5_184123 LinJ.36.0740 hypothetical protein, conserved 1 1,98 2,08 2,31 2,09 1,80 1,95 1,79 1,69 1,96 1,93 2,24 2,08 1,63 1,89 1,80 1,88 1,94 1,68 1,61 2,43 1,32 1,65 1,95 1,70 1,58 1,79 1,10 0,020 0,020 

OG5_151799 LinJ.32.4080 hypothetical protein, conserved 1 2,05 2,69 2,00 2,01 2,01 2,01 1,92 2,11 3,23 2,09 2,14 1,97 1,80 2,29 1,90 1,92 1,95 2,12 1,96 1,99 2,01 1,93 1,88 2,02 1,99 1,89 1,10 0,025 0,022 

OG5_153744 LinJ.36.0930 DEAH-box RNA helicase, putative 1 2,41 2,10 1,85 1,87 2,62 1,96 2,18 1,96 2,20 2,34 1,87 2,25 1,80 2,00 2,01 1,96 1,82 1,80 2,28 1,86 1,77 1,81 2,06 1,89 1,71 1,79 1,11 0,022 0,019 

OG5_128747 LinJ.36.3040 
ATP-binding cassette protein 
subfamily G, member 6, putative 
(ABCG6) 

1 2,13 2,26 2,62 2,43 2,37 2,38 1,98 2,16 2,54 2,35 2,31 2,83 2,09 2,57 2,66 2,47 2,02 1,90 2,07 2,31 2,24 2,21 1,89 2,28 1,77 1,68 1,11 0,041 0,041 

OG5_139047 LinJ.21.0900 hypothetical protein, conserved 1 2,13 2,05 3,14 1,95 2,21 2,13 2,93 2,27 2,25 1,65 2,14 2,02 1,72 2,30 2,15 1,94 2,02 1,71 2,06 1,97 1,94 2,04 1,91 1,92 2,00 2,11 1,11 0,027 0,027 

OG5_128127 LinJ.21.0880 hypothetical protein, conserved 1 2,45 2,36 2,76 2,15 1,95 2,35 3,08 2,17 1,83 2,04 2,33 2,21 2,03 1,73 1,96 1,93 1,87 1,90 1,81 2,13 2,02 2,13 2,28 1,97 2,11 2,05 1,12 0,042 0,039 

OG5_151378 LinJ.36.5020 hypothetical protein, conserved 1 2,41 2,19 2,03 1,92 1,75 2,09 1,96 1,87 2,35 2,02 2,40 2,32 2,22 2,44 2,11 2,03 1,75 1,90 2,02 2,36 2,17 1,79 1,69 1,78 1,83 1,56 1,12 0,027 0,027 

OG5_129632 LinJ.36.5180 hypothetical protein, conserved 1 2,23 2,17 1,95 2,24 2,16 1,83 1,85 1,92 1,89 1,96 2,13 2,02 2,01 1,89 2,12 1,63 1,56 1,88 2,02 2,04 2,09 1,81 1,54 1,88 1,38 1,71 1,12 0,020 0,020 

OG5_148444 LinJ.16.1260 hypothetical protein, conserved 1 1,98 2,43 2,18 2,77 1,73 1,90 2,09 1,80 2,02 2,20 2,57 2,10 1,95 2,28 1,84 1,93 1,75 2,22 1,77 1,86 2,18 1,90 1,79 1,92 1,81 2,00 1,12 0,027 0,024 

OG5_126701 LinJ.13.0390 RNA helicase, putative 1 2,46 2,71 2,02 3,09 2,34 1,92 2,29 2,28 2,77 2,25 2,67 2,25 3,68 2,08 2,46 2,13 1,88 2,22 2,00 2,11 1,80 2,20 2,25 3,24 2,18 2,19 1,12 0,046 0,047 

OG5_171427 LinJ.01.0840 potassium channel subunit-like protein 1 2,17 1,91 1,61 2,69 2,01 1,84 1,57 1,98 2,05 1,91 2,11 1,95 1,82 1,84 1,66 1,76 1,70 1,78 1,70 1,66 1,81 1,85 1,62 1,85 1,73 1,90 1,12 0,008 0,008 

OG5_128477 LinJ.27.0770 hypothetical protein, conserved 1 1,82 1,89 1,82 2,17 2,12 1,90 1,57 2,29 2,29 2,31 1,78 2,26 2,19 2,12 1,84 1,72 1,73 1,87 1,79 2,01 1,87 1,50 1,63 1,79 2,08 1,97 1,12 0,015 0,015 

OG5_151652 LinJ.24.1540 hypothetical protein, conserved 1 2,03 2,51 1,93 2,47 2,27 2,33 2,28 1,52 2,73 2,35 2,31 2,11 1,77 2,28 2,52 2,21 2,00 1,56 1,76 1,93 1,86 2,20 1,55 2,21 1,70 2,08 1,12 0,036 0,035 

OG5_183453 LinJ.18.1290 hypothetical protein, conserved 1 2,10 2,13 2,27 3,74 2,38 1,99 2,65 2,10 1,94 2,44 2,13 2,21 1,96 2,57 1,91 2,14 1,81 1,55 2,21 2,16 1,91 1,86 2,11 3,32 2,05 1,83 1,12 0,036 0,036 

OG5_184127 LinJ.36.0840 hypothetical protein, unknown function 1 1,98 2,23 2,31 2,38 2,39 2,51 2,42 1,96 2,26 2,06 2,31 1,81 2,14 2,37 1,65 1,85 2,04 1,47 2,10 2,06 2,78 1,51 1,80 2,03 2,36 2,00 1,13 0,023 0,023 
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OG5_166715 LinJ.34.4250 hypothetical protein, conserved 1 2,08 1,85 1,97 1,43 1,72 2,23 2,19 1,97 2,04 2,92 2,15 1,86 2,01 1,58 1,39 2,13 1,95 1,98 1,62 1,75 1,43 1,79 1,74 1,86 1,77 1,86 1,13 0,046 0,046 

OG5_146716 LinJ.29.2550 hypothetical protein, conserved 1 2,09 2,29 1,98 2,69 2,14 1,89 1,41 1,96 2,39 2,20 2,29 2,33 1,77 2,40 1,85 1,50 2,09 2,07 1,72 1,79 2,06 1,57 1,76 2,05 2,23 1,97 1,13 0,027 0,027 

OG5_146086 LinJ.35.3160 hypothetical protein, conserved 1 2,45 2,74 2,82 2,11 2,63 1,67 1,97 1,96 2,35 2,38 2,48 2,62 2,32 2,56 1,99 1,95 1,72 1,48 1,91 2,07 2,08 3,40 1,71 2,21 2,27 2,26 1,13 0,020 0,020 

OG5_145934 LinJ.34.1780 hypothetical protein, conserved 1 2,33 1,91 1,95 2,18 1,83 2,17 1,84 2,51 2,12 2,13 1,84 1,63 1,89 1,84 1,72 1,53 1,87 2,16 1,72 1,73 1,93 1,94 1,69 1,71 1,78 1,54 1,13 0,011 0,011 

OG5_126674 LinJ.04.0010 calcium-translocating P-type ATPase 1 2,21 1,76 1,96 2,06 2,02 1,91 3,01 2,15 1,74 2,02 1,80 2,35 1,81 1,99 1,78 1,69 1,76 1,84 2,00 1,73 1,98 2,06 1,41 1,82 1,79 1,82 1,14 0,024 0,021 

OG5_128399 LinJ.24.0330 
ethanolamine phosphotransferase, 
putative 

1 1,92 2,17 2,04 2,12 2,20 1,95 1,87 2,32 2,00 1,22 2,34 2,64 2,16 1,95 1,86 1,56 1,94 2,19 1,79 1,96 1,27 1,46 2,03 2,30 1,76 1,66 1,14 0,031 0,031 

OG5_152403 LinJ.32.1270 hypothetical protein, conserved 1 1,80 2,12 1,82 2,05 2,24 1,42 2,08 2,52 2,40 2,33 2,07 2,06 2,05 1,93 2,01 1,98 1,87 1,24 1,49 1,65 2,09 1,94 1,52 2,06 1,88 2,00 1,14 0,027 0,024 

OG5_131078 LinJ.21.0590 hypothetical protein, conserved 1 2,33 1,97 3,13 2,06 2,19 2,25 3,14 2,10 2,01 2,23 1,94 2,21 1,97 2,09 1,84 2,14 2,20 2,18 2,14 1,76 1,90 2,24 1,96 1,74 1,91 1,80 1,14 0,023 0,024 

OG5_126744 

LinJ.30.2470 
LinJ.30.2480 
LinJ.30.2530 
LinJ.30.2540 

heat shock 70-related protein 1, 
mitochondrial precursor, putative 

4 7,42 11,30 8,26 7,16 8,38 7,44 6,80 7,61 6,57 7,79 7,57 8,25 7,55 6,95 5,91 7,84 6,66 6,16 6,84 7,39 7,55 6,08 6,97 6,54 6,59 7,47 1,14 0,008 0,008 

OG5_151859 LinJ.36.1830 hypothetical protein, conserved 1 1,93 1,85 1,84 2,34 2,01 1,95 2,09 1,29 2,29 2,62 2,08 1,93 1,88 1,54 1,60 1,84 1,69 1,57 1,32 1,92 1,68 1,86 1,86 1,60 1,91 1,94 1,14 0,017 0,017 

OG5_148094 LinJ.21.1780 hypothetical protein, conserved 1 1,85 1,91 2,93 1,93 2,18 1,81 3,19 1,98 2,23 2,15 1,55 1,89 2,11 2,05 1,64 1,93 1,91 1,83 2,12 1,74 1,96 2,04 1,76 1,82 1,80 1,78 1,14 0,027 0,025 

OG5_148246 LinJ.04.0990 hypothetical protein, conserved 1 2,10 1,86 1,84 2,24 2,03 1,90 3,13 2,27 2,09 2,15 2,20 2,22 2,32 2,13 1,62 2,08 1,99 1,98 1,73 2,09 1,51 2,07 1,57 2,34 1,76 2,08 1,14 0,013 0,013 

OG5_127434 LinJ.29.2650 hypothetical protein, conserved 1 1,78 1,86 1,76 2,10 2,32 1,65 2,69 1,94 1,83 2,01 1,75 2,28 1,89 2,36 1,56 1,71 2,37 1,78 1,70 1,69 1,55 1,52 1,79 1,28 1,75 2,42 1,15 0,017 0,017 

OG5_128521 
LinJ.21.0690 
LinJ.21.0680 

DNA polymerase eta, putative 2 4,68 4,56 7,27 4,57 4,37 4,18 6,19 4,27 4,14 4,10 4,23 4,49 4,10 3,84 4,18 3,71 4,68 3,63 4,31 4,28 3,12 3,74 3,57 4,06 5,09 4,09 1,15 0,042 0,039 

OG5_146404 LinJ.36.0860 hypothetical protein, conserved 1 2,23 2,87 2,88 2,00 1,73 2,25 1,79 2,28 2,43 2,42 1,89 2,38 2,52 1,94 1,37 2,35 1,89 1,95 2,07 1,69 2,20 2,20 2,29 1,72 2,03 1,77 1,15 0,042 0,039 

OG5_172083 LinJ.32.2660 hypothetical protein, unknown function 1 1,98 2,73 1,98 1,82 2,09 2,12 1,61 2,09 3,22 2,19 2,67 2,32 2,51 1,92 1,97 1,77 2,10 1,90 2,04 1,70 1,53 1,48 2,47 2,43 1,92 1,82 1,16 0,036 0,036 

OG5_148230 LinJ.01.0410 hypothetical protein, conserved 1 2,43 2,42 1,58 3,03 2,37 1,94 1,94 2,00 1,89 2,49 2,16 2,22 1,87 2,15 1,76 2,28 1,65 1,62 2,15 2,12 1,65 2,24 1,82 1,41 1,74 2,12 1,16 0,031 0,031 

OG5_183987 LinJ.32.2740 hypothetical protein, conserved 1 2,60 2,80 2,58 2,20 2,95 1,87 1,26 2,05 2,80 1,76 2,70 2,63 2,54 2,27 1,71 2,10 2,01 2,10 2,22 1,61 2,59 1,48 1,75 2,46 1,72 2,67 1,16 0,046 0,046 

OG5_183977 LinJ.32.2190 ABC transporter-like protein 1 1,94 3,03 1,51 2,03 2,15 2,32 2,34 2,26 2,55 2,42 2,29 2,21 2,88 2,39 2,14 1,80 2,00 2,01 1,99 1,94 2,15 1,35 2,00 2,13 2,56 1,76 1,16 0,008 0,008 

OG5_128215 LinJ.17.1390 translation initiation factor, putative 1 2,26 1,16 2,23 2,21 1,90 1,85 2,31 1,52 2,05 1,93 2,10 1,92 1,86 2,06 1,18 1,78 1,55 1,87 2,00 1,45 1,77 2,33 1,51 1,31 1,54 1,88 1,16 0,027 0,027 

OG5_183387 LinJ.15.0880 hypothetical protein, conserved 1 1,83 2,84 1,76 2,24 2,19 1,93 2,45 1,68 2,48 2,23 2,13 1,76 2,09 2,66 1,50 1,72 1,61 1,88 1,89 1,94 1,67 1,61 2,12 2,59 2,32 1,47 1,16 0,031 0,031 

OG5_142223 LinJ.17.0970 
META domain containing protein, 
putative (META2) 

1 2,14 1,82 2,04 1,99 1,82 1,31 1,87 2,38 2,52 1,48 1,97 2,27 2,14 1,90 2,10 1,95 1,21 1,67 1,40 1,81 1,67 2,04 1,89 1,84 1,05 1,77 1,16 0,031 0,031 

OG5_128169 LinJ.36.1920 DEAD box RNA helicase, putative 1 2,39 2,39 1,68 2,31 2,45 2,97 2,32 1,79 2,38 1,74 2,42 3,24 2,21 2,23 1,96 2,21 1,93 1,66 2,20 2,04 1,71 2,06 1,71 2,74 1,17 2,55 1,16 0,041 0,041 

OG5_150656 LinJ.33.2690 Unc104-like kinesin, putative 1 3,13 2,83 3,18 1,84 3,00 2,11 2,22 1,90 3,22 2,10 3,37 2,00 2,17 2,24 2,04 1,93 1,66 1,80 1,93 3,11 1,98 2,83 1,98 2,63 1,99 2,04 1,17 0,031 0,031 

OG5_131396 LinJ.14.0880 hypothetical protein, conserved 1 2,14 2,87 2,27 2,55 1,87 2,18 2,79 1,72 2,79 2,31 2,53 1,67 2,15 1,68 1,73 1,99 2,04 1,54 1,55 1,81 2,36 3,16 1,45 2,08 1,81 1,61 1,17 0,041 0,041 

OG5_148074 LinJ.14.0110 hypothetical protein, conserved 1 2,40 3,45 2,08 2,91 2,38 2,80 1,81 2,52 3,54 2,22 1,64 2,34 1,86 2,32 1,65 2,09 2,25 2,21 2,23 1,81 1,78 3,39 2,05 1,91 1,95 1,79 1,17 0,041 0,040 

OG5_151512 LinJ.16.1600 hypothetical protein, conserved 1 2,09 1,92 2,02 2,54 2,42 1,86 2,31 2,42 1,89 2,60 2,24 2,01 2,08 1,72 1,49 2,13 1,91 1,76 2,04 1,66 1,40 2,05 1,88 1,78 1,80 2,18 1,17 0,013 0,013 

OG5_183955 LinJ.32.0850 hypothetical protein, unknown function 1 2,52 3,36 1,47 2,18 1,94 2,12 2,12 2,08 3,43 2,39 2,23 1,45 2,62 2,25 2,00 1,39 1,72 1,89 2,21 1,96 2,09 2,56 2,05 1,82 1,86 1,97 1,17 0,031 0,031 

OG5_184001 LinJ.32.3710 hypothetical protein, unknown function 1 2,10 3,18 3,40 2,57 2,61 2,52 2,41 3,16 3,01 2,24 1,20 1,30 2,73 2,46 2,00 2,68 2,15 1,59 2,12 2,03 2,61 1,99 2,42 2,10 2,06 1,75 1,17 0,041 0,041 

OG5_132621 LinJ.30.2160 hypothetical protein, conserved 1 2,44 3,25 1,60 2,11 1,73 1,95 2,00 2,13 2,51 2,52 2,09 2,30 1,62 2,29 1,51 1,48 2,13 2,00 2,23 1,93 1,92 2,03 1,41 1,94 1,93 1,84 1,17 0,020 0,020 

OG5_127035 LinJ.15.0440 
cytoplasmic l-asparaginase i-like 
protein 

1 2,14 2,04 1,79 2,17 2,93 2,64 2,14 1,85 2,78 1,85 2,13 2,20 2,41 1,91 2,31 1,77 2,65 1,67 2,48 2,05 1,82 1,64 1,90 1,73 1,64 0,96 1,17 0,031 0,031 

OG5_151360 LinJ.13.0420 hypothetical protein, conserved 1 1,75 3,13 2,11 3,31 2,36 2,10 2,45 1,75 2,86 2,31 3,11 2,67 3,47 2,16 2,08 1,99 1,90 2,15 2,27 2,13 2,10 1,90 2,51 3,03 1,98 1,89 1,17 0,046 0,047 

OG5_127896 LinJ.33.2930 
GTP-binding protein, putative,GTP-
binding elongation factor tu family 
protein, putative 

1 3,72 2,88 2,81 2,21 2,73 2,05 1,98 2,13 2,96 2,10 3,11 2,07 1,89 2,41 2,10 2,00 1,87 1,91 1,49 2,63 1,78 2,69 1,93 3,23 1,74 2,20 1,17 0,041 0,040 

OG5_147063 LinJ.28.2500 hypothetical protein, conserved 1 1,79 2,55 2,05 2,10 2,28 2,49 2,48 2,14 2,18 2,36 1,57 2,67 2,15 1,55 1,68 1,97 1,57 1,24 1,78 1,90 1,55 1,95 2,13 1,90 2,18 2,29 1,18 0,022 0,019 



Anexos 

 190 

Grupo 
Ortólogo 

Gene ID Produto Gênico Ra 

Dose gênica no grupo CURA Dose gênica no grupo RECIDIVA 

C/Rb  p-valorc 
Perm. 
pd MA-01 

A 
MA-02 
A 

MA-03 
A 

MA-04 
A 

MA-05 
A 

MG-12 
A 

MG-14 
A 

MG-19 
A 

PI-04    
A 

PI-05    
A 

PI-07    
A 

PI-08    
A 

PI-09    
A 

PI-10    
A 

MA-07 
A 

MG-11 
A 

MG-13 
A 

MG-15 
A 

MG-16 
A 

MG-17 
A 

MG-18 
A 

PI-01    
A 

PI-02    
A 

PI-03    
A 

PI-11    
A 

PI-12    
A 

OG5_184157 LinJ.36.4130 hypothetical protein, unknown function 1 2,57 1,79 1,76 1,83 2,39 2,22 1,63 2,57 2,09 2,41 2,23 2,09 2,15 2,46 1,55 2,09 1,58 1,88 2,30 2,05 1,54 1,89 1,97 1,73 1,56 1,88 1,18 0,009 0,009 

OG5_146117 LinJ.36.5560 hypothetical protein, conserved 1 2,34 1,81 2,16 2,02 2,10 2,02 1,91 2,37 2,38 2,10 1,82 1,78 2,39 2,25 1,68 2,04 1,54 2,09 1,67 1,76 1,79 1,66 1,82 2,22 1,41 1,80 1,18 0,003 0,002 

OG5_148529 LinJ.34.1430 hypothetical protein, conserved 1 2,23 2,33 1,55 2,33 2,34 2,61 2,51 1,88 2,44 2,71 2,93 2,38 1,96 2,23 1,97 1,84 1,78 2,11 1,59 1,70 2,01 2,20 2,59 2,23 1,76 1,86 1,18 0,008 0,008 

OG5_127071 LinJ.32.0710 OSM3-like kinesin, putative 1 1,85 2,16 1,59 2,11 1,71 1,48 1,94 1,67 3,00 1,81 1,92 1,82 2,35 2,09 2,04 1,83 1,54 1,95 1,79 1,52 1,26 1,39 2,04 1,27 1,56 1,81 1,18 0,046 0,046 

OG5_130867 LinJ.15.0560 hypothetical protein, conserved 1 2,57 2,29 2,08 2,27 1,96 2,24 2,03 2,86 2,86 3,49 2,63 2,39 2,70 2,80 2,28 2,03 1,90 2,08 2,53 2,15 1,50 2,00 1,39 2,79 3,00 1,92 1,18 0,036 0,036 

OG5_148719 LinJ.26.0560 
spliced leader RNA PSE-promoter 
transcription factor, putative 

1 1,84 3,04 2,28 3,42 2,29 2,05 2,20 1,83 2,88 1,75 1,91 3,00 2,44 2,51 1,66 1,85 1,65 2,16 2,34 1,73 1,88 1,85 2,88 2,96 1,58 1,79 1,18 0,045 0,042 

OG5_151281 LinJ.32.0990 hypothetical protein, conserved 1 2,46 3,22 1,73 2,46 2,00 2,21 2,40 2,31 2,89 2,02 2,12 1,85 1,92 1,26 2,08 1,53 2,04 1,63 2,07 1,78 1,97 1,78 1,81 1,85 2,24 1,64 1,18 0,033 0,030 

OG5_183327 LinJ.13.0060 hypothetical protein, conserved 1 2,50 2,10 2,06 3,39 1,89 1,68 2,13 2,04 2,61 2,01 3,00 2,30 3,47 1,72 1,81 1,83 1,47 2,35 2,18 1,84 1,88 2,00 1,65 3,34 1,83 1,73 1,18 0,041 0,041 

OG5_139387 LinJ.30.0990 hypothetical protein, conserved 1 2,30 3,31 2,24 1,85 2,39 2,15 2,54 2,10 2,42 2,64 2,00 2,48 3,01 2,84 2,09 2,05 2,38 1,90 2,17 1,73 1,97 1,76 1,78 2,01 2,74 2,34 1,18 0,011 0,011 

OG5_153007 LinJ.29.1420 
serine/threonine-protein kinase, 
putative,protein kinase, putative 

1 0,95 2,04 2,40 1,81 2,49 2,31 2,11 2,60 2,14 2,06 2,09 1,93 2,16 1,51 0,92 1,74 2,09 1,80 1,33 2,57 1,85 1,61 1,44 1,46 1,86 2,09 1,18 0,031 0,031 

OG5_135897 
LinJ.33.2970 
LinJ.33.3000 

D-alanyl-glycyl endopeptidase-like 
protein,cysteine peptidase, Clan CA, 
family C51, putative 

2 5,83 6,74 5,59 4,09 5,73 3,64 4,24 4,71 5,69 4,57 5,05 3,23 4,12 5,31 4,06 4,06 4,13 3,16 3,58 6,48 3,46 6,49 3,54 5,28 2,32 3,17 1,18 0,046 0,046 

OG5_151492 LinJ.13.1480 hypothetical protein, conserved 1 1,90 3,26 1,72 3,04 2,24 2,11 2,02 2,25 3,39 1,81 2,84 2,03 2,69 2,11 1,76 2,24 1,94 1,94 1,97 1,97 1,99 1,75 2,03 3,00 1,78 1,86 1,18 0,042 0,040 

OG5_183138 LinJ.04.0150 hypothetical protein, conserved 1 2,69 1,72 2,63 1,87 2,07 2,02 2,72 2,50 2,12 2,23 2,37 2,00 2,75 3,09 1,60 2,14 2,25 1,63 1,80 1,96 1,69 2,33 1,66 1,70 2,37 2,61 1,18 0,023 0,024 

OG5_146653 LinJ.23.0910 hypothetical protein, conserved 1 2,87 3,41 3,66 2,97 2,92 1,65 2,14 2,10 3,08 2,13 2,94 2,21 3,12 2,38 1,80 2,81 1,95 1,80 1,73 2,78 2,10 2,21 2,56 2,82 1,81 2,80 1,19 0,027 0,027 

OG5_148728 LinJ.26.0900 hypothetical protein, conserved 1 2,28 3,09 2,38 3,43 1,94 1,93 1,96 2,12 2,99 1,90 2,25 2,96 2,75 2,61 1,56 1,73 1,93 1,96 1,84 1,68 1,86 1,93 3,52 3,02 1,74 2,16 1,19 0,017 0,017 

OG5_128997 LinJ.32.0380 hypothetical protein, conserved 1 1,93 3,15 2,19 2,04 2,21 1,85 1,83 2,04 2,77 1,77 2,34 1,99 2,17 2,23 1,77 2,17 2,00 1,92 2,03 2,08 1,37 1,70 2,00 2,14 1,17 1,65 1,19 0,027 0,024 

OG5_127231 LinJ.21.0960 methionine aminopeptidase 2, putative 1 1,34 2,14 2,44 2,37 1,73 1,96 2,91 2,19 2,38 1,66 2,14 1,72 2,12 2,45 1,43 2,04 2,05 1,52 2,05 1,40 2,91 1,33 1,20 1,43 1,94 2,02 1,19 0,027 0,027 

OG5_151708 LinJ.27.0450 hypothetical protein, conserved 1 1,92 2,11 2,05 1,54 1,73 2,04 1,42 2,58 1,98 2,75 2,28 2,78 1,97 2,00 1,46 1,64 1,95 2,75 1,96 1,73 1,48 1,37 1,66 1,79 1,47 1,73 1,19 0,011 0,011 

OG5_126891 LinJ.30.2180 RING finger protein, putative 1 2,09 2,64 1,88 2,58 2,15 1,86 2,12 2,71 1,72 2,36 2,62 2,36 1,93 1,71 2,32 1,69 1,72 1,64 1,66 1,66 1,85 1,62 2,04 1,92 1,99 2,03 1,19 0,004 0,004 

OG5_184077 LinJ.35.0940 hypothetical protein, conserved 1 2,27 3,49 2,97 2,33 2,50 2,48 2,37 2,81 3,58 2,92 3,39 2,96 2,10 1,96 2,06 2,54 2,26 1,96 2,00 2,26 2,60 3,12 2,13 2,04 2,43 2,05 1,19 0,023 0,024 

OG5_149050 LinJ.36.0550 hypothetical protein, conserved 1 2,09 2,80 2,43 2,14 2,01 2,53 2,32 2,30 1,90 2,34 1,49 1,59 2,03 1,61 1,10 1,75 1,32 1,91 1,52 1,78 1,49 2,16 1,55 3,09 1,61 1,99 1,19 0,031 0,028 

OG5_181871 LinJ.30.1850 hypothetical protein, unknown function 1 2,26 3,25 2,97 2,55 2,44 2,45 1,83 2,88 2,41 2,66 1,53 2,18 2,28 1,60 1,96 1,92 2,21 2,44 1,47 1,79 2,53 1,74 1,83 1,43 2,16 2,43 1,19 0,036 0,035 

OG5_130284 LinJ.15.1070 glutamate dehydrogenase (GDH) 1 2,55 2,30 2,30 2,53 1,97 2,07 2,24 2,06 1,81 2,65 2,15 2,22 1,92 2,37 2,05 1,94 1,90 1,81 1,66 1,66 1,47 1,76 2,12 1,85 2,08 2,02 1,20 0,001 0,001 

OG5_147999 LinJ.13.1470 hypothetical protein, conserved 1 1,84 3,03 2,69 2,69 2,28 2,24 2,30 1,69 3,32 2,17 2,48 2,45 2,93 2,28 2,36 1,88 2,07 2,04 2,02 2,06 1,79 1,19 2,30 3,58 1,37 2,01 1,20 0,023 0,023 

OG5_157921 
LinJ.14.0490 
LinJ.14.0500 

hypothetical protein, unknown function 2 6,22 5,22 3,40 5,80 4,95 4,05 4,17 4,63 4,47 3,13 4,22 5,98 4,04 3,43 4,17 5,06 3,75 3,09 3,41 3,80 3,12 4,05 4,26 3,31 3,62 4,02 1,20 0,036 0,036 

OG5_148072 LinJ.13.0210 class 3 lipase, putative 1 2,91 2,92 2,12 3,02 1,94 2,44 2,50 2,64 2,83 1,46 2,81 2,11 2,99 2,29 2,09 1,93 2,00 1,72 2,03 2,42 2,01 2,26 1,91 2,97 1,86 1,87 1,20 0,009 0,009 

OG5_163862 LinJ.35.3010 hypothetical protein, conserved 1 2,16 2,47 2,24 1,96 2,19 1,29 1,71 2,57 2,60 2,92 2,50 3,64 2,11 2,32 1,94 1,51 1,88 1,94 1,87 1,89 2,10 2,94 2,15 2,01 1,66 1,51 1,20 0,013 0,013 

OG5_151516 LinJ.17.0900 hypothetical protein, conserved 1 2,51 2,27 2,11 2,19 2,35 1,52 2,15 1,95 2,34 1,97 2,97 2,11 2,33 1,88 1,83 1,81 1,14 1,26 1,32 1,80 1,79 2,09 2,53 2,40 1,98 1,97 1,20 0,027 0,024 

OG5_140622 LinJ.35.5080 hypothetical protein, conserved 1 2,01 2,79 3,05 2,14 2,15 1,91 1,98 2,89 3,16 3,04 3,04 2,79 1,87 2,15 2,01 2,11 2,00 2,08 2,01 1,79 1,81 3,08 2,01 2,16 1,87 2,09 1,20 0,048 0,045 

OG5_131289 LinJ.13.0440 hypothetical protein, conserved 1 1,91 3,02 2,01 3,00 2,08 2,26 2,90 2,32 2,82 2,14 2,66 1,84 4,10 1,91 2,45 1,83 1,84 2,47 1,80 1,49 2,28 1,64 2,43 3,53 1,54 1,68 1,20 0,041 0,041 

OG5_126938 
LinJ.07.0550 
LinJ.07.0560 

60S ribosomal protein L7a, putative 2 3,42 3,88 3,27 3,90 3,21 3,95 3,41 4,97 4,43 1,80 4,02 5,33 4,55 4,19 2,90 3,81 3,03 2,41 3,45 2,62 3,25 3,37 3,09 3,91 4,36 2,54 1,20 0,017 0,018 

OG5_148056 LinJ.35.2500 hypothetical protein, conserved 1 1,74 3,05 2,82 2,18 1,96 1,72 2,10 2,99 3,12 3,14 3,14 2,68 2,47 2,27 2,05 2,20 1,92 1,93 1,94 2,36 1,82 2,71 1,94 2,23 2,32 1,78 1,20 0,048 0,045 

OG5_144160 LinJ.26.2550 hypothetical protein, conserved 1 2,02 3,50 2,76 2,22 1,91 1,98 2,21 2,89 2,34 1,74 1,95 2,86 2,96 1,77 2,42 1,84 1,76 1,54 1,55 2,40 1,83 1,02 3,85 1,72 2,29 1,39 1,20 0,046 0,046 

OG5_127429 LinJ.33.1790 
DNA polymerase delta catalytic 
subunit, putative 

1 2,92 3,01 2,75 2,11 3,68 2,14 2,18 1,94 3,08 2,41 3,12 2,54 2,26 2,42 2,00 1,66 1,79 2,02 2,02 3,02 2,07 2,43 2,31 2,89 1,69 2,15 1,20 0,020 0,020 

OG5_126828 LinJ.36.6160 
choline/ethanolamine 
phosphotransferase (CEPT), putative 

1 2,22 2,92 2,19 2,83 1,68 2,44 2,62 1,90 1,44 2,24 1,84 2,24 3,05 2,09 1,57 1,85 2,04 1,74 1,79 2,12 2,26 2,22 1,60 2,18 2,05 1,17 1,20 0,033 0,030 
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OG5_143881 LinJ.13.0770 hypothetical protein, conserved 1 2,49 2,44 2,47 3,05 2,01 1,90 2,01 1,76 3,14 2,23 3,44 2,66 2,36 1,84 1,91 1,70 1,57 1,40 1,96 2,49 2,32 2,28 1,69 3,30 1,49 1,94 1,20 0,036 0,035 

OG5_183331 LinJ.13.0590 kinesin, putative 1 2,00 3,09 2,24 3,09 2,19 2,24 2,34 2,22 3,35 2,11 3,48 1,94 2,90 2,13 1,82 1,94 2,47 2,00 1,89 1,77 2,28 2,24 1,88 2,93 2,01 1,91 1,20 0,025 0,023 

OG5_158597 LinJ.34.3110 cytochrome p450-like protein 1 2,00 2,37 2,29 2,08 2,20 2,81 2,09 1,52 2,51 2,52 1,64 2,54 1,79 2,30 1,49 2,42 1,49 1,83 2,11 1,59 1,90 2,21 1,24 1,93 2,02 1,59 1,20 0,019 0,017 

OG5_141540 
LinJ.13.0930 
LinJ.13.0940 

subtilisin-like serine peptidase,serine 
peptidase, clan SB, family S8-like 
protein 

2 4,40 6,19 3,59 4,93 3,31 4,11 5,27 4,71 6,64 3,87 6,02 3,81 6,22 3,98 4,45 4,79 3,47 3,28 2,95 3,79 3,01 4,60 3,46 6,18 4,02 3,59 1,21 0,036 0,036 

OG5_136877 LinJ.21.1640 
palmitoyl acyltransferase 3, 
putative,zinc finger domain-like protein 

1 2,01 1,99 2,47 1,85 1,98 1,67 2,58 2,81 2,22 2,24 2,19 2,01 2,36 2,37 1,73 1,80 1,64 1,82 1,59 1,52 2,04 1,30 2,52 1,97 1,61 2,25 1,21 0,008 0,006 

OG5_148411 LinJ.14.1300 hypothetical protein, conserved 1 2,10 2,56 2,31 2,80 2,28 2,42 1,66 2,06 3,01 2,37 2,17 2,31 2,38 2,14 1,67 2,22 1,66 2,08 1,67 1,62 1,73 2,67 1,92 1,92 1,80 2,13 1,21 0,003 0,003 

OG5_145063 LinJ.21.0190 
protein kinase, 
putative,serine/threonine protein 
kinase, putative 

1 2,07 2,29 3,02 1,89 1,76 2,18 2,74 2,21 2,29 1,99 2,13 2,50 2,21 2,34 1,64 1,89 2,00 1,90 1,72 1,97 1,99 2,18 1,91 1,57 1,79 1,84 1,21 0,001 0,001 

OG5_151823 LinJ.35.2670 hypothetical protein, conserved 1 2,41 2,41 3,51 2,79 2,09 2,22 1,72 3,06 2,77 3,31 2,61 3,15 2,38 1,55 2,06 2,16 2,21 1,97 1,83 2,02 1,76 2,90 2,77 1,81 1,78 2,20 1,21 0,027 0,027 

OG5_184083 LinJ.35.1560 hypothetical protein, conserved 1 2,20 2,76 3,32 2,27 2,30 2,44 2,11 2,91 2,89 3,58 2,50 3,37 2,29 2,24 2,09 1,94 2,10 2,11 1,74 2,16 2,06 3,34 2,26 1,92 2,01 2,58 1,21 0,002 0,002 

OG5_173079 LinJ.35.0830 hypothetical protein, unknown function 1 2,01 3,12 3,48 2,50 2,31 2,35 2,36 2,84 3,04 2,93 3,51 3,28 2,12 2,16 2,20 1,99 2,12 2,38 1,98 2,16 1,95 3,63 2,12 2,40 1,89 2,07 1,21 0,015 0,012 

OG5_171037 LinJ.30.3070 hypothetical protein, conserved 1 1,94 3,09 2,31 1,71 2,21 1,96 2,03 1,79 1,68 2,10 3,01 3,35 2,16 2,02 1,62 1,56 2,29 1,35 1,90 1,86 2,57 1,90 1,30 1,19 2,73 1,91 1,21 0,041 0,041 

OG5_148000 LinJ.01.0070 hypothetical protein, conserved 1 2,66 2,05 2,64 2,34 1,71 1,72 2,67 1,85 2,03 2,01 2,00 2,33 1,97 2,48 1,62 1,50 1,51 1,69 1,84 1,72 1,80 2,34 1,39 2,05 1,74 2,31 1,21 0,008 0,008 

OG5_164020 LinJ.35.0930 hypothetical protein, conserved 1 2,03 3,54 3,13 2,36 1,98 2,33 1,94 2,98 3,09 3,58 3,25 3,35 2,11 2,34 2,18 2,33 2,09 1,96 1,82 2,26 2,33 3,72 2,00 1,86 2,06 2,20 1,22 0,045 0,042 

OG5_183124 LinJ.03.0170 hypothetical protein, conserved 1 2,17 2,31 2,18 1,91 1,90 2,39 2,10 4,19 2,58 2,49 2,30 2,02 2,04 1,77 1,86 2,03 1,76 1,16 2,22 1,71 2,03 2,61 2,08 1,78 1,62 1,95 1,22 0,020 0,020 

OG5_154559 LinJ.34.0430 hypothetical protein, conserved 1 2,26 1,80 2,41 3,13 2,02 1,85 2,84 1,97 2,24 1,62 2,11 2,30 1,93 2,91 2,25 1,58 1,96 1,96 1,94 1,57 1,72 1,44 2,31 1,54 1,23 2,58 1,22 0,031 0,031 

OG5_137410 LinJ.17.0840 hypothetical protein, conserved 1 2,45 1,93 2,14 2,35 2,20 1,74 1,99 2,22 2,36 1,33 3,06 2,18 2,49 2,17 0,99 1,85 2,30 1,51 1,68 2,05 1,77 1,34 2,50 2,25 1,81 1,52 1,22 0,046 0,046 

OG5_130748 LinJ.14.0320 
amino acid permease, putative 
(AAT21) 

1 2,45 3,96 2,42 3,12 2,66 2,00 2,42 2,21 3,36 2,29 2,38 1,95 2,04 2,26 1,60 2,53 2,01 1,96 1,54 1,53 2,33 3,04 2,00 1,82 2,27 2,37 1,22 0,035 0,032 

OG5_183969 LinJ.32.1840 hypothetical protein, conserved 1 2,28 3,56 2,44 2,76 1,85 1,98 2,03 2,72 2,41 2,75 2,43 2,12 2,32 1,78 1,68 1,74 1,90 1,47 1,97 1,88 2,27 1,93 2,17 1,78 1,93 2,82 1,22 0,008 0,007 

OG5_147717 LinJ.21.1480 hypothetical protein, conserved 1 2,32 1,76 3,39 2,09 2,66 2,17 3,07 1,88 2,44 1,74 2,19 2,13 2,13 2,45 1,96 1,93 1,98 1,66 1,81 1,93 1,75 1,81 2,31 2,09 1,78 1,76 1,22 0,008 0,008 

OG5_140225 LinJ.35.2870 hypothetical protein, conserved 1 1,89 2,42 2,85 1,98 2,17 2,23 1,50 3,37 3,17 2,90 2,67 3,09 2,20 1,74 2,00 2,01 1,69 1,94 1,74 2,35 2,06 2,37 1,94 1,89 1,96 2,01 1,22 0,036 0,036 

OG5_126840 

LinJ.35.1150 
LinJ.35.1160 
LinJ.35.1140 
LinJ.35.1170 

oligosaccharyl transferase-like protein, 
oligosaccharyl transferase subunit, 
putative 

4 10,22 15,79 16,38 10,63 10,46 11,66 10,71 14,75 15,78 16,54 14,20 17,22 10,97 9,85 11,20 9,05 10,13 11,11 9,98 11,26 10,24 15,61 9,98 11,06 10,22 9,96 1,22 0,027 0,024 

OG5_128462 
LinJ.35.2830 
LinJ.35.2860 

transporter-like protein, hypothetical 
protein, conserved 

2 3,74 6,10 5,00 3,95 3,05 3,60 4,12 5,10 5,96 6,39 5,78 4,89 4,54 4,62 3,56 3,80 4,27 3,43 3,89 4,23 3,67 5,41 3,60 4,00 3,17 3,78 1,22 0,023 0,023 

OG5_148977 LinJ.35.0730 hypothetical protein, conserved 1 1,55 2,80 2,71 2,42 2,09 2,71 1,98 3,48 2,67 3,52 2,71 4,15 1,57 2,19 1,62 1,83 2,41 1,94 1,80 1,90 2,37 3,96 1,51 2,11 1,99 2,12 1,23 0,042 0,039 

OG5_157992 LinJ.32.2610 hypothetical protein, conserved 1 2,50 3,65 2,26 2,48 2,57 1,96 2,36 2,29 3,22 1,51 3,10 2,19 2,95 2,54 2,30 2,17 2,19 2,13 2,42 1,95 1,73 2,16 1,81 2,35 2,03 1,65 1,23 0,004 0,004 

OG5_127813 LinJ.32.1290 
ADP-ribosylation factor GTPase 
activating protein 1, putative 

1 2,28 2,99 2,37 1,41 1,88 2,07 2,87 2,69 2,45 2,08 2,76 1,98 0,94 1,83 1,98 2,03 1,49 2,37 1,59 1,87 1,07 2,05 1,54 1,28 1,90 2,21 1,23 0,051 0,048 

OG5_127615 LinJ.30.2260 zinc-finger protein, conserved 1 2,57 2,62 2,66 1,65 2,17 1,94 2,82 2,80 1,74 2,13 0,77 1,97 3,65 2,95 1,52 1,89 1,93 1,55 1,52 2,26 1,83 2,14 2,13 1,33 2,21 2,33 1,23 0,046 0,047 

OG5_146355 LinJ.35.2530 hypothetical protein, conserved 1 2,26 3,60 3,49 2,05 2,14 2,09 2,18 2,94 3,56 3,37 3,09 2,79 2,03 2,23 1,98 1,99 2,19 1,89 1,99 2,29 2,24 3,29 2,03 2,25 2,15 2,07 1,23 0,027 0,024 

OG5_127773 LinJ.35.1730 
ubiquitin hydrolase, putative,cysteine 
peptidase, Clan CA, family C19, 
putative 

1 2,37 3,58 3,28 2,21 2,15 2,22 2,00 3,63 2,71 3,21 2,54 3,11 1,99 1,70 1,79 1,92 1,79 1,98 2,17 2,30 2,18 3,41 1,64 1,91 2,30 2,17 1,23 0,027 0,027 

OG5_127643 LinJ.35.2380 hypothetical protein, conserved 1 2,25 3,08 2,98 2,09 2,33 2,01 1,99 2,57 3,05 2,71 2,71 3,02 1,87 2,50 1,97 2,15 1,84 2,26 1,77 2,02 1,48 3,38 1,88 1,91 1,89 1,92 1,23 0,005 0,005 

OG5_173546 LinJ.14.0180 
carboxypeptidase, putative,metallo-
peptidase, Clan MA(E), Family M32 

1 1,94 3,50 2,45 2,41 2,68 2,51 2,53 2,54 3,48 2,03 2,30 2,26 3,20 2,71 2,97 2,17 1,34 1,72 2,32 1,88 2,51 2,76 1,48 2,00 1,72 2,53 1,23 0,036 0,036 

OG5_146092 LinJ.35.4420 hypothetical protein, conserved 1 2,01 3,15 3,20 1,93 2,05 1,76 1,88 3,13 3,00 3,00 3,33 2,52 2,21 2,31 1,74 2,32 2,07 1,59 2,05 1,72 1,95 3,50 1,35 2,51 1,91 1,95 1,23 0,046 0,046 

OG5_184102 LinJ.35.3220 protein kinase, putative 1 2,03 2,87 3,24 1,79 2,24 1,94 1,99 2,88 3,31 3,38 2,90 2,81 2,07 1,91 1,81 1,99 1,85 2,08 2,19 2,08 1,84 2,80 1,94 2,04 2,13 1,76 1,24 0,048 0,045 
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OG5_128001 LinJ.35.1660 
mismatch repair protein PMS1, 
putative,mismatch repair protein 

1 2,41 4,03 3,47 2,05 2,28 2,82 2,29 2,86 2,91 2,07 3,05 2,69 2,56 2,31 2,51 2,38 1,97 2,15 2,16 2,04 2,09 3,40 2,06 2,15 1,78 1,53 1,24 0,006 0,006 

OG5_183338 LinJ.13.1230 hypothetical protein, conserved 1 2,73 3,15 1,87 3,21 1,93 2,23 2,16 1,50 2,76 2,05 3,38 1,87 3,15 1,86 1,73 1,84 2,60 1,95 1,88 1,13 1,90 1,79 1,76 2,51 1,74 2,65 1,24 0,031 0,031 

OG5_184091 LinJ.35.2300 hypothetical protein, conserved 1 2,46 3,41 2,99 1,93 2,11 2,06 2,24 3,12 2,86 3,01 3,54 3,01 2,07 2,34 2,16 1,77 2,15 2,06 2,14 2,17 2,00 3,13 1,90 2,13 2,12 2,04 1,24 0,020 0,020 

OG5_153409 LinJ.32.2720 hypothetical protein, conserved 1 2,07 3,02 2,99 2,06 2,47 2,07 2,29 2,21 3,58 1,58 2,65 2,23 2,15 2,29 1,79 1,82 1,45 1,55 2,09 1,80 1,95 2,45 2,77 1,38 2,34 1,91 1,24 0,017 0,017 

OG5_151757 LinJ.29.2290 hypothetical protein, conserved 1 2,83 1,56 2,04 2,06 1,37 2,09 2,33 2,96 1,93 2,43 1,59 2,54 2,47 1,26 1,52 1,12 1,95 1,50 1,18 1,87 2,08 2,76 1,74 1,25 1,71 1,72 1,24 0,041 0,041 

OG5_173154 LinJ.05.0900 surface antigen-like protein 1 3,18 2,70 3,04 2,94 2,27 0,56 2,67 2,01 2,37 2,91 4,07 1,39 2,98 3,02 2,44 1,96 2,58 1,90 1,99 2,36 1,36 1,75 1,01 2,56 1,63 3,40 1,24 0,041 0,041 

OG5_127890 LinJ.35.3920 hypothetical protein, conserved 1 2,15 3,78 2,99 1,63 2,02 1,87 2,00 2,54 2,56 2,24 3,72 2,38 2,38 1,89 1,65 1,87 1,86 2,30 2,22 2,10 1,50 3,05 1,79 1,82 1,92 1,50 1,24 0,020 0,020 

OG5_151267 LinJ.34.2860 hypothetical protein, conserved 1 1,44 1,79 2,18 2,38 2,90 2,57 2,73 2,52 2,69 2,77 2,60 2,46 1,38 1,49 2,49 1,87 2,20 0,70 2,16 2,42 1,87 1,34 2,15 1,66 1,52 1,65 1,24 0,036 0,035 

OG5_139237 LinJ.33.1810 protein kinase, putative 1 2,90 3,33 2,66 2,11 3,03 2,02 2,02 2,74 2,89 2,24 3,36 2,50 1,82 2,60 2,41 1,67 2,05 1,73 1,70 2,83 1,27 3,04 2,05 2,94 1,95 1,40 1,24 0,041 0,041 

OG5_148975 LinJ.35.0380 hypothetical protein, conserved 1 2,76 4,09 2,91 2,19 2,42 2,10 2,03 2,01 2,91 2,87 3,05 3,88 1,73 2,23 1,96 2,10 2,31 2,31 2,02 1,92 2,68 3,41 1,44 2,03 1,83 1,64 1,24 0,035 0,032 

OG5_126901 LinJ.35.1720 casein kinase II, putative 1 2,34 2,43 3,14 2,14 1,46 1,71 1,46 2,60 2,80 1,85 2,95 3,33 2,29 2,95 1,63 1,12 2,12 1,82 2,10 2,38 1,75 4,01 2,38 1,08 1,44 1,22 1,25 0,041 0,040 

OG5_183406 LinJ.16.0820 hypothetical protein, conserved 1 2,04 2,23 2,86 3,61 2,67 1,77 2,11 2,01 2,87 2,47 2,27 3,09 2,54 1,57 1,80 1,94 1,67 1,71 2,33 1,46 2,24 2,48 2,31 1,93 1,90 1,68 1,25 0,020 0,020 

OG5_154645 LinJ.32.0620 hypothetical protein, conserved 1 2,50 2,46 1,77 2,38 2,55 2,37 1,66 1,47 2,28 2,69 2,62 2,12 1,68 2,83 2,13 1,74 1,64 1,93 2,37 1,47 1,70 2,12 0,97 1,88 1,29 2,36 1,25 0,017 0,018 

OG5_133346 LinJ.35.4620 hypothetical protein, conserved 1 2,41 3,77 3,26 2,19 1,71 2,20 2,29 2,88 2,95 3,01 3,22 2,71 1,83 1,90 1,80 2,32 1,96 2,00 1,91 1,77 1,94 3,51 1,92 1,83 1,79 2,21 1,25 0,041 0,041 

OG5_148208 LinJ.32.3690 DEAD/DEAH box helicase, putative 1 2,51 2,95 2,67 2,41 2,06 2,32 2,16 1,93 3,39 1,97 2,25 2,22 2,11 2,14 1,24 2,02 1,73 1,75 2,61 2,18 1,86 2,00 1,69 1,92 1,97 1,76 1,25 0,001 0,001 

OG5_184069 LinJ.35.0570 hypothetical protein, conserved 1 1,85 3,58 3,44 2,13 2,21 2,12 2,14 2,55 3,20 3,25 3,32 2,90 1,83 2,15 2,09 1,62 2,13 1,81 1,99 2,00 2,15 3,00 2,16 1,99 2,05 2,16 1,25 0,023 0,023 

OG5_128620 
LinJ.35.0850 
LinJ.35.1200 
LinJ.35.1190 

NADH-dependent fumarate reductase-
like protein, NADH-dependent 
fumarate reductase, putative 

3 5,56 8,83 10,85 5,79 6,28 6,63 7,12 8,16 9,76 10,82 8,38 10,33 7,10 6,49 6,82 5,84 6,11 6,52 5,67 6,26 6,26 9,30 5,67 6,66 5,92 5,88 1,25 0,017 0,017 

OG5_183349 LinJ.14.0630 hypothetical protein, conserved 1 2,47 3,24 1,66 2,79 2,25 2,06 2,34 1,73 3,42 2,03 2,48 2,03 1,39 2,22 2,42 1,80 2,11 1,40 1,76 1,70 1,56 1,98 1,63 1,79 2,62 1,26 1,25 0,036 0,036 

OG5_143953 LinJ.35.1330 hypothetical protein, conserved 1 2,14 3,47 3,52 2,12 2,13 1,95 2,44 3,10 2,74 3,37 3,46 3,17 2,27 2,02 2,01 1,59 1,94 2,32 2,12 2,53 2,20 3,09 2,25 1,91 1,94 2,11 1,25 0,015 0,012 

OG5_183432 LinJ.30.1830 hypothetical protein, conserved 1 2,85 2,71 2,04 1,72 1,68 2,22 2,52 2,18 1,87 1,97 2,20 1,93 2,79 2,40 1,94 1,30 1,72 1,84 1,68 1,94 1,75 1,61 2,05 1,55 2,02 1,87 1,25 0,004 0,003 

OG5_127438 LinJ.21.1820 RNA helicase, putative 1 1,66 1,52 2,91 1,68 2,26 2,22 2,56 3,09 1,97 2,35 1,55 2,15 2,35 2,12 1,96 1,60 1,61 1,66 1,57 2,12 2,17 2,34 0,89 1,78 1,75 1,34 1,25 0,036 0,036 

OG5_146532 LinJ.35.2370 protein kinase, putative 1 1,94 3,10 3,31 2,23 1,95 1,78 1,89 2,96 2,45 3,40 2,94 2,75 2,12 2,35 1,93 2,42 1,70 1,74 2,07 1,76 1,47 3,27 1,90 2,29 1,61 1,86 1,25 0,009 0,009 

OG5_127578 LinJ.35.4000 
PRP8 protein homologue, putative,U5 
snRNA-associated splicing factor 

1 2,04 2,92 3,08 1,77 1,73 2,19 2,05 3,11 3,42 3,21 3,16 3,17 2,23 1,92 2,07 1,75 2,10 1,70 1,74 1,81 2,11 3,03 2,00 2,20 1,86 2,24 1,25 0,046 0,046 

OG5_149004 LinJ.35.2820 hypothetical protein, conserved 1 1,88 2,97 2,83 1,74 2,19 2,19 2,25 3,23 3,53 3,12 2,71 3,10 1,80 2,26 2,15 1,57 2,27 2,28 1,64 1,82 1,82 2,90 2,05 1,75 2,01 2,20 1,25 0,031 0,031 

OG5_146081 LinJ.35.1290 hypothetical protein, conserved 1 1,94 2,87 2,24 1,90 2,12 2,50 2,73 2,87 2,42 1,99 3,87 3,46 1,07 2,28 0,93 1,53 2,62 2,24 1,42 1,68 1,34 3,69 2,27 1,85 2,24 1,60 1,26 0,046 0,046 

OG5_137457 LinJ.35.1510 hypothetical protein, conserved 1 2,09 3,51 2,84 2,25 2,72 2,21 2,33 2,50 3,00 3,96 4,16 2,78 2,48 1,86 2,51 1,42 1,64 2,79 2,03 1,83 1,85 3,53 2,27 2,28 2,10 2,15 1,26 0,027 0,027 

OG5_128776 LinJ.36.6030 hypothetical protein, conserved 1 2,41 2,34 2,41 2,36 1,80 1,97 2,11 2,54 2,49 2,10 2,10 3,40 1,66 2,34 1,39 1,75 1,83 2,15 1,35 1,58 2,29 1,87 2,31 1,74 1,53 2,06 1,26 0,004 0,002 

OG5_145033 LinJ.35.2810 hypothetical protein, conserved 1 1,99 2,84 2,78 1,99 2,64 2,85 2,17 3,15 2,53 3,41 3,19 2,50 1,77 2,24 1,90 1,68 2,06 1,75 1,44 1,69 2,51 3,34 1,87 2,41 1,57 2,36 1,26 0,009 0,009 

OG5_126856 LinJ.35.4860 AMP deaminase, putative 1 2,02 2,71 2,89 1,88 2,01 1,79 2,08 2,97 3,31 3,02 2,39 2,76 2,04 1,90 1,78 1,92 1,93 1,69 1,95 2,04 2,09 2,72 1,71 1,77 1,64 1,79 1,26 0,005 0,005 

OG5_150015 LinJ.24.0010 
pyruvate dehydrogenase (lipoamide) 
kinase, putative 

1 1,92 2,50 1,74 2,21 2,15 1,32 1,78 2,30 2,18 2,82 2,09 1,57 2,56 1,91 2,57 1,79 1,83 1,09 2,20 1,50 2,17 1,45 1,41 1,12 1,31 1,36 1,26 0,031 0,031 

OG5_148993 LinJ.35.2320 
ATP-dependent RNA helicase-like 
protein 

1 2,12 2,83 3,29 1,95 1,82 2,28 1,75 3,06 2,96 3,94 3,06 3,05 2,36 1,78 2,09 2,06 1,82 2,21 1,76 1,74 2,00 3,05 2,12 2,04 1,95 1,88 1,26 0,046 0,046 

OG5_149909 LinJ.35.3640 DNA repair protein RAD2, putative 1 2,01 2,67 3,16 1,99 1,72 1,86 2,26 3,36 3,44 3,08 2,96 2,77 2,10 1,71 2,36 1,49 2,03 1,41 1,68 2,13 1,82 2,95 2,20 1,69 1,89 2,23 1,26 0,041 0,041 

OG5_127343 LinJ.32.1060 
chaperonin containing t-complex 
protein, putative 

1 2,24 2,63 1,95 2,01 2,06 2,20 2,18 1,93 2,49 2,09 1,54 2,53 2,00 2,24 1,58 2,16 1,62 1,52 1,89 2,06 1,36 1,82 1,37 1,09 1,58 2,42 1,26 0,003 0,003 

OG5_149007 LinJ.35.2970 hypothetical protein, conserved 1 2,04 2,80 3,07 2,08 1,78 2,29 1,94 2,84 3,08 3,26 2,93 2,95 2,01 2,41 1,94 1,93 1,90 1,47 1,84 1,82 2,39 3,05 1,72 1,84 2,02 2,19 1,26 0,008 0,006 

OG5_149013 LinJ.35.3420 hypothetical protein, conserved 1 2,24 3,09 3,32 2,11 1,77 2,13 2,36 3,00 3,16 2,43 2,53 3,11 2,03 2,11 2,11 2,15 1,90 1,77 2,06 1,71 1,63 2,80 2,31 1,53 1,99 2,12 1,26 0,004 0,004 
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OG5_184101 LinJ.35.3170 hypothetical protein, conserved 1 2,23 2,86 2,91 1,96 1,85 2,23 1,71 2,53 2,77 2,92 2,90 3,11 2,35 1,84 1,69 2,36 1,90 2,00 1,84 1,90 1,72 2,35 1,74 2,03 1,82 1,83 1,26 0,009 0,007 

OG5_236284 LinJ.31.0860 lipase 1 3,15 5,03 5,20 3,92 5,42 3,50 4,51 4,93 5,58 5,40 5,77 5,85 4,83 5,40 3,58 4,37 3,99 3,57 5,53 3,12 3,65 3,71 3,65 4,31 3,65 3,39 1,26 0,008 0,008 

OG5_127804 LinJ.35.0370 
ATP-dependent DEAD-box RNA 
helicase, putative 

1 2,42 2,16 2,79 2,22 2,06 2,51 2,70 2,57 2,11 2,45 3,55 2,15 1,74 2,76 1,95 2,34 2,19 2,16 1,58 1,56 1,44 3,08 1,96 0,83 1,92 2,17 1,26 0,013 0,013 

OG5_128035 LinJ.10.1030 

guanine nucleotide exchange factor 
subunit GCD7,translation initiation 
factor 2b, delta subunit, putative,eIF-
2B GDP-GTP exchange factor, 
putative 

1 2,60 2,35 2,57 2,01 3,05 2,03 2,02 2,09 1,46 2,47 2,31 2,18 2,87 2,43 2,37 1,42 1,69 2,23 1,93 1,64 1,40 1,53 2,41 2,15 1,73 1,39 1,27 0,006 0,006 

OG5_148978 LinJ.35.0860 hypothetical protein, conserved 1 2,22 3,23 3,24 2,53 1,00 2,68 2,15 2,11 4,36 3,32 3,82 2,73 2,01 3,45 2,74 2,49 1,96 1,78 2,15 2,03 1,83 2,27 2,08 2,51 2,66 1,70 1,27 0,023 0,023 

OG5_149996 LinJ.13.0230 hypothetical protein, conserved 1 2,29 3,30 2,34 2,97 3,78 2,74 1,93 1,43 3,53 1,91 3,12 2,55 3,96 2,44 1,91 2,08 2,67 1,45 2,91 2,48 1,74 1,71 1,97 3,43 2,09 1,38 1,27 0,046 0,046 

OG5_148991 LinJ.35.1990 hypothetical protein, conserved 1 2,41 3,44 2,62 2,20 1,75 2,03 1,94 3,00 2,95 3,80 3,64 3,57 2,27 2,13 1,95 2,04 2,06 2,02 1,83 2,03 2,06 3,40 1,80 1,94 2,06 2,21 1,27 0,013 0,013 

OG5_148941 LinJ.33.1340 hypothetical protein, conserved 1 3,90 2,81 3,63 1,49 3,00 1,38 2,29 0,49 2,61 2,74 3,95 2,49 2,29 2,96 2,15 2,40 2,15 1,49 1,32 1,91 1,96 1,68 1,59 3,25 2,03 2,32 1,27 0,048 0,045 

OG5_183730 LinJ.27.0270 hypothetical protein, conserved 1 2,45 1,71 2,69 1,74 3,01 2,13 1,44 1,37 1,62 1,36 2,16 2,65 2,27 1,49 1,22 1,25 1,76 2,00 1,25 1,34 1,60 2,04 1,32 1,37 1,55 2,15 1,28 0,020 0,020 

OG5_183623 LinJ.23.1520 hypothetical protein, unknown function 1 2,31 3,46 2,74 3,11 2,26 2,38 2,36 2,55 5,04 2,25 2,90 3,53 2,75 2,44 1,36 2,55 1,51 1,59 2,05 2,14 2,68 2,91 2,83 3,71 1,48 2,11 1,28 0,046 0,046 

OG5_linf|LinJ.
15.1300a 

LinJ.15.1300
a 

hypothetical protein, conserved 1 4,89 3,07 2,97 2,00 1,45 3,53 3,32 5,20 3,59 2,17 4,71 3,27 3,70 3,38 2,62 1,82 2,17 2,34 2,88 3,14 1,75 2,71 3,46 2,77 3,27 2,83 1,28 0,027 0,027 

OG5_184107 LinJ.35.3480 hypothetical protein, conserved 1 1,99 2,66 3,46 1,81 1,77 1,94 2,46 3,27 3,19 2,04 2,28 3,67 2,19 1,90 1,56 2,04 1,99 1,66 1,52 2,47 1,75 2,87 1,96 1,59 2,07 1,76 1,28 0,024 0,021 

OG5_126705 LinJ.32.0970 
vacuolar proton-ATPase-like protein, 
putative 

1 1,80 3,15 1,96 1,56 1,69 2,26 1,66 2,01 2,92 2,10 2,57 2,01 1,55 2,03 1,57 1,41 1,83 1,82 1,50 1,86 1,62 1,30 1,44 1,81 2,20 1,29 1,28 0,009 0,009 

OG5_147589 LinJ.35.0200 hypothetical protein, conserved 1 1,96 3,23 2,96 2,20 1,97 2,13 2,13 3,24 3,07 3,02 3,34 3,01 1,92 2,01 1,93 1,71 1,72 2,40 2,30 1,86 1,89 2,70 1,90 2,02 1,95 1,88 1,28 0,003 0,003 

OG5_143691 LinJ.35.1010 hypothetical protein, conserved 1 1,94 3,96 3,11 2,21 2,09 2,81 2,53 2,95 3,23 2,94 3,17 3,57 1,81 2,31 1,76 2,26 2,12 1,99 2,13 2,41 1,65 3,20 2,27 1,65 2,16 2,27 1,28 0,020 0,020 

OG5_148984 LinJ.35.1550 hypothetical protein, conserved 1 2,75 2,63 3,33 2,80 1,73 2,58 2,20 3,24 3,11 2,23 4,33 2,58 2,44 2,43 1,92 2,31 2,15 1,69 2,45 2,31 1,97 2,91 1,84 1,80 2,13 2,25 1,28 0,004 0,004 

OG5_129228 LinJ.35.4730 
small nuclear RNA gene activation 
protein (SNAP) 50, putative 

1 2,28 3,40 3,30 1,43 2,34 2,82 2,89 2,57 2,46 2,65 2,71 2,25 2,75 2,12 1,29 2,11 2,57 2,14 2,36 1,48 2,40 2,21 1,77 1,93 1,44 2,35 1,28 0,004 0,004 

OG5_148385 LinJ.13.1610 hypothetical protein, conserved 1 1,86 2,79 1,88 2,97 2,01 2,10 2,13 2,24 2,87 2,13 3,55 1,92 3,21 1,99 1,50 1,83 2,02 1,63 1,92 1,62 2,10 1,26 2,00 2,83 1,96 1,84 1,28 0,006 0,005 

OG5_126795 
LinJ.35.4200 
LinJ.35.5360 

poly(A)-binding protein 2,poly(a) 
binding protein, putative (PABP2), 
polyadenylate-binding protein 1 
(PABP1) 

2 3,92 5,22 5,26 3,70 3,29 3,42 4,18 6,60 5,89 5,57 5,62 6,26 3,58 3,93 3,70 3,38 2,84 3,47 3,51 3,25 3,92 6,01 3,76 3,90 3,77 2,92 1,28 0,013 0,013 

OG5_152719 LinJ.32.2260 hypothetical protein, conserved 1 2,24 2,16 2,06 2,24 1,59 2,03 2,83 2,31 2,64 2,40 1,85 2,07 2,30 2,48 1,43 1,17 1,38 1,92 2,49 2,29 2,12 1,12 1,66 2,28 0,93 2,06 1,28 0,024 0,021 

OG5_130341 LinJ.14.1580 
glutathione-S-
transferase/glutaredoxin, putative 

1 4,48 2,71 2,12 2,54 2,22 0,83 2,70 3,55 3,27 3,06 3,56 3,01 1,94 2,42 2,48 1,99 1,73 1,54 1,52 1,97 1,59 3,69 2,00 1,90 3,31 1,92 1,29 0,027 0,027 

OG5_127223 LinJ.24.2350 notchless homolog, putative 1 2,44 1,81 2,07 1,90 1,83 1,74 2,31 2,21 2,69 1,91 2,51 1,36 1,58 2,36 1,48 1,57 1,28 2,11 1,36 1,99 1,68 1,74 0,60 1,78 1,55 2,01 1,29 0,008 0,008 

OG5_183657 LinJ.24.0480 hypothetical protein, conserved 1 3,03 2,65 1,64 2,22 2,57 1,73 1,50 2,31 1,74 1,45 1,57 2,32 1,77 1,89 1,38 1,16 1,19 1,39 1,73 1,23 1,57 1,97 1,96 1,47 1,91 1,94 1,29 0,027 0,024 

OG5_128567 LinJ.35.4080 
ATP-dependent RNA helicase, 
putative 

1 2,11 2,31 2,96 1,93 1,97 2,45 1,93 3,00 2,88 2,69 3,42 2,59 1,91 2,86 1,94 1,60 2,00 2,19 2,27 1,93 1,51 3,02 1,47 1,90 1,72 1,68 1,29 0,008 0,008 

OG5_182908 LinJ.35.4630 hypothetical protein, conserved 1 2,38 2,80 4,02 2,03 2,17 1,93 2,39 2,71 3,32 3,56 2,83 4,00 1,70 2,31 2,47 2,45 1,53 1,98 2,02 1,84 2,49 2,47 1,51 2,17 2,23 2,09 1,29 0,036 0,036 

OG5_126685 LinJ.35.0030 pyruvate kinase 1 2,92 3,97 4,57 2,68 2,93 3,29 3,14 3,77 4,78 4,70 3,85 4,21 2,98 3,62 2,67 3,01 3,18 2,02 2,14 2,92 2,71 4,84 2,84 1,85 3,42 2,40 1,30 0,008 0,008 

OG5_128178 LinJ.32.2950 RNA-binding protein, putative 1 2,36 3,89 2,80 2,47 3,85 1,78 1,78 2,55 3,50 2,46 2,30 2,50 2,09 2,48 1,73 1,98 1,71 2,58 2,19 2,81 1,50 2,29 1,80 2,50 1,49 1,77 1,30 0,022 0,019 

OG5_183369 LinJ.14.1360 hypothetical protein, conserved 1 2,45 3,34 2,29 2,80 2,06 1,85 1,94 1,39 2,71 1,78 2,16 2,75 1,99 1,67 2,06 1,39 2,05 1,36 1,99 1,20 1,54 3,02 1,07 1,84 1,38 1,70 1,30 0,017 0,017 

OG5_143885 LinJ.35.4770 MCAK-like kinesin, putative 1 1,84 2,96 3,11 1,95 2,46 2,04 2,35 2,68 3,49 4,08 3,91 3,01 2,05 0,92 1,72 1,97 2,35 1,76 1,98 2,21 2,03 3,54 1,22 1,64 1,89 2,02 1,30 0,023 0,023 

OG5_128250 LinJ.35.1960 hypothetical protein, conserved 1 0,83 3,30 4,42 2,55 2,47 2,21 2,09 2,71 2,46 3,50 3,13 3,30 1,83 1,76 2,20 1,62 1,76 1,82 2,28 1,85 1,43 2,08 2,37 2,62 2,72 1,36 1,30 0,037 0,035 

OG5_130022 LinJ.35.4400 hypothetical protein, conserved 1 1,76 2,81 3,63 1,65 2,43 2,54 2,05 3,18 3,12 2,64 3,17 3,33 1,92 2,65 1,84 1,69 1,51 1,58 2,42 2,19 1,49 3,59 1,81 2,11 1,99 2,04 1,30 0,013 0,013 

OG5_151775 LinJ.30.2500 hypothetical protein, conserved 1 2,69 3,26 1,66 2,11 2,09 2,42 1,91 2,64 2,18 2,00 1,50 1,51 2,43 2,01 2,11 1,45 1,25 1,55 1,92 2,08 1,09 1,19 2,17 1,18 1,68 2,31 1,30 0,023 0,023 
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OG5_128561 LinJ.35.3500 DNA-repair protein, putative 1 2,00 3,49 3,02 2,64 2,29 2,11 1,88 3,97 3,52 2,80 2,82 2,89 2,27 1,59 2,13 1,44 2,40 2,22 2,36 1,76 1,67 2,55 1,86 1,88 2,25 1,98 1,30 0,013 0,013 

OG5_148995 LinJ.35.2360 hypothetical protein, conserved 1 1,71 2,35 3,41 3,21 2,44 0,94 2,17 2,68 3,38 0,92 2,44 3,18 1,91 3,00 1,16 2,29 2,40 1,73 1,89 2,40 2,21 2,35 1,27 0,74 1,75 1,97 1,30 0,041 0,040 

OG5_145782 LinJ.35.1930 hypothetical protein, conserved 1 1,73 3,34 3,40 2,11 2,21 2,43 1,82 3,04 3,81 2,85 2,94 3,57 1,82 2,14 1,93 1,60 2,00 2,07 2,29 2,24 2,20 3,03 1,69 2,20 1,87 1,35 1,30 0,036 0,036 

OG5_166768 LinJ.35.0260 GTP-ase activating protein, putative 1 2,00 3,19 2,39 1,57 2,03 1,63 2,33 2,76 2,56 2,99 3,83 3,22 1,01 2,15 2,15 1,23 1,72 1,56 1,69 1,97 1,69 2,40 1,71 2,26 2,33 1,38 1,31 0,036 0,036 

OG5_127741 LinJ.26.0630 protein disulfide isomerase, putative 1 2,08 2,32 2,76 2,27 1,32 1,91 1,97 2,28 3,84 3,07 2,35 3,21 2,58 2,95 2,12 1,91 1,79 1,31 1,45 1,90 0,94 1,55 3,30 3,33 1,32 1,98 1,31 0,017 0,017 

OG5_166729 LinJ.24.2360 
zinc-finger multi-pass transmembrane 
protein 

1 1,94 2,06 2,44 3,09 2,76 2,05 1,17 1,56 2,46 2,00 2,11 1,69 3,08 2,84 1,64 0,59 1,53 1,45 2,71 1,25 2,68 2,04 1,00 1,86 1,84 1,84 1,31 0,020 0,020 

OG5_144776 LinJ.35.3040 hypothetical protein, conserved 1 1,52 3,05 2,77 1,70 0,31 2,29 1,97 3,07 3,65 3,10 2,85 4,21 2,90 1,84 2,04 1,63 2,70 1,84 1,86 1,66 1,36 2,10 2,15 1,47 2,43 1,75 1,31 0,036 0,035 

OG5_126956 LinJ.13.0260 
N-acetyltransferase subunit ARD1, 
putative 

1 2,57 3,54 1,46 2,91 1,87 0,97 3,83 3,08 3,79 2,57 3,94 3,18 4,58 2,73 2,19 1,60 2,30 2,68 0,91 3,88 2,52 2,40 2,37 3,06 2,12 0,71 1,31 0,041 0,041 

OG5_127178 LinJ.35.3650 hypothetical protein, conserved 1 2,77 3,11 2,45 2,64 1,25 2,14 2,45 3,83 2,20 3,10 3,33 3,28 1,97 2,31 2,68 1,82 1,53 1,35 1,57 1,44 2,43 3,07 2,68 1,63 2,13 1,69 1,31 0,022 0,019 

OG5_145746 LinJ.35.1820 hypothetical protein, conserved 1 2,31 3,00 3,20 1,52 1,99 1,81 1,67 2,82 2,56 3,35 3,94 3,20 1,95 2,29 1,79 1,22 1,60 1,87 1,67 1,60 1,93 3,24 2,15 1,70 2,25 2,14 1,32 0,023 0,023 

OG5_145899 LinJ.13.0890 hypothetical protein, conserved 1 1,64 2,66 2,16 3,90 2,07 2,31 3,03 2,59 2,93 2,64 3,43 2,17 3,21 1,98 2,15 1,50 1,86 1,78 1,79 1,77 1,67 1,99 1,13 3,75 1,70 2,80 1,32 0,008 0,008 

OG5_151750 LinJ.29.0040 hypothetical protein, conserved 1 1,81 2,71 2,16 2,72 1,21 1,80 2,23 2,49 2,23 1,56 2,14 2,52 0,56 1,38 2,31 1,23 1,31 1,80 1,29 1,79 0,94 1,34 0,61 1,40 1,83 2,01 1,32 0,036 0,036 

OG5_134521 LinJ.35.4450 hypothetical protein, conserved 1 1,84 3,57 2,75 1,36 2,21 1,36 1,60 4,13 2,72 2,68 2,80 2,86 1,73 2,63 1,49 1,42 1,75 1,60 1,60 2,19 2,10 2,16 2,13 2,16 1,51 2,09 1,32 0,045 0,042 

OG5_129945 LinJ.35.4740 katanin, putative 1 1,77 1,79 2,51 2,19 2,05 2,32 2,04 2,86 3,36 2,84 3,44 3,79 2,31 1,86 2,05 1,88 2,10 2,31 1,91 1,98 2,02 1,87 1,76 1,43 1,32 2,11 1,32 0,016 0,013 

OG5_184094 LinJ.35.2480 hypothetical protein, conserved 1 1,62 4,62 2,75 2,08 1,91 1,82 1,99 3,38 2,11 2,78 2,73 3,70 1,40 2,07 1,87 1,72 1,20 1,47 2,08 2,72 2,32 2,50 2,04 1,59 1,31 1,79 1,33 0,041 0,041 

OG5_183352 LinJ.14.0680 fatty acid elongase, putative 1 2,71 3,53 2,55 3,01 3,07 2,02 2,42 1,12 2,43 1,57 2,59 2,14 2,87 2,30 1,49 0,97 1,92 2,86 1,46 0,86 1,66 2,55 2,40 1,61 2,08 2,27 1,33 0,015 0,015 

OG5_184080 LinJ.35.1370 hypothetical protein, unknown function 1 1,93 3,85 3,31 1,77 1,82 1,75 2,55 2,83 3,88 3,05 2,69 3,47 1,96 2,22 1,38 2,05 1,61 2,43 2,19 1,69 2,03 3,72 1,89 1,00 1,80 2,10 1,33 0,036 0,036 

OG5_127779 LinJ.34.0370 
eukaryotic translation initiation factor 
5, putative 

1 1,11 3,00 1,93 2,35 2,68 2,01 2,30 1,82 1,96 2,28 2,48 2,00 1,39 1,64 1,71 1,49 2,59 1,55 1,69 1,25 0,82 2,11 0,86 1,45 1,20 1,93 1,33 0,020 0,020 

OG5_148174 LinJ.35.2600 cytochrome P450 reductase, putative 1 1,85 2,95 3,81 1,93 2,02 2,04 1,93 3,85 3,08 2,99 3,04 2,86 1,97 2,35 1,97 1,70 2,17 1,84 2,21 1,65 2,08 2,53 2,20 2,15 1,31 1,79 1,33 0,027 0,027 

OG5_128727 LinJ.35.3610 hypothetical protein, conserved 1 1,85 3,24 3,03 2,17 1,85 2,21 2,87 3,71 3,26 4,31 3,19 2,63 1,97 1,73 1,29 2,56 2,07 1,96 2,45 2,72 1,89 1,96 1,03 2,48 1,70 2,34 1,33 0,041 0,041 

OG5_148753 LinJ.26.2470 hypothetical protein, conserved 1 3,64 2,26 1,61 2,73 2,25 1,33 2,10 3,30 2,95 1,56 1,46 2,69 3,47 2,37 1,26 1,75 2,49 2,00 1,19 0,86 2,02 1,39 4,78 2,28 0,85 0,77 1,34 0,031 0,031 

OG5_150054 LinJ.35.5380 hypothetical protein, conserved 1 1,37 3,95 2,15 1,85 1,67 2,48 2,28 2,54 3,42 2,97 2,94 3,02 1,67 2,43 1,78 2,36 1,48 1,39 2,18 1,35 1,26 3,58 1,62 1,66 2,17 1,47 1,34 0,015 0,015 

OG5_130150 LinJ.33.2350 hypothetical protein, conserved 1 3,27 3,63 3,56 2,18 2,67 2,78 2,48 2,48 2,90 2,16 3,67 2,22 2,21 2,52 2,06 1,60 1,90 1,66 2,50 3,04 1,81 2,20 1,76 2,26 2,16 1,85 1,34 0,001 0,001 

OG5_151850 LinJ.35.5050 hypothetical protein, conserved 1 1,20 4,52 1,88 1,55 2,98 1,35 1,71 2,71 3,92 2,85 2,63 2,03 2,74 2,01 1,55 1,34 1,78 1,55 1,43 1,89 1,96 3,89 1,13 1,62 2,08 1,52 1,34 0,046 0,046 

OG5_126852 
LinJ.35.0400 
LinJ.35.0410 

40S ribosomal protein S3A, putative 2 4,03 9,91 7,59 5,52 4,17 5,25 3,73 6,88 4,96 4,72 5,09 6,68 3,98 3,87 2,97 3,52 4,65 3,75 3,87 3,82 3,75 8,69 3,63 3,40 3,01 3,68 1,34 0,001 0,001 

OG5_183415 LinJ.16.1540 hypothetical protein, unknown function 1 1,96 3,73 1,88 4,39 2,73 2,36 2,29 2,70 2,46 1,54 1,67 2,59 2,14 1,94 2,67 2,14 1,31 1,10 1,43 1,50 1,40 1,35 2,36 2,11 2,52 2,05 1,34 0,031 0,031 

OG5_152953 LinJ.35.2160 hypothetical protein, unknown function 1 3,09 3,91 4,92 2,70 2,31 0,76 2,43 2,87 3,99 5,01 2,07 3,88 2,27 2,52 2,42 0,94 2,01 1,47 2,23 2,20 2,89 4,82 1,07 1,81 3,20 2,16 1,35 0,041 0,041 

OG5_149039 LinJ.35.5310 hypothetical protein, conserved 1 1,80 3,67 1,71 2,18 2,10 1,20 1,23 2,80 1,76 2,55 3,11 3,18 2,42 1,78 1,06 1,13 1,60 1,78 1,70 1,67 1,58 2,99 1,75 2,03 1,79 0,96 1,35 0,018 0,015 

OG5_127556 LinJ.35.0640 beta-fructofuranosidase-like protein 1 1,71 3,21 2,50 1,68 2,34 2,08 1,28 3,69 2,82 3,54 3,65 3,17 1,66 1,89 1,76 1,54 2,00 1,22 1,17 2,61 1,01 3,35 1,54 2,32 2,43 1,49 1,35 0,042 0,039 

OG5_126846 LinJ.36.5320 
protein kinase ck2 regulatory subunit, 
putative 

1 3,39 2,54 2,56 2,12 2,71 1,89 1,41 2,29 1,33 2,39 1,43 2,35 1,97 1,85 2,14 1,40 3,60 1,17 1,03 0,77 1,37 0,74 2,97 1,59 1,52 0,91 1,35 0,031 0,031 

OG5_149068 LinJ.36.1360 hypothetical protein, conserved 1 2,69 3,14 3,55 2,59 2,67 0,89 3,17 0,63 2,92 2,20 2,16 3,68 2,78 2,63 1,46 2,12 1,66 2,13 1,02 2,23 2,02 1,20 2,03 1,67 1,24 3,87 1,35 0,017 0,017 

OG5_126621 LinJ.35.2190 hypothetical protein, conserved 1 2,40 3,30 3,21 2,22 1,22 1,58 1,89 2,48 2,61 3,14 2,95 3,61 2,55 2,17 1,96 1,50 2,09 2,07 1,63 2,08 1,74 3,32 1,84 0,93 1,12 2,08 1,35 0,011 0,011 

OG5_151824 LinJ.35.2680 hypothetical protein, conserved 1 2,31 2,65 3,65 2,67 2,32 1,91 2,98 3,40 3,01 3,34 2,99 3,73 2,14 2,17 1,64 1,93 2,21 1,40 2,19 2,49 2,60 2,71 2,34 1,69 2,14 1,48 1,36 0,004 0,004 

OG5_128977 LinJ.35.1270 hypothetical protein, conserved 1 2,25 2,80 3,58 2,31 2,50 2,47 3,37 5,29 4,08 4,00 4,51 2,59 1,74 2,67 1,75 2,42 2,29 1,17 2,50 1,67 3,23 3,29 4,22 1,76 1,55 2,08 1,36 0,023 0,023 

OG5_127078 LinJ.29.0980 hypothetical protein, conserved 1 4,43 2,36 0,65 1,89 2,79 2,06 1,84 2,65 3,03 0,00 2,26 1,86 2,96 3,07 1,96 0,64 1,74 2,25 1,74 2,67 0,55 2,01 1,42 2,42 1,03 1,71 1,36 0,046 0,046 

OG5_127563 LinJ.13.1180 XPA-interacting protein, putative 1 3,35 3,74 2,06 2,23 2,22 2,06 2,15 1,67 3,00 2,04 2,73 1,57 1,88 2,83 1,74 2,88 1,49 0,91 2,15 1,52 1,49 1,45 1,23 3,26 1,29 1,77 1,36 0,009 0,008 



Anexos 

 195 

Grupo 
Ortólogo 

Gene ID Produto Gênico Ra 

Dose gênica no grupo CURA Dose gênica no grupo RECIDIVA 

C/Rb  p-valorc 
Perm. 
pd MA-01 

A 
MA-02 
A 

MA-03 
A 

MA-04 
A 

MA-05 
A 

MG-12 
A 

MG-14 
A 

MG-19 
A 

PI-04    
A 

PI-05    
A 

PI-07    
A 

PI-08    
A 

PI-09    
A 

PI-10    
A 

MA-07 
A 

MG-11 
A 

MG-13 
A 

MG-15 
A 

MG-16 
A 

MG-17 
A 

MG-18 
A 

PI-01    
A 

PI-02    
A 

PI-03    
A 

PI-11    
A 

PI-12    
A 

OG5_128010 LinJ.16.0300 
proteasome 26S non-ATPase subunit 
9, putative 

1 2,23 3,08 1,41 2,32 2,18 1,04 1,55 3,13 1,19 2,25 3,16 1,37 1,35 2,10 1,84 1,98 1,04 0,95 2,12 0,90 2,07 1,96 0,64 0,88 2,53 0,96 1,36 0,031 0,031 

OG5_161464 LinJ.33.1950 hypothetical protein, unknown function 1 2,68 2,07 2,61 1,70 2,18 2,12 2,81 0,59 3,72 3,21 2,98 2,09 2,15 2,63 0,78 1,85 2,07 1,82 1,92 2,24 1,79 2,10 1,28 2,95 0,56 1,74 1,36 0,013 0,013 

OG5_131030 LinJ.35.2060 hypothetical protein, conserved 1 1,95 3,23 2,69 2,20 2,15 2,13 2,48 3,40 3,88 3,06 3,91 3,32 2,31 1,58 1,67 1,92 2,01 2,17 2,21 1,49 2,10 2,63 2,15 2,05 1,77 1,92 1,36 0,005 0,004 

OG5_135786 LinJ.35.2310 hypothetical protein, conserved 1 1,64 3,76 3,52 2,01 2,75 2,35 1,98 3,27 3,01 2,57 2,00 4,01 2,81 1,73 2,00 2,15 2,06 1,20 1,83 1,91 1,52 2,90 2,27 2,23 1,97 1,51 1,36 0,020 0,020 

OG5_166738 LinJ.26.1940 hypothetical protein, conserved 1 1,86 3,63 2,31 2,25 2,61 2,83 1,66 2,12 4,09 3,00 1,57 3,36 1,64 2,41 1,34 1,64 2,42 2,25 1,25 2,15 0,80 2,78 2,86 1,92 1,58 1,24 1,36 0,045 0,042 

OG5_127017 LinJ.33.0410 
serine peptidase, putative,serine 
peptidase, Clan SC, Family S9D 

1 2,77 3,04 3,27 1,69 2,73 2,39 1,90 2,09 2,88 2,20 3,80 2,07 2,48 2,18 1,56 2,02 1,27 2,16 1,78 2,23 2,34 2,55 1,08 2,06 2,04 1,21 1,36 0,005 0,005 

OG5_144833 LinJ.33.1460 hypothetical protein, conserved 1 2,87 2,87 3,72 1,33 3,63 2,34 2,20 2,21 2,51 2,42 2,63 1,51 3,04 2,55 1,67 1,70 2,16 1,86 1,35 1,77 1,47 2,75 1,48 3,12 1,73 1,44 1,36 0,015 0,015 

OG5_148979 LinJ.35.0880 hypothetical protein, conserved 1 2,03 4,17 3,23 3,93 3,01 1,63 2,71 3,62 3,41 4,24 3,54 3,81 2,86 1,35 1,10 2,40 2,43 2,02 3,49 2,93 2,26 1,97 2,15 2,31 1,72 2,61 1,36 0,015 0,015 

OG5_158001 LinJ.33.2780 hypothetical protein, conserved 1 2,07 2,95 3,56 1,49 3,44 1,88 2,25 2,99 4,96 2,07 2,11 1,83 2,66 1,91 1,56 1,09 2,01 1,54 2,17 2,85 1,35 1,85 1,91 3,08 1,41 1,90 1,37 0,027 0,027 

OG5_146363 LinJ.35.3310 Peroxin 19 1 1,92 2,90 3,16 2,06 3,02 2,73 1,13 4,68 3,01 3,21 4,14 3,50 2,07 1,56 2,00 4,62 1,53 2,08 1,54 1,82 1,64 3,00 1,24 1,62 2,60 0,86 1,37 0,031 0,031 

OG5_128306 LinJ.33.0140 trans-splicing factor, putative 1 2,72 2,49 2,67 2,73 3,21 1,80 1,26 2,15 2,82 2,14 3,98 2,85 1,51 1,59 2,04 1,05 1,56 0,99 1,37 2,13 1,86 2,40 2,68 2,59 1,62 0,96 1,37 0,020 0,020 

OG5_148334 LinJ.10.0100 hypothetical protein, conserved 1 2,03 2,09 2,31 1,39 1,91 1,70 1,73 2,32 1,81 1,27 2,17 1,79 3,32 1,79 1,12 2,11 1,25 2,00 2,11 1,19 1,00 0,93 0,88 1,32 1,78 1,61 1,37 0,011 0,011 

OG5_144603 LinJ.13.0490 hypothetical protein, conserved 1 1,80 4,98 1,04 2,86 2,90 2,38 1,66 2,23 2,53 2,46 3,88 2,31 3,35 1,99 1,57 1,33 1,46 1,30 1,63 2,58 1,80 2,51 1,27 3,16 2,23 1,91 1,37 0,046 0,046 

OG5_141726 LinJ.35.2570 hypothetical protein, conserved 1 2,28 2,66 3,91 1,33 2,43 2,15 2,54 4,55 2,77 3,22 1,80 4,11 2,00 1,35 2,02 1,94 1,82 1,64 1,96 1,93 1,55 2,91 1,27 2,74 2,22 1,19 1,37 0,041 0,041 

OG5_159956 LinJ.36.2030 hypothetical protein, conserved 1 0,97 2,00 2,77 2,81 2,18 3,36 2,45 2,04 2,55 1,67 1,75 1,08 1,60 2,99 1,71 1,98 1,84 1,66 0,66 1,02 1,30 2,18 1,58 1,66 1,22 2,04 1,37 0,033 0,030 

OG5_149011 LinJ.35.3200 hypothetical protein, conserved 1 2,05 2,23 3,54 1,54 2,24 2,23 1,45 2,90 4,22 3,06 2,89 2,19 3,05 1,73 2,62 1,61 1,83 1,95 1,68 1,58 1,45 2,73 1,77 1,56 1,19 2,05 1,38 0,017 0,014 

OG5_139192 LinJ.35.0790 rRNA dimethyltransferase, putative 1 1,99 3,39 3,69 2,59 1,88 2,46 2,06 3,96 3,85 4,03 2,85 2,76 1,97 2,86 1,87 2,51 2,21 2,14 1,55 1,95 2,09 2,54 2,62 1,31 2,21 2,08 1,38 0,015 0,015 

OG5_154621 LinJ.29.1300 hypothetical protein, conserved 1 3,20 2,23 1,53 2,43 1,39 2,10 1,41 2,34 2,20 3,27 1,60 1,47 2,16 1,62 1,56 1,75 1,15 1,36 1,05 1,52 1,21 1,17 1,75 1,16 2,00 2,28 1,38 0,011 0,011 

OG5_179752 LinJ.34.1510 
d-isomer specific 2-hydroxyacid 
dehydrogenase- protein 

1 1,74 3,04 2,56 4,76 2,84 4,14 5,28 5,27 4,01 5,22 5,78 3,46 4,60 3,08 3,73 2,45 1,14 3,52 4,38 2,65 2,11 3,13 4,36 3,17 1,27 2,65 1,38 0,041 0,041 

OG5_183757 LinJ.28.0230 hypothetical protein, unknown function 1 1,96 1,53 1,89 1,45 2,34 1,56 1,57 2,31 2,94 2,30 1,48 1,95 3,19 2,18 1,76 1,31 1,98 1,61 1,57 1,25 1,48 2,24 0,91 1,57 0,54 1,45 1,39 0,018 0,015 

OG5_132180 LinJ.35.2560 hypothetical protein, conserved 1 1,54 2,77 3,14 1,95 2,78 2,93 2,40 3,46 2,79 2,86 3,85 2,71 2,24 2,97 1,47 2,29 2,32 2,43 2,40 1,32 1,82 3,27 2,17 0,86 1,42 1,88 1,39 0,004 0,005 

OG5_157985 LinJ.32.1230 hypothetical protein, conserved 1 2,50 2,94 2,80 1,36 1,24 2,31 2,25 2,47 3,51 2,13 1,90 2,01 1,55 1,57 1,56 0,75 2,09 2,06 1,17 1,46 1,94 0,71 2,29 1,46 2,06 1,23 1,39 0,019 0,017 

OG5_128359 LinJ.35.4780 hypothetical protein, conserved 1 2,46 2,52 3,34 1,80 1,82 1,78 1,65 2,88 3,04 3,45 3,42 3,20 2,09 2,02 1,75 1,72 2,02 1,63 1,52 1,79 1,95 2,15 1,61 1,99 1,60 2,06 1,39 0,004 0,003 

OG5_126792 LinJ.33.1730 cyclophilin 4, putative (CYP4) 1 3,24 3,24 4,16 1,83 2,04 3,15 3,24 1,37 3,22 1,64 2,01 3,61 2,89 2,79 1,71 1,72 1,14 1,73 1,57 3,59 0,56 3,10 2,10 2,44 1,56 2,35 1,40 0,031 0,031 

OG5_149024 LinJ.35.4410 hypothetical protein, conserved 1 1,38 4,48 2,92 2,23 2,43 2,31 1,60 2,15 3,43 3,46 3,41 4,57 2,27 2,36 2,43 1,66 1,44 2,25 1,36 1,59 2,05 2,91 2,00 2,41 1,97 1,69 1,41 0,020 0,020 

OG5_148994 LinJ.35.2350 hypothetical protein, conserved 1 1,88 2,99 2,55 2,24 2,52 2,26 1,68 3,66 4,07 2,53 2,53 4,94 2,79 1,74 1,28 1,91 1,91 2,08 2,08 1,69 2,14 2,26 2,62 2,19 2,38 0,83 1,41 0,015 0,015 

OG5_147236 LinJ.04.1090 hypothetical protein, conserved 1 0,88 1,32 1,13 0,72 0,63 1,11 0,72 0,58 0,96 1,12 0,85 0,66 0,87 0,71 0,65 0,35 0,62 0,86 0,70 0,64 0,73 0,33 0,49 0,41 0,78 0,88 1,41 0,013 0,010 

OG5_175320 LinJ.27.1270 hypothetical protein, unknown function 1 2,02 2,67 1,57 1,38 2,46 2,87 1,57 2,41 2,73 2,95 2,85 2,61 2,96 2,54 1,84 1,76 2,04 1,09 1,82 1,46 1,36 2,22 1,20 1,51 1,69 2,32 1,42 0,002 0,002 

OG5_149015 LinJ.35.3540 hypothetical protein, conserved 1 1,87 3,17 3,03 1,43 2,35 2,00 1,81 3,42 2,59 3,86 3,57 3,14 2,11 2,00 1,57 1,44 1,32 1,26 2,02 2,31 1,50 3,22 1,50 1,95 1,75 1,97 1,43 0,008 0,008 

OG5_134814 LinJ.35.1470 hypothetical protein, conserved 1 2,15 3,08 3,34 3,27 2,76 0,88 1,59 2,11 3,51 1,63 2,37 4,87 1,43 1,75 1,60 2,68 1,34 0,61 1,46 2,09 1,10 3,98 1,72 1,21 1,81 1,21 1,43 0,041 0,041 

OG5_135180 LinJ.35.5130 hypothetical protein, conserved 1 0,97 3,60 3,18 1,73 2,31 1,89 2,69 2,69 4,06 2,97 3,62 3,50 2,34 3,14 1,86 1,06 2,85 1,05 1,24 1,68 1,10 4,02 2,73 1,22 1,57 2,79 1,43 0,036 0,036 

OG5_142633 LinJ.31.2350 ADP-ribosylation factor, putative 1 5,72 6,56 0,00 7,89 6,07 4,42 5,78 3,32 2,18 4,31 6,02 6,90 4,80 3,58 5,12 2,90 4,82 2,20 3,72 3,23 3,49 4,09 1,47 0,00 6,01 3,32 1,43 0,040 0,036 

OG5_148966 LinJ.33.3280 hypothetical protein, conserved 1 2,91 3,32 2,86 1,92 3,06 1,47 3,27 1,34 3,29 1,90 2,02 1,37 1,04 1,74 1,02 2,85 1,48 1,74 2,02 2,05 1,55 1,79 0,83 0,82 1,65 1,01 1,44 0,046 0,046 

OG5_146876 LinJ.35.1690 hypothetical protein, conserved 1 1,65 2,78 4,64 2,30 2,21 2,42 1,21 4,02 4,64 3,35 3,74 3,59 1,57 2,15 1,78 1,59 2,84 2,65 1,76 1,45 1,91 1,90 2,13 2,31 1,50 2,16 1,44 0,042 0,040 

OG5_151705 LinJ.27.0350 MP44, putative 1 2,49 1,88 1,42 1,84 2,17 1,50 0,99 2,10 2,23 2,45 1,69 1,30 1,25 2,15 0,70 1,08 1,53 1,41 1,81 1,15 0,96 1,71 0,34 1,68 1,74 0,97 1,45 0,008 0,008 

OG5_128421 LinJ.35.4660 
phosphatidylserine decarboxylase, 
putative 

1 2,17 4,25 2,40 1,98 1,76 1,28 3,47 4,56 2,64 3,91 2,12 2,88 2,00 1,73 2,31 1,25 1,83 1,88 2,00 1,73 2,22 1,69 1,13 1,82 2,01 2,03 1,46 0,027 0,027 
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OG5_126906 LinJ.11.0040 
ATP-binding cassette protein 
subfamily H, member 1, putative 
(ABCH1) 

1 2,79 2,42 2,11 3,04 2,40 2,83 2,95 2,68 3,23 3,06 3,27 1,72 1,42 2,28 1,64 1,53 1,40 2,06 2,02 2,00 1,74 1,83 0,70 2,89 1,88 1,64 1,46 0,001 0,001 

OG5_149000 LinJ.35.2660 hypothetical protein, conserved 1 1,91 1,98 3,43 2,25 3,07 2,58 1,77 3,30 4,35 4,32 3,67 2,27 2,27 1,62 1,60 1,33 2,15 2,42 1,46 2,16 1,51 2,16 1,76 2,22 1,98 2,11 1,46 0,006 0,006 

OG5_126834 LinJ.35.4950 RAD51/dmc1 protein (DMC1) 1 2,77 2,96 2,34 1,85 2,76 2,68 1,18 2,39 4,08 4,50 4,93 2,89 1,37 2,66 2,62 1,52 2,95 1,23 1,84 2,00 2,62 1,66 2,07 0,74 1,86 2,04 1,46 0,020 0,020 

OG5_170014 LinJ.35.0990 aldose 1-epimerase, putative 1 1,46 2,79 2,19 2,66 1,38 2,57 2,19 3,57 2,57 4,54 5,19 4,53 1,50 2,53 1,77 3,27 1,34 1,73 1,92 1,47 2,16 2,82 1,56 1,93 1,35 1,99 1,46 0,036 0,036 

OG5_151830 LinJ.35.3790 hypothetical protein, conserved 1 1,85 3,63 2,83 2,61 2,79 1,84 1,95 3,33 2,67 2,82 4,20 4,43 2,03 3,26 1,32 1,19 1,80 1,84 2,41 1,87 1,66 3,56 1,78 1,80 1,72 2,66 1,46 0,001 0,001 

OG5_149014 LinJ.35.3460 hypothetical protein, conserved 1 2,10 2,94 3,11 2,66 2,62 1,54 2,29 3,56 4,11 3,40 3,66 2,50 1,54 2,23 2,38 1,87 1,79 1,51 2,16 1,69 1,66 2,51 1,43 1,20 2,14 2,11 1,46 0,003 0,003 

OG5_127616 LinJ.18.0890 
rab7 GTP binding protein, putative 
(RAB7) 

1 1,78 3,17 2,05 3,58 2,48 1,74 0,85 3,67 3,72 2,44 1,81 3,51 4,14 2,72 1,68 1,10 0,54 3,44 1,87 2,19 2,95 1,82 1,24 2,12 0,88 2,24 1,46 0,041 0,041 

OG5_126907 
LinJ.35.3340 
LinJ.35.3330 

60S ribosomal subunit protein L31, 
putative 

2 5,45 4,31 2,75 7,51 3,88 4,37 3,68 3,16 3,61 9,62 11,65 5,83 5,71 3,63 1,84 2,02 6,49 3,36 3,45 4,97 1,62 6,44 3,23 2,82 2,72 4,79 1,47 0,046 0,047 

OG5_128689 LinJ.30.1130 hypothetical protein, conserved 1 1,51 3,30 4,06 1,10 3,42 1,98 2,48 1,24 1,56 3,38 3,66 3,47 2,50 3,24 1,14 2,40 0,92 1,73 2,28 2,03 1,69 1,14 2,10 1,31 2,36 2,31 1,48 0,031 0,031 

OG5_144877 LinJ.10.1230 hypothetical protein, conserved 1 2,43 2,18 2,05 2,24 3,30 1,74 1,55 2,56 2,48 3,57 3,89 2,99 1,91 2,73 2,46 1,60 1,90 0,96 1,16 1,92 1,48 2,48 2,19 1,91 1,57 1,04 1,48 0,004 0,004 

OG5_129047 LinJ.27.0210 hypothetical protein, conserved 1 1,36 2,00 0,82 3,30 1,96 0,62 2,30 1,56 1,63 2,65 2,43 3,77 3,49 1,93 1,59 2,87 0,94 1,29 1,27 1,32 1,63 0,66 1,44 1,84 1,35 0,98 1,49 0,023 0,023 

OG5_144859 LinJ.33.1890 hypothetical protein, conserved 1 3,50 1,75 3,38 2,23 4,40 3,75 1,75 2,67 3,46 2,07 0,43 1,79 2,49 0,99 1,06 0,93 2,09 1,32 1,45 0,97 3,03 2,13 1,63 1,67 1,40 2,26 1,49 0,033 0,030 

OG5_128075 LinJ.35.1240 short chain dehydrogenase, putative 1 2,58 3,74 4,06 1,95 2,31 2,65 2,52 3,28 2,93 1,31 2,34 4,32 2,56 1,07 1,11 1,45 1,70 1,65 1,28 1,76 1,50 2,25 2,02 2,11 3,61 1,08 1,50 0,008 0,008 

OG5_138554 LinJ.35.1570 hypothetical protein, conserved 1 1,33 2,41 1,87 2,02 1,65 1,82 0,99 2,25 1,58 2,29 1,41 3,14 1,83 1,05 1,57 0,80 1,20 1,08 0,71 1,29 1,41 2,02 1,35 1,24 1,08 0,82 1,51 0,004 0,005 

OG5_154668 LinJ.32.1720 
chromosomal passenger protein, 
putative (CPC2) 

1 0,00 2,17 1,17 2,53 1,99 3,11 2,48 1,89 3,26 1,46 2,42 3,32 2,23 2,65 2,94 0,55 2,14 1,55 1,53 1,94 0,49 1,31 1,24 1,59 0,91 1,18 1,52 0,017 0,017 

OG5_148549 LinJ.34.3650 hypothetical protein, conserved 1 2,96 2,30 2,93 1,09 2,22 2,25 0,53 3,24 1,23 3,52 2,82 4,00 1,85 1,78 1,10 1,64 0,70 2,69 2,40 1,44 1,55 1,16 1,16 2,22 0,88 1,54 1,52 0,027 0,027 

OG5_145924 LinJ.17.1440 hypothetical protein, conserved 1 3,18 1,69 3,55 1,66 2,30 3,22 2,83 3,21 3,67 3,25 3,38 1,39 2,18 1,83 1,29 2,47 0,84 1,18 0,60 1,41 3,00 3,38 0,48 1,57 2,43 2,44 1,52 0,017 0,017 

OG5_150045 LinJ.34.1750 
pyroglutamyl-peptidase I (PGP), 
putative 

1 1,24 3,05 0,93 2,10 2,16 1,88 1,59 1,99 2,10 2,00 4,18 3,75 2,24 1,54 1,64 1,36 0,30 1,14 1,42 1,45 1,05 2,46 1,31 2,12 1,50 1,56 1,52 0,022 0,019 

OG5_130243 
LinJ.31.2320 
LinJ.31.2400 

3,2-trans-enoyl-CoA isomerase, 
mitochondrial precursor, putative 

2 7,83 8,85 5,60 3,19 7,11 4,24 8,21 3,01 7,16 9,30 6,96 3,84 7,38 8,51 3,77 2,65 3,32 3,47 4,41 3,95 5,40 4,48 2,96 4,87 2,80 9,10 1,53 0,017 0,017 

OG5_128074 LinJ.35.3370 
transport protein particle (TRAPP) 
subunit, putative 

1 2,55 2,14 2,32 1,53 0,00 3,57 2,11 4,76 4,73 2,46 3,25 3,95 1,93 1,30 2,08 0,00 0,70 0,49 1,94 2,42 1,71 4,07 1,52 1,43 2,03 1,87 1,55 0,040 0,036 

OG5_148031 LinJ.04.0250 hypothetical protein, conserved 1 2,31 1,42 2,11 2,97 2,54 2,58 2,92 1,04 2,14 4,47 1,07 3,04 2,24 3,09 0,70 0,89 1,74 1,16 2,45 1,81 1,55 1,02 1,23 1,95 2,16 2,11 1,55 0,006 0,006 

OG5_127834 LinJ.06.0140 
proteasome beta 6 subunit, 
putative,20S proteasome beta 6 
subunit, putative 

1 3,35 2,59 1,94 4,49 2,38 2,40 1,71 1,61 4,43 1,59 2,13 2,03 2,60 3,05 2,06 2,21 1,53 1,65 2,35 0,62 3,40 2,26 0,42 2,02 0,94 0,54 1,55 0,027 0,027 

OG5_148375 LinJ.13.0400 hypothetical protein, conserved 1 2,64 4,49 2,05 3,99 1,45 2,01 4,45 2,62 4,06 4,32 2,51 2,02 3,07 2,23 1,43 0,76 2,69 1,37 1,60 1,52 2,29 1,54 1,04 2,54 2,74 3,26 1,58 0,020 0,020 

OG5_148611 LinJ.21.1980 
mitochondrial RNA binding complex 1 
subunit, putative 

1 1,53 2,75 3,44 2,63 2,67 2,01 3,33 2,22 2,47 1,85 1,58 1,28 2,21 1,91 3,05 1,16 1,48 0,98 2,29 1,76 0,82 0,91 1,46 0,90 0,75 1,65 1,59 0,003 0,003 

OG5_157934 LinJ.23.0140 cyclophilin 3, putative (CyP3) 1 3,52 4,09 3,46 3,75 3,73 0,00 2,14 2,43 5,81 4,15 3,27 4,63 1,98 5,43 2,69 1,10 3,24 1,50 0,71 4,46 2,49 2,34 1,13 2,99 0,67 2,63 1,60 0,020 0,020 

OG5_126801 LinJ.13.1420 
pyrroline-5-carboxylate reductase 
(P5CR) 

1 2,93 3,54 1,62 3,44 1,98 1,74 1,18 3,11 3,26 2,10 3,65 2,94 2,47 2,02 1,35 1,74 0,84 0,55 1,26 1,65 1,80 1,73 2,72 1,39 2,60 0,66 1,69 0,003 0,002 

OG5_149124 LinJ.36.5930 hypothetical protein, conserved 1 2,42 0,87 2,97 2,46 2,07 2,28 3,20 1,95 2,80 3,19 0,52 1,00 2,41 0,00 0,36 0,91 1,82 1,73 1,59 1,19 0,84 1,11 0,00 0,85 1,90 2,00 1,69 0,018 0,015 

OG5_184208 LinJ.35.5210 hypothetical protein, unknown function 1 2,43 2,49 4,06 2,58 2,19 1,92 2,12 3,67 3,02 2,93 3,59 5,49 1,87 2,43 1,17 1,19 2,25 2,33 1,93 1,06 2,53 1,89 1,70 1,15 0,94 2,08 1,73 0,001 0,001 

OG5_148308 LinJ.08.1110 MIX protein, putative (MIX) 1 3,44 1,77 2,56 3,65 2,47 2,03 3,29 2,12 3,00 4,49 4,72 5,10 2,72 1,54 1,29 1,98 1,66 0,75 1,27 0,72 0,75 5,29 0,00 3,68 2,63 0,60 1,78 0,009 0,009 

OG5_144679 LinJ.27.0990 hypothetical protein, conserved 1 1,92 1,15 1,88 1,35 1,64 0,50 1,83 1,99 2,54 2,63 2,50 1,36 4,24 1,19 0,45 0,59 0,29 0,00 1,25 1,01 2,63 2,39 0,64 0,57 0,97 1,62 1,84 0,013 0,013 

OG5_149096 LinJ.36.3920 hypothetical protein, conserved 1 1,55 2,70 3,04 3,00 2,43 1,23 4,06 2,29 2,26 3,99 2,71 0,00 1,27 5,13 2,19 0,00 1,27 2,35 0,00 0,00 2,50 2,09 1,49 0,00 3,21 0,00 2,02 0,023 0,021 

OG5_148906 LinJ.33.0080 hypothetical protein, conserved 1 3,71 4,77 1,70 3,01 0,00 1,29 1,80 2,54 6,37 2,50 1,54 2,41 0,00 2,61 1,15 1,60 1,39 0,00 1,07 0,00 0,00 1,23 4,15 1,72 1,12 0,91 2,05 0,016 0,015 

OG5_127916 LinJ.17.0330 histone H2A, putative 1 0,00 1,46 4,63 3,16 1,28 2,42 0,00 1,19 1,16 4,59 1,39 1,45 2,54 2,82 1,08 0,00 1,97 1,19 2,02 0,00 1,26 0,00 0,00 1,52 1,09 0,87 2,19 0,032 0,029 
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Grupo 
Ortólogo 

Gene ID Produto Gênico Ra 

Dose gênica no grupo CURA Dose gênica no grupo RECIDIVA 

C/Rb  p-valorc 
Perm. 
pd MA-01 

A 
MA-02 
A 

MA-03 
A 

MA-04 
A 

MA-05 
A 

MG-12 
A 

MG-14 
A 

MG-19 
A 

PI-04    
A 

PI-05    
A 

PI-07    
A 

PI-08    
A 

PI-09    
A 

PI-10    
A 

MA-07 
A 

MG-11 
A 

MG-13 
A 

MG-15 
A 

MG-16 
A 

MG-17 
A 

MG-18 
A 

PI-01    
A 

PI-02    
A 

PI-03    
A 

PI-11    
A 

PI-12    
A 

OG5_133169 LinJ.34.3390 hypothetical protein, conserved 1 3,83 1,61 0,00 4,79 1,45 3,00 2,34 2,70 2,66 1,79 3,08 1,72 1,46 3,03 2,57 0,00 0,00 2,73 1,14 1,38 0,00 0,00 1,78 1,78 1,25 0,00 2,27 0,007 0,005 

OG5_128012 
LinJ.29.1240 
LinJ.29.1250 

tryparedoxin (TXN1), tryparedoxin 
(TXN2) 

2 0,00 7,18 0,00 2,57 3,20 3,79 2,43 3,80 10,39 12,11 8,56 4,13 9,44 3,20 0,00 4,33 1,49 0,00 2,50 14,69 0,00 2,67 0,00 0,00 0,00 0,00 2,36 0,019 0,018 

OG5_126659 
LinJ.06.0590 
LinJ.06.0600 

60S ribosomal protein L23a, putative 2 9,28 4,18 0,00 5,20 3,53 7,06 3,24 6,68 3,30 4,16 10,23 3,22 6,28 3,11 3,12 5,02 1,74 0,00 0,00 0,00 0,00 3,08 0,00 4,72 2,87 4,33 2,39 0,007 0,005 

OG5_151895 LinJ.36.6990 hypothetical protein, conserved 1 2,87 4,84 8,22 0,00 2,15 0,00 5,22 4,04 5,83 7,03 2,22 7,23 0,00 2,18 3,83 0,00 0,00 5,99 0,00 0,00 2,22 1,80 0,00 0,00 0,00 4,27 2,45 0,041 0,039 

OG5_127723 LinJ.21.1990 calcineurin B subunit, putative 1 1,63 3,10 3,84 0,00 0,00 1,35 2,62 0,00 1,27 5,09 4,48 0,00 5,47 5,74 2,34 0,00 0,70 0,00 1,10 0,00 0,00 0,00 0,00 1,61 2,30 0,92 3,31 0,036 0,034 

OG5_146076 LinJ.35.0910 hypothetical protein, conserved 1 2,04 4,43 2,39 0,00 3,24 0,00 0,00 4,06 5,08 2,42 6,34 2,20 3,41 0,00 0,00 0,00 0,96 0,00 0,00 2,92 0,00 0,00 0,00 0,00 1,41 3,68 3,40 0,025 0,022 

OG5_149005 LinJ.35.2910 hypothetical protein, conserved 1 0,00 0,00 4,20 4,96 2,72 3,13 0,00 3,42 2,85 4,10 0,00 3,73 5,62 3,00 0,00 0,00 1,56 0,00 2,46 2,47 2,88 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,45 0,007 0,006 

OG5_148988 LinJ.35.1750 hypothetical protein, conserved 1 0,00 5,65 0,00 3,63 3,99 0,00 2,78 0,00 8,28 6,08 4,84 5,32 12,03 4,31 0,00 0,00 2,19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6,57 0,00 2,80 4,22 0,014 0,013 

OG5_183509 LinJ.34.1990 hypothetical protein, conserved 1 3,35 2,77 0,00 2,00 2,45 5,08 0,00 4,57 0,00 0,00 0,00 0,00 4,73 5,00 2,20 0,00 1,22 0,00 1,92 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,81 0,032 0,031 

OG5_128471 
LinJ.28.1610 
LinJ.28.1620 
LinJ.28.1630 

hypothetical protein, conserved 3 0,00 13,89 29,46 0,00 12,98 6,32 9,72 0,00 7,42 0,00 4,91 9,58 6,29 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,08 0,00 5,24 4,21 0,00 0,00 0,00 4,11 4,88 0,019 0,018 

OG5_154507 LinJ.03.0130 hypothetical protein, conserved 1 7,13 0,00 0,00 0,00 0,00 4,31 3,62 0,00 8,13 5,84 0,00 5,23 0,00 4,70 0,00 0,00 2,28 0,00 3,86 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,44 0,042 0,038 

OG5_127080 LinJ.29.2970 40S ribosomal protein S19-like protein 1 10,75 2,36 0,00 1,73 0,00 0,00 1,67 4,02 0,00 2,29 0,00 2,25 1,99 4,32 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,81 0,00 0,00 1,83 0,00 7,38 0,011 0,009 

OG5_128720 
LinJ.31.2370 
LinJ.31.2380 

3'-nucleotidase/nuclease, putative, 3'-
nucleotidase/nuclease precursor, 
putative 

2 7,80 6,88 8,02 0,00 6,26 0,00 6,16 0,00 8,27 5,32 6,77 5,13 8,89 5,80 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 8,62 7,49 0,003 0,002 

OG5_183927 LinJ.31.2390 helicase-like protein 1 4,23 3,77 4,09 0,00 3,88 0,00 4,39 0,00 3,92 2,43 4,54 3,10 4,10 3,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,94 9,05 0,001 0,001 

OG5_127739 LinJ.04.0680 
ubiquitin-conjugating enzyme e2, 
putative 

1 0,00 3,71 8,06 5,59 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,83 6,38 3,62 0,00 0,00 2,81 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 9,52 0,038 0,034 

OG5_129176 LinJ.35.2960 hypothetical protein, conserved 1 0,00 12,51 0,00 0,00 0,00 8,76 0,00 21,56 0,00 13,70 0,00 11,47 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 --- 0,027 0,042 

OG5_157938 LinJ.23.1390 hypothetical protein, conserved 1 0,00 0,00 15,22 0,00 8,61 7,84 0,00 0,00 0,00 10,06 0,00 0,00 10,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 --- 0,027 0,043 

a R, número de cópias de gene, por grupo ortolólogo, no genoma de referência de L. (L.) Infantum (JPCM5) haplóide. 
b C, grupo cura; R, grupo recidiva. Razão entre as médias de CNV de genes do grupo cura e do grupo recidiva. 
c p-valor obtido após análise estatística pelo test de Mann-Whitney. 
d Perm. p, p-valor obtido após análise de permutação. 

OBS1.: Os valores de número de cópias de genes informados na tabela se referem a dose gênica (número de cópias de genes na célula haploide x ploida do referido cromossomo). 

OBS2.: A análise para mensurar o número de cópias de genes foi realizada por grupo ortógolo por cromossomo. 
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ANEXO 2 – ARTIGO PUBLICADO 
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