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RESUMO

As leishmanioses sdo doencas causadas por diversas espécies do
género Leishmania, sendo esses parasitos intracelulares obrigatorios e transmitidos pela
picada de fémeas dos flebotomineos. A doenca tem sido considerada como reemergente e a
segunda maior causa de mortes entre as principais infecgdes parasitarias. No Brasil e na
América Latina, a leishmaniose visceral é causada pela Leishmania (L.) infantum
chagasi, podendo apresentar manifestacGes clinicas ou se manter assintomatica, onde o0s
pacientes podem ter seu sistema fagocitario fortemente infectados, atingindo tanto humanos e
outros hospedeiros susceptiveis, como é o0 caso de cées, que sdo 0s principais reservatorios. O
tratamento das leishmanioses no Brasil é realizado principalmente com drogas conhecidas
como antimoniais pentavalentes (SbV), no entanto, nas ultimas décadas a resisténcia
de Leishmania sp. as drogas antimoniais vem aumentando, pois, essas especies apresentam
uma organizagdo gendmica Unica dentre os eucariotos e mecanismos altamente eficientes
como mecanismo de escape. Com esse intuito, foram investigadas amostras de DNA de cées
positivos para leishmaniose visceral canina, encaminhados das cidades de Alfenas,
Divinopolis, Guapé, Governador Valadares, Juiz de Fora, Ouro Preto, Pocos de Caldas, Sete
Lagoas e Trés Pontas; delimitando uma area de estudo abrangente do Estado de Minas Gerais.
As amostras foram amplificadas pela PCR em tempo real, PCR convencional, sequenciadas e
comparadas em busca de amplificacdes génicas relacionadas a possiveis modificacdes. Com
isso, detectou-se por meio de analise molecular, regiées com modificacbes génicas em cepas
circulantes de algumas regides do Estado de Minas Gerais quando comparadas com cepas

padréo.

Palavras-chave: Leishmania infantum chagasi. Modificacdo génica . Sequenciamento.



ABSTRACT

Leishmaniasis are diseases caused by several species of the genus Leishmania and
these obligatory intracellular parasites are transmitted by the bite of female’s sand flies. The
disease has been considered as reemerging and the second leading cause of death among
major parasitic infections. In Brazil and Latin America, visceral leishmaniasis is caused
by Leishmania (L.) infantum chagasi, and may present clinical manifestations or remain
asymptomatic, where patients may have their phagocytic system strongly infected, affecting
both humans and other susceptible hosts, and is the case of dogs, which are the main
reservoirs. The treatment of Leishmaniasis in Brazil is mainly performed with drugs known as
pentavalent antimonials (SbV), however, in the last decades the resistance of Leishmania sp.
to antimonial drugs has been increasing since these species present a unique genomic
organization among eukaryotes and highly efficient mechanisms as an escape mechanism. For
this purpose, DNA samples from dogs positive for canine visceral leishmaniasis, sent from
the cities of Alfenas, Divindpolis, Guapé, Governador Valadares, Juiz de Fora, Ouro Preto,
Pocos de Caldas, Sete Lagoas and Trés Pontas were investigated; delimiting a comprehensive
study area of the State of Minas Gerais. Samples were amplified by real-time PCR,
conventional PCR, sequenced and compared for gene amplifications related to possible
modifications. Thus, genetically modified regions were detected in circulating strains of some

regions of the State of Minas Gerais when compared to standard strains.

Key words: Leishmania infantum chagasi. Gene modification. Sequencing.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas causadas por mais de 20 espécies do género
Leishmania sendo esses parasitos intracelulares obrigatorios e transmitidos pela picada
de fémeas dos flebotomineos, e existem aproximadamente 30 espécies desses vetores
(CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006; DAVIES et al., 2000; READY, 2010). De
acordo com a WHO (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). A doenga tem sido
considerada como reemergente e a segunda maior causa de mortes entre as principais
infeccbes parasitarias. Segundo SHAW et al., (2009), a infeccdo causada pela
Leishmania (L.) infantum chagasi pode ser uma doenca fatal e causar sérias
complicacdes ndo sé aos individuos infectados como a outros hospedeiros susceptiveis,
como é o caso de cdes, que sdo 0s principais reservatérios, desempenhando um
importante papel na epidemiologia da infec¢do humana, e levando ao desenvolvimento

da doenca humana.

As espécies infectantes de mamiferos do género Leishmania sdo divididas em
dois subgéneros, Leishmania (Leishmania) e Leishmania (Viannia), porém com o
mesmo poder de infeccdo, induzindo na maioria das vezes, respostas imuno-
inflamatdrias e infeccdes no tecido. Todavia, esses parasitos podem instalar em um local
preferencialmente e proliferar, determinando assim a forma clinica da doenca, que pode
variar desde uma infec¢do cutdnea ou mucocutanea até uma doenca visceral difusa
(DAVID; CRAFT, 2009; DE ALMEIDA et al., 2011).Porém, ha outros fatores que
contribuem para o desenvolvimento da doenca tais como o estado imunoldgico do
hospedeiro, além das espécies do parasito infectante, incluindo também o papel do céo
como reservatorio (DUJARDIN et al., 1995; HENDRICKX et al., 2014; PEACOCK et
al., 2008).

As diversas espécies de Leishmania, levam ao aparecimento de quatro principais
formas clinicas que sdo caracterizadas de acordo com a localizacdo do parasito nos
tecidos do hospedeiro infectado, dentre elas estdo: a Leishmaniose Visceral (LV);
Leishmaniose Cutanea (LC); Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD); Mucocutanea (LM).
A LC a forma mais comum em cerca de 90% dos casos distribuidos por regides

endémicas como: Arabia Saudita, Ird, Brasil, Bangladesh, Sud&o, Etiopia e India
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(ALVAR et al., 2012; HANDLER et al., 2015; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2010).

As leishmanioses caninas sdo mais prevalentes e uma grande quantidade de
animais infectados apresentam manifestacdes cutaneas, atuando como fonte de infecgédo
para os insetos vetores (SHAW et al., 2009; SUNDAR et al., 2007). A eutanasia € a
recomendacdo para os casos de cdes infectados como parte das medidas de estratégias
de controle (BRASIL, 2003), uma vez que as recaidas sdo frequentes e os cdes podem
se infectar novamente semanas apds o tratamento (ALVAR et al., 1994; CHAPPUIS et
al., 2007).

A definicdo de caso confirmado de leishmaniose canina inclui a presenca de um
ou mais sinais clinicos ou clinico-patolégicos: linfadenopatia, doenca de pele esfoliativa
ou ulcerativa, esplenomegalia, hipergamaglobulinemia, proteindria, perda de peso ou
anorexia, doenca inflamatéria ocular. Contando também com a confirmagdo por meio
de exames laboratoriais para a identificacdo das amastigotas no sangue, medula déssea e

aspirados de linfonodos ou bidpsias de pele (SHAW et al., 2009).

Como a leishmaniose visceral € uma doenca de carater endémico pode afetar
grandes areas em todo o mundo, incluindo as urbanas, peri-urbanas e rurais, cujas areas
vao desde florestas tropicais e subtropicais, passando pelos desertos em regifes da
Africa, Américas, Asia e também o sul europeu (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB,
2006; DAVIES et al., 2000; READY, 2010). Atualmente, estima-se que existam 350
milhGes de pessoas com o risco de serem infectadas, no entanto, a ocorréncia de casos
vem aumentando anualmente e cerca de 200 mil novos casos de leishmaniose visceral e
700 mil/ 1,2 milhdes novos casos de leishmaniose cuténea séo registrados em todo o
mundo (CROFT et al., 2006; WHO,2014).

Relatos frequentes de novos casos de leishmaniose, veem se espalhando ao
longo de todo o mundo, em especial no norte da Europa, onde ja se tem a presenca da
infeccdo em regides consideradas ndo endémicas, e em cédes que nunca visitaram areas
endémicas (SHAW; LANGTON; HILLMAN, 2009). Na América Latina, se tem
descrito a presenga da doenca em pelo menos 12 paises, sendo 0s mais prevalentes:
Colémbia, Peru e o Brasil, com aproximadamente 90% dos casos (BRASIL, 2003;
HANDLER et al., 2015).
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As constantes mudancas e diferencas genémicas expressas nas espécies de
Leishmania, também vem gerando grande preocupacdo, visto que, alguns estudos
relacionados a variacdo entre espécies, relataram modificagbes da espécie de
Leishmania major (a espécie que possui maior conservacdo genémica), o que leva a
uma busca ainda maior por investigacdes e aplicacdo de novos estudos de marcadores
moleculares (SUNDAR et al., 2000; GHOBAKHLOO et al., 2016). Inimeros genes
podem estar envolvidos nessas modificac6es do parasito, modificagdes essas que podem
contribuir para a ineficacia dos medicamentos atualmente em uso. Com isso, um estudo
voltado para a pesquisa de mecanismos de resisténcia e em busca dessas modificaces,
foi capaz de relatar o envolvimento de regifes do cromossomo 8, com possiveis genes
de resisténcia ap6s o tratamento com antimoniais (CHOUDHURY et al., 2008,
ROGERS et al., 2011).

Uma vez relatado o envolvimento dos genes, com o0 mecanismo de resisténcia
do parasito, a tentativa de controle e tratamento dos cées (ndo permitido), com 0 uso
veterinario de drogas para tratamento das leishmanioses, podem ajudar ainda mais ao
aparecimento da resisténcia de Leishmania sp. as drogas antimoniais, como ja descrito,
por alguns autores (MARY et al., 2010; MONDELAERS et al., 2016). Resisténcia essa,
também descrita pelo tratamento com a Miltefosina, uma droga desenvolvida para
tratamento de certos tipos de cancer (MONDELAERS et al., 2016). Atualmente o
arsenal terapéutico utilizado no Brasil estd restrito a anfotericina lipossomal
(anfotericina B lipossomal e o desoxicolato de anfotericina B) e principalmente ao
Glucantime® (antimoniato de meglumina) (BRASIL, 2014).

Logo, com a propagacdo da leishmaniose visceral humana e canina, este
trabalho tem como objetivo a busca por regibes onde possam estar ocorrendo
modificagdes génicas, podendo direcionar a producdo de novos compostos que
apresentem acdes em regides modificadas e ja resistentes ao tratamento usual dos

antimoniais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A seguir sera descrito a morfologia dos parasitos causadores da Leishmaniose,
ciclo bioloégico da doenca, formas clinicas, epidemiologia, diagndstico, tratamento e
sobre 0 genoma das Leishmania sp.

2.1 MORFOLOGIA DOS PARASITOS

Os protozoarios causadores das leishmanioses humanas sdo pertencentes a
familia Trypanossomatidae e do género Leishmania, e apresentam duas formas
evolutivas (figura 1), a amastigota, forma intracelular imével que parasita hospedeiros
vertebrados; e a promastigota, mével (flagelada), extracelular, que se desenvolve no
tudo digestivo dos hospedeiros invertebrados (insetos vetores pertencentes a familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae) (REY, 2010). Os insetos vetores da
leishmaniose sdo pequenos dipteros, também conhecidos como ¢° mosquito palha’’,
possuem a caracteristica de ao pousarem permanecerem com as asas entreabertas e
levantadas. Existem mais de 300 espécies ja descritas nas Américas, porém apenas dois
géneros sdo de importancia relevante, Lutzomyia que engloba a maior parte das espécies
presentes nas Américas (Figura 2); e Phlebotomus, que sdo os transmissores das
leishmanioses na Asia, Europa e Africa, sendo sempre as fémeas as transmissoras do
parasito (REY, 2010).

ESTRUTURA DAS
LEISHMANIAS

Promastigota = tubo ||
digestivo dos insetos -

Amastigota 2> W\

vertebrados

Figura 1 - Figura ilustrativa das formas evolutivas de Leishmania sp.

Fonte: REY, 2010
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Figura 2 - Inseto fémea do género Lutzomyia longipalpis
Fonte: www.raywilsonbirdphotography.co.uk

2.2 CICLO BIOLOGICO

A Leishmania apresenta um ciclo de vida heteroxeno, sendo, uma fase ocorrida
no hospedeiro vertebrado e outra no hospedeiro invertebrado (vetor). Sua reprodugéo
ocorre por divisdo binaria simples, onde o cinetoplasto (mitocdndria modificada
contendo uma grande quantidade de DNA) se divide primeiramente, dando inicio a
producdo de um novo flagelo. O nicleo se divide entdo por endomitose. A forma
estrutural é definida de acordo com a fase do ciclo, variando entre a forma intracelular

amastigota e forma extracelular promastigota (HANDLER et al., 2015).

Seu ciclo no vertebrado, conforme a figura 3, classicamente ocorre quando um
vetor infectado, regurgita parte do contetdo de seu tubo digestivo durante o repasto
sanguineo, assim transmitindo por inoculagdo, as promastigotas infectantes, que séo
fagocitadas pelas células de defesa e dentro de um vacuolo denominado fagossomo, as
mesmas se transformam em amastigotas. Essa forma é capaz de se multiplicar
rapidamente e infectar outros macrofagos. Logo ha uma disseminacdo do parasito que
tem como principais alvos o baco, figado e medula 6ssea. Entdo ao picar um hospedeiro
vertebrado infectado, o vetor ingere 0 sangue contendo as amastigotas no interior dos
macrofagos, onde no tubo digestivo do vetor elas se transformam em promastigotas e
por fim aderem ao epitélio intestinal se diferenciando em promastigotas metaciclicas,
fechando o ciclo (HANDLER et al., 2015).


http://www.raywilsonbirdphotography.co.uk/
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Figura 3 - Ciclo bioldgico da Leishmania

Fonte: Adaptado de Centro de Controle e Prevencdo de Doencas.

2.3 FORMAS CLINICAS

Leishmanioses consistem em quatro  principais formas clinicas que séo
caracterizadas de acordo com a localizacdo do parasito nos tecidos do hospedeiro
infectado, dentre elas estdo: a Leishmaniose Visceral (LV), Leishmaniose Cutanea
(LC), Leishmaniose Cuténea Difusa (LCD), Mucocutanea (LM), sendo a LC a forma
mais comum em cerca de 90% dos casos distribuidos por regiGes endémicas
(CHAPPUIS et al., 2007; COLOMBO, 2015; WHO, 2017).

2.3.1 Leishmaniose Visceral (LV)

A leishmaniose visceral (LV) ou calazar, como tambeém é chamada, tem como
espécie considerada responsdvel pela doenca no Brasil e na América Latina, a
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi (BRASIL, 2010; LAINSON, 1983).
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As manifestacdes clinicas da infeccdo LV em muitos casos pode se manter
assintomatica ou cursar um quadro agudo, subagudo ou crdnico, onde os pacientes
podem ter seu sistema fagocitario fortemente infectado, podendo levar a morte em 90%
dos casos sintomaéticos, se ndo tratados (HERWALDT, 1999). De acordo com a WHO
(2015), em areas endémicas para a LV, ha predominio da forma crbnica afetando

principalmente criancas e jovens, devido a ma nutri¢do, imunossupressao.

Atualmente a LV vem sendo muito associada com a infec¢do pelo virus da
imunodeficiéncia adquirida (HIV), pois o paciente HIV positivo que se infecta com o
parasito, e possivelmente desenvolverd o quadro clinico da doenca, visto que, a
evolucdo clinica da LV depende da resposta imunoldgica do paciente, onde 0 mesmo ja
se encontra imunossuprimido, acelerando assim a evolucéo dos sintomas (LINDOSO et
al., 2014).

A maior concentragdo do numero de casos por co-infeccdo LV-HIV, vem sendo
relatada tanto em paises da América do Norte, como em areas endémicas no Brasil,
onde a regido Nordeste, é a regido mais prevalente. Esse aumento na prevaléncia de co-
infeccdo de LV-HIV, se deve ao estado imunossuprimido do paciente HIV positivo,
tornando assim, a infec¢do por Leishmania, uma doenga oportunista (ALVAR et al.,
1997; RABELLO et al., 2003).

Clinicamente a LV, ap6s um periodo de incubacdo de semanas a meses, pode ser
caracterizada pelos seguintes sintomas: febre, hepatomegalia, esplenomegalia (Figura
4), hipergamaglobulinemia, pancitopenia e infec¢do nas visceras, como figado, baco,
medula 6ssea (HERWALDT, 1999; RASHID et al., 1986; WERNECK et al., 2003).

Figura 4 - Paciente com Leishmaniose Visceral apresentando hepatomegalia e esplenomegalia, na fase
final da doenca.

Fonte: BRASIL, 2003
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2.3.2 Leishmaniose Cutanea (LC)

A Leishmaniose Cuténea € a forma mais frequente desta patologia, podendo ser
causada por qualquer tipo de espécie de Leishmania, embora algumas manifestacdes
possam ser associadas a algumas espécies ou subgénero (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010).

Dentre as manifestacfes clinicas geralmente se encontram nddulos, e uma ou
varias Ulceras na pele, sendo que, as lesdes podem acontecer em qualquer local do
corpo, mas geralmente acontecem no local da picada. As lesdes se desenvolvem de
semanas a meses ou até mesmo anos apos a infec¢do, podendo ser Unicas ou multiplas e
apresentarem variagfes clinicas diferentes, de acordo com diferentes espécies de
Leishmania que infectem os macrofagos da pele (AREVALO et al., 2007; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010).

A JUlcera cutanea tipica é indolor e apresenta formato ovalado ou arredondado,
com eritemas, tamanho variavel e bordas bem delimitadas e elevadas (Figura 5), se ndo
tratadas as lesdes tendem & cura esponténea, levando de meses a alguns anos e deixando
cicatrizes geralmente lisas, finas e mantendo sua dimens&o idéntica a tlcera (BRASIL,
2010a).

Figura 5 - Les0es ulceradas Unica e multiplas

Fonte: HANDLER et al., 2015

2.3.3 Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD)

A Leishmaniose Cutanea Difusa é uma manifestacdo clinica rara causada pela L.

(L.) amazonensis no Brasil, que ocorre em pacientes com deficiéncia especifica na
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resposta imune celular contra antigenos de Leishmania. As lesdes se iniciam com lesdes
unicas, evoluem de forma lenta podendo chegar a multiplos nodulos sem ulceracdes,
como apresentados na Figura 6, onde se encontra uma grande quantidade de parasitos na
lesdo (BRASIL, 2010a).

Figura 6 - Nédulos cutaneos nas méos de um paciente com AIDS e LCD da América Central.
Fonte: HANDLER et al., 2015

2.3.4 Leishmaniose Mucocutanea (LM)

A maior parte dos casos de LM conhecidos podem ser causados pela espécie de
Leishmania spp. do subgénero Viannia, comumente encontrado nas Américas, sendo a
principal a L. (V.) braziliensis e alguns relatos de outras espécies como a L. (L.)
amazonensis (BRASIL, 2010a; CABRERA et al.,, 1995; DAVID; CRAFT, 2009;
HERWALDT, 1999).

Geralmente a leishmaniose mucocutanea ocorre ap0s uma infeccdo cutanea ja
tratada aparentemente, e suas lesfes levam de 2 anos até 30 anos para se manifestarem
(HANDLER et al., 2015). As lesdes acometem mucosas da naso-orofaringe (Figura 8),
trato respiratorio, Ulceras ao redor dos labios e narinas (Figura 7), a evolugédo da doenca
pode levar a destruicdo do septo nasal, afetar o palato e partes moles da face, podendo
causar mutilacbes graves (DANESHBOD et al., 2011; DAVID; CRAFT, 2009;
HANDLER et al., 2015; HERWALDT, 1999).

A cura das lesdes mucocutaneas geralmente é tardia, pois 0s parasitos estdo em
pequena quantidade nas lesdes e sdo mais resistentes ao tratamento com antimoniais e

n&o evoluem para cura espontanea.
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Figura 7 - Lesdo mucocutanea nos labios Figura 8 - Lesdo oronasal (septo)

Fonte: HANDLER et al., 2015 Fonte: HANDLER et al., 2015

2.4 EPIDEMIOLOGIA

A ocorréncia da doenca ja foi descrita como doenca endémica em 97 paises
(destes 65 paises endémicos tanto para LV, quanto para LC (Figuras 9 e 10)),
acontecendo principalmente em areas peri-urbanas e rurais de regides da Asia, América
e Africa (PALUMBO, 2009; WHO, 2018). Na América Latina, a mesma fora descrita
em pelo menos 12 paises, visto que, o pais com maior prevaléncia € o Brasil, com cerca
de 90% dos casos, principalmente na regido Nordeste (Figura 11), e a regido sudeste,
prevalecendo nos estados de Minas Gerais e So Paulo (ALVAR et al., 2012; BRASIL,
2015).

De acordo com dados da WHO (2015), o nimero de casos vem aumentando a
cada ano, onde paises que apresentavam baixos numeros de casos, cerca de 100 a 500
casos, (Figura 9), agora registram o dobro (> 1000 casos, como demonstrado na Figura

10). Esse aumento aconteceu principalmente nas regides da Asia e Africa.
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Figura 10 - Endemicidade da Leishmaniose Visceral, 2015
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Figura 11 - Casos de LV por UF de infeccdo, Brasil, 2015
Fonte: BRASIL, 2015.

Durante muitos anos a endemicidade da Leishmaniose se manteve equilibrada,
entretanto com o aumento de migracdes para grandes cidades, o crescente numero de
casos de co-infecgdes pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), o ressurgimento

da Leishmaniose como doenga oportunista se tornou uma realidade (DESJEUX, 2001).

O primeiro caso da doenca ocorrido no Brasil, foi descrito em 1913, por Migone,
guando o material de necropsia de um paciente do estado do Mato Grosso fora analisado
e formas amastigotas foram encontradas (BRASIL, 2003).Desde entéo, a transmissédo
da doenga vem sendo descrita em varios municipios, de todas as regides do Brasil,
exceto na Regido Sul, onde ha poucos casos descritos (Figura 11), principalmente
devido ao clima frio da regido. A doenga tem apresentado mudangas importantes no
padrdo de transmissdo, inicialmente predominado pelas caracteristicas de ambientes
rurais e peri-urbanas e, mais recentemente, em centros urbanos como Rio de Janeiro
(RJ), Corumba (MS), Belo Horizonte (MG), Aracatuba (SP), Palmas (TO), Trés Lagoas
(MS), Campo Grande (MS), entre outros (BRASIL, 2003).
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2.5 DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL

O diagnéstico da LV apresenta varias caracteristicas clinicas em comum com
uma série de doencas que ocorrem comumente como: a malaria, tuberculose, febre
tifoide, dentre outras; onde células de oOrgdos linfoides (baco, linfonodos e medula
0ssea) na tentativa de defesa contra esses parasitos, acabam favorecendo seu
desenvolvimento e proliferagéo, pois sdo fagocitados e esse processo de interiorizagdo
pode dificultar os mecanismos de detec¢do e diagndstico, representado na Figura 12
(CHAPPUIS et al., 2007; CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). No entanto, se faz

de grande importancia o diagndstico sensivel e diferencial frente a outras doengas.

Figura 12 - Macrofagos infectados com amastigotas

Fonte: SILVA, 2018.

Nas Ultimas décadas inimeros métodos de deteccdo surgiram e se aperfeicoaram
para auxiliar no diagnostico de parasitoses. O diagnostico parasitologico realizado pela
investigacdo microscapica, é considerado uma técnica “padrao ouro”, sendo um método
de diagnéstico definitivo e confirmatério quando formas parasitarias sdo evidenciadas
em pacientes com leishmanioses. No entanto a coleta de amostras de pele através de

aspirados ou biopsias, € desconfortavel ao paciente e o isolamento das formas em meios
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de cultura ¢ um método demorado e susceptivel a negativacdo por contaminagédo
bacteriana ou fungica. Outros métodos, como os imunoldgicos também sdo utilizados,
sendo 0s mais comuns o0 ensaio imunoenzimatico (ELISA), imunofluorescéncia indireta
(IF1), ensaios de aglutinacéo direta (DAT), porém ndo se tornaram testes padrdes devido
as dificuldades de padronizacao em diversos laboratorios (DESJEUX; ALVAR, 2003).

A deteccdo de DNA a partir da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), na
década de 1990, permitiu que houvesse uma grande sensibilidade na deteccdo de
diferentes espécies em amostras de sangue ou aspirados de medula 6ssea e em amostras
teciduais (DAVIES et al.,, 2000; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010),
entretanto, seus resultados dependem de varidveis como: area endémica, o tipo de

amostra, a correta extracdo e amplificacdo, dentre outras (BRASIL, 2003).

A técnica de PCR utilizada para a amplificacdo de DNA, possui uma detec¢do e
sensibilidade muito maior que os métodos convencionais (PIRMEZ et al., 1999). A
amplificacdo dessas sequéncias de DNA, sdo de grande importancia para a
caracterizacdo fenotipica, visto que, essa identificacdo de espécies distintas é capaz de
auxiliar na avaliacdo clinica, até mesmo no tratamento e na busca por novas drogas que
substituam as atuais que apresentam resisténcia (CASTILHO et al., 2003; CUPOLILLO
et al., 1995).

2.6 MEDICAMENTOS EM USO E RESISTENCIA

Desde a década de 40, drogas conhecidas como antimoniais pentavalentes (ShV)
sdo usados para o tratamento da leishmaniose, dentre eles o mais utilizado é o
Glucantime® (antimoniato de meglumina). Outro farmaco muito utilizado nas Gltimas
décadas para o tratamento das leishmanioses foi o estibogluconato de sodio (Pentostam)
(FERREIRA et al., 2014), inicialmente utilizado para o tratamento da esquistossomose,
foi utilizado para o tratamento de leishmaniose humana pela primeira vez em 1946. No
entanto, nas ultimas décadas a resisténcia de Leishmania sp. as drogas antimoniais vem
aumentando constantemente (MARY et al., 2010; MONDELAERS et al., 2016). Depois
surgiram outros medicamentos auxiliares: antifangicos como a Anfotericina B
(apresentando uma forma lipossomal), antibidticos como a Paromomicina, e atualmente

a Miltefosina, sendo a primeira droga de uso oral, em todo o mundo (CROFT et al.,
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2006; MONDELAERS et al., 2016; OBONAGA et al., 2014; SUNDAR et al. 2000). Na
pratica clinica, existem poucas drogas disponiveis para o tratamento, além disso, elas
apresentam diversos efeitos toxicos, os tratamentos sdo de longa duracdo e por muitas
vezes, 0 paciente ndo consegue completar todo o tratamento, criando uma situacdo em
que pode predispor o desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos
(AHLUWALIA et al., 2004; SHARMA et al., 2006).

A existéncia de uma vacina efetiva contra Leishmania, ainda ndo se tornou
realidade. Enquanto isso, o controle da leishmaniose depende dos quimioterapicos e de
algumas moléculas registradas e ainda em testes, significando um namero bem pequeno
frente a resisténcia expressiva aos antimoniais , que continuam sendo a principal linha
de tratamento em muitas regides endémicas (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006;
GHOBAKHLOO, NAFISEH; MOTZADIAN, MOHAMMED HOSSEIN; FARDAEI,
2016; LEPROHON et al., 2015; SUNDAR et al., 2000).

Nos ultimos anos, passou a ser entdo observada uma resisténcia significativa aos
antimoniais, principalmente em paises como a india e Aréabia Saudita (Croft et al., 2006;
Sundar et al., 2000), sendo em maior nimero particularmente na india, onde mais de
60% dos pacientes diagnosticados com a doenga nao responderam a terapia antimonial
tradicional (ALVAR; CROFT; OLLIARO, 2006). O uso generalizado de antimoniais
sem associacdo com outras drogas, a super dosagem e o tratamento inacabado, vem
caracterizando este rapido aparecimento da resisténcia. O mesmo foi demonstrado em
estudos in vitro, em que houve uma diminui¢do da sensibilidade nos parasitos isolados
em cultura (BRYCESON, 2001), além da meia- vida longa do medicamento que pode

contribuir também para esse aumento.

Seifert et al. (2003) e Sundar et al (2000), relataram casos de recaidas (cerca de
20%) até 12 meses apOs o término do tratamento, além de falhas clinicas durante o
tratamento com antimoniais, enfatizando ainda mais a necessidade de um cuidadoso

monitoramento durante e pos tratamento (LEPROHON et al., 2015).

Um outro composto que vem sendo muito utilizado nos ultimos anos, é uma
droga oral que foi desenvolvida para o tratamento de cancer (principalmente linfomas
cuténeos e cancer de mama) chamada Miltefosina. No Brasil, a Miltefosina é utilizada
para o tratamento da LV, causada pela L. (L.) infantum, e apresenta apenas 43% de cura

dos casos tratados. Outros relatos de uma diminuicdo da acao do tratamento (ensaios in
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vitro) com a Miltefosina, ja foi relatado na India (estudos com isolados de L. (L.)
donovani) e no Brasil (estudos com isolados de L. (L.) infantum) (MONDELAERS, et
al., 2016).

A anfotericina lipossomal B, um antifdngico, € uma outra droga que se tornou
um tratamento padrdo em alguns paises, no entanto, esse tipo de tratamento ainda é
considerado um tratamento caro, porque mesmo sendo em Unica dose, requer
administracdo por via intravenosa (BRYCESON, 2001; LEPROHON et al., 2015).

Contudo, devido a esses fatores relacionados a resisténcia, ja descritos
anteriormente como: a necessidade de novos farmacos, o abandono ao tratamento, 0s
efeitos toxicos dos medicamentos, dentre outros, o conhecimento e entendimento das

modificacdes génicas se faz necessario.

2.7 GENOMA DAS LEISHMANIAS sp.

As espécies de Leishmania apresentam uma organizacdo genémica unica dentre
0s eucariotos. O material genético é organizado tanto no nucleo, contendo DNA
cromomossomal e episomal, quanto no cinetoplasto, que contém moléculas de DNA
extranuclear. O genoma de mais de 32Mb esta contido em 36 cromossomos em especies
do velho mundo (como a L. major, L ethiopica) e em 34 ou 35 cromossomos quando se
trata de espécies do novo mundo (L. infantum, L. donovani). Os genes estdo organizados
em uma ou em ambas as fitas de DNA, ndo possuem introns, e sdo transcritos
simultaneamente (transcri¢do policistrénica), como ocorre em procariotos. A analise de
padrdo eletroforetico de cromossomos indicou um arranjo haploide, diploide e
poliploide (KAZEMI, 2011; ROGERS et al., 2011).

As constantes mudancas e diferencas expressas nas espécies de Leishmania,
podem ser causadas por diversos mecanismos como a resposta imune do hospedeiro,
modifica¢fes devido a uma selecdo natural, gerada pelo préprio parasito, visto que, se
adequam aos meios em que vivem, e principalmente sdo considerados importantes
mecanismos de escape, quando se levado em consideracdo o tratamento com certas
drogas antimoniais (CROFT et al.,, 2006; GHOBAKHLOO et al., 2016). As
modificagdes génicas que ocorrem por mudangas durante a divisdo e multiplicagéo,

levam ao aparecimento de regifes génicas repetitivas, mutacdes, delecOes e/ou
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insercOes, rearranjos e recombinacGes (UBEDA et al., 2008). Um outro mecanismo
utilizado pelos parasitos, como mecanismo de escape, € a amplificacdo génica, capaz de
levar amplificacdo de regides especificas do genoma (aumento do nimero de copias em
2 a 20 vezes, dependendo do gene envolvido). Linhagens estoques mantidas em
laboratdrios, podem também apresentar essas amplificacdes, devido a inumeras
passagens em meios de cultura (BEVERLY, 1991; KAZEMI,2011).

A aplicagéo e estudo de novos marcadores moleculares contribuem assim, para o
conhecimento e compreensdo dos genes envolvidos no processo de resisténcia que pode
estar relacionado com a ineficacia dos medicamentos utilizados na pratica clinica.
Portanto, no presente estudo busca-se desenhar novos marcadores moleculares com o
intuito de identificar regiGes génicas amplificadas de cepas da espécie Leishmania (L.)
infantum chagasi, encaminhadas de diversas regides do Estado de Minas Gerais,
utilizando a metodologia de sequenciamento molecular apds amplificacdo de
fragmentos, visto que, as mesmas podem apresentar possivel resisténcia ao

Glucantime®, antimonial mais utilizado para o tratamento de leishmanioses.
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3 JUSTIFICATIVA

A Leishmaniose Visceral se tornou um grave problema de salde publica,
devido a diversos fatores, além da expansdo sem controle da doenca, baixa notificacdo
dos casos e falha terapéutica. O tratamento de escolha preconizado no Brasil, é baseado
em antimoniais pentavalentes como o Glucantime®, utilizados ha mais de 60 anos.
Apesar de o tratamento ser relativamente eficaz, existem grandes desafios a serem
superados para o tratamento da leishmaniose, visto que, existem poucas drogas
disponiveis e com diversos efeitos toxicos, os tratamentos sdo de longa duracdo e por
muitas vezes, 0 paciente ndo consegue completar todo o tratamento, criando uma
situacdo em que pode haver resisténcia aos medicamentos (AHLUWALIA et al., 2004;
SHARMA et al., 2006).

As drogas antimoniais pentavalentes (SbV) foram utilizadas por mais de seis
décadas para o tratamento das Leishmaniose Visceral e Leishmaniose Cutanea em todo
0 mundo, onde ndo apresentavam nenhuma evidéncia de resisténcia, que passaram a ser
entdo observadas nas duas Ultimas décadas. No entanto, estudos recentes relatam uma
resisténcia significativa ao Sb (V) (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006; SUNDAR
et al., 2000).

A partir dessas investigacOes ja realizadas e tdo pouco exploradas, é que se
pretende por meio da analise molecular realizar o0 sequenciamento das amostras do
parasito que circula em diversas regides do estado de Minas Gerais, isoladas de caes,
afim de, detectar possiveis regides apresentando modificacGes génicas entre as cepas
(COLOMBO et al., 2015; LACHAUD et al., 2002; SCHALLIG et al., 2002).
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4 OBJETIVOS

Abaixo serdo descritos 0s objetivos gerais e especificos.

4.1 OBJETIVO GERAL

Analisar modificagdes génicas em regides do cromossomo 8 a partir de amostras de
Leishmania (L.) infantum chagasi, de diferentes regides do Estado de Minas Gerais a

partir do sequenciamento genético.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Realizar o desenho de novos iniciadores para verificar a presenca de
modificagdes génicas no cromossomo 8 de Leishmania (L.) infantum chagasi;

b) Realizar a PCR convencional de amostras de cepas de Leishmania (L.) infantum
chagasi oriundas de diferentes regides de Minas Gerais para identificacdo de
diferentes amplificacoes;

c) Sequenciar as amostras que apresentaram amplificagdo com todos os iniciadores,
comparando com as sequéncias depositadas em bancos de dados para analisar

eventuais modificacBes génicas.
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5 MATERIAIS E METODOS

Abaixo serdo descritos todos os materiais € métodos utilizados para a realizagdo

deste trabalho.

5.1 AMOSTRAGEM

Nos ultimos anos, diversos cdes foram encaminhados e entregues aos Centros de
Controle de Zoonoses e Universidades dos municipios de Alfenas, Ouro Preto, Juiz de
Fora, Governador Valadares e Divindpolis, como parte do programa de Medidas de
Controle da Leishmaniose Visceral Canina. Os animais eram cées de rua capturados ou
animais domiciliados e entregues pelos donos devido ao aparecimento de sinais clinicos

da doenca.

Todos os cées tiveram uma amostra de sangue coletada (de 3 a 5 mL, em tubo
contendo EDTA) e foram eutanasiados devido a presenca de ao menos trés sinais
clinicos da doenca, como onicogrifose, alopecia, linfadenopatia, lesdes ulcerativas,
coceira intensa, pelagem opaca, seborréia, dermatites, perda do apetite e caguexia. Além
dos sinais clinicos, todos o0s animais apresentaram testes positivos no exame
parasitoldgico, sendo, tanto a presenca de sinais, quanto o teste parasitoldgico,
considerados testes confirmatérios para leishmaniose visceral canina (MINISTERIO
DA SAUDE, 2014).

Neste trabalho foram utilizadas amostras de DNA extraido de uma amostra de
cepa padréao de L. (L.) infantum chagasi (MHOM/BR/72/BH46) mantida em passagens
sucessivas em animais de experimentacdo (hamster). Tambem foram extraidos DNA de
amostras de sangue de cées de Alfenas (2 amostras), e encaminhados dos municipios de
Divinopolis (10 amostras), Guapé (1 amostra), Governador Valadares (10 amostras),
Juiz de Fora (10 amostras), Lavras (2 amostras), Ouro Preto (10 amostras), Pocos de
Caldas (1 amostra), Sete Lagoas (1 amostra coletada em Alfenas), e Trés Pontas (1
amostra), totalizando 49 amostras (Tabela 2). Estes municipios delimitam uma area de
estudo abrangente do Estado de Minas Gerais, aumentado assim, a chance de encontrar
amostras geneticamente diferentes. Todas as amostras de sangue dos cédes foram

processadas pelo remetente e mantidas em freezer a -20°C até 0 momento de uso.
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O pedido de autorizacdo para 0 uso de amostras de origem animal foi
encaminhado para o CEUA local e dispensado (Numero de protocolo
23087.005838/2017.39), tendo em vista a ndo necessidade de autorizacdo, pois as
amostras ja foram encaminhadas extraidas e possuem uma aprovagéo anterior 2014/18

CEUA UFOP. O delineamento experimental, foi exemplificado na Figura 13.

4) Selecdo das 6) PCR
1) Amostragem amostras convencional para o
l sequenciamento
2) Extragdo de 2 E;?:E];fegos _
DNA . 7) Sequenciamento
l (primers) l
3) Confirmacdo N
q e Anglise de 8) Compz:rag:,ao das
as espécies sequéncias
(qPCR) resultados l
Analise de Analise de
resultados resultados

Figura 13 - Fluxograma das atividades desenvolvidas.

Fonte: DO AUTOR

5.2 CONFIRMACAO E SELECAO DAS ESPECIES (qPCR)

Para a confirmacdo que o material extraido e encaminhado das respectivas
cidades, continha DNA de Leishmania (L.) infantum chagasi, foi realizada uma PCR em
tempo real. Nesta reacdo, foram utilizadas sondas de hidrolise do tipo TagMan,
duplamente marcadas. Na extremidade 5’-end foi ligado covalentemente um fluoréforo
FAM (6-carboxy-fluorescein). Na extremidade 3’-end, foi ligado um “quencher” NFQ
(non-fluorescent quencher). O desenho das sequéncias é: LINJ31F: 5’CCG CGT GCC
TGT CG3’; LINJ31R 5°CCC ACA CAA GCG GGA ACT3’ e a sonda TagMan 5’CCT
CCT TGG ACT TTG C3’. As reagdes foram realizadas em um ABI StepOne Real Time
PCR System (Applied Biosystems), em um volume final de 10,0 pyL por reacdo. O
volume de 1,0 uL de DNA (amostras ou controles) foram adicionadas a um reagente
contendo 5,0 pL de 2X TagMan Universal PCR Master Mix (NoAmpliErase UNG) e
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1,0 L de uma mistura que inclui os marcadores forward e o reverse na concentracao de
18 pM, e a sonda TagMan, marcada com FAM e usando NFQ como quencher na
concentracdo de 5 pL. Foram adicionados as reacdes dois controles: um negativo e um
controle positivo. As amplificacbes ocorreram em um ciclo inicial de 50°C por 2
minutos seguido de um ciclo a 95°C por 10 minutos. Na proxima etapa foram realizados
40 ciclos a 95°C por 15 segundos e a 60°C por 1 minuto. (COLOMBO et al., 2011).

5.3 ESCOLHA DOS INICIADORES

Como parte deste projeto, quatro conjuntos de iniciadores foram desenhados
utilizando como base um fragmento contido no cromossomo 8 da Leishmania (L.)
infantum JPCM5 (GenBank: FR796440.1). A regido escolhida do cromossomo 8, para o
desenho dos iniciadores é homologa a regido onde foi localizada a proteina P299 da
Leishmania major, responsavel pelo aumento da resisténcia dos parasitos frente a
Miltefosina (CHOUDHURY et al., 2008). O mesmo estudo, encontrou evidéncias que
modificacfes génicas poderiam estar associadas a essa resisténcia. Além disso, foi
identificada uma protecdo cruzada pela P299 apds o tratamento com antimoniais. Para o
desenho dos iniciadores foi utilizado a ferramenta Primer-BLAST, do website da

National Center for Biotechnology Information (NCBI).

5.4 PCR CONVENCIONAL PARA O SEQUENCIAMENTO

Os iniciadores desenhados foram utilizados na PCR convencional, utilizando um
kit comercial (GoTag®Green Master Mix - Promega) contendo 2 corantes (azul e
amarelo) que permitem monitorar o progresso das amostras durante a eletroforese. Cada
12,5 ul do “mix” contém 1 unidade de Taq DNA polimerase em 10mM Tris-HCI, pH
8.5; 50mM KCI; 1.5 mM MgCI2 e 200 mM de cada um dos desoxinucleotideos
trifosfatados (dATP, dGTP, dCTP, dTTP). Cada reagéo fora realizada adicionando-se 5
ul do DNA alvo e 50 pmol de cada marcador molecular em um volume final de 25 pl.
As amplificacbes foram realizadas utilizando um termociclador GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems). Foram adotadas medidas de controle em todas as etapas da

reacao.



36

A cada conjunto de reacGes foram adicionados um controle negativo com
DNA extraido de amostra canina sabidamente negativa para Leishmania sp.; e um
controle positivo, extraido de cultura de promastigotas de cepa padrdo de L. (L.)
infantum chagasi (MHOM/BR/72/BH46) A PCR foi composta de um ciclo inicial de
desnaturacdo a 95°C por 5 minutos, seguida de uma segunda etapa composta de
desnaturacdo (95°C por 45 segundos), anelamento (55°C por 45 segundos) e extensdo
(72°C por 45 segundos) repetida por 30 ciclos. A terceira etapa constituiu em um ciclo
de extensé&o final a 72°C por 5 minutos (COLOMBO et al., 2015).

5.5 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 2%

Os produtos amplificados foram aplicados em gel de agarose 2% em TBE
(0,045M de Tris-Borato; 0,000M EDTA) com 0,5 pl/ml de brometo de etidio e
separados por um sistema de eletroforese horizontal numa cuba contendo 0 mesmo
tampdo. Os géis foram visualizados e fotografados, e as imagens adquiridas em

transiluminador GeneGenius (Programa Gel Capture, Mini Bis Pro, verséo 4.5.3).

5.6 SEQUENCIAMENTO

Os produtos amplificados na PCR convencional foram previamente purificados
utilizando o Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up System (Promega) conforme
instrugdes do fabricante. Os fragmentos em parte, foram sequenciados usando 0s
marcadores moleculares forward e reverse que amplificam as sequéncias codificadas
pelos marcadores escolhidos. As amostras foram sequenciadas por eletroforese capilar
em aparelho ABI3730, utilizando-se polimero POP7 e BigDye v3.1. Todas as analises
de sequenciamento foram realizadas pelo Laboratorio Myleus em Belo Horizonte, MG.

As quais foram devidamente preparadas conforme especificacdes exigidas pelo mesmo.

5.7 ANALISE DAS SEQUENCIAS

As sequéncias dos nucleotideos foram analisadas, editadas, e o alinhamento foi
realizado utilizando os softwares SeqMan Pro 15 (DNASTAR, Lasergene) e BioEdit
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(Versdo 7.2.5). As sequéncias foram comparadas entre si e com a sequéncia padrdo
(Leishmania infantum JPCM5 genome chromosome 8) ja depositadas no GenBank
(ndmero de acesso FR796440.1 no site BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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6 RESULTADOS

O trabalho em si teve como foco a busca por modificacGes génicas nas cepas de
L. (L.) infantum chagasi, circulantes em alguns municipios de Minas Gerais,
confirmadas ap0s o0 sequenciamento génico de amostras selecionadas, de acordo com o0s
testes descritos na metodologia. Diante dos resultados, procurou-se deduzir, de acordo
com a literatura, as principais causas dessas modificagdes encontradas.

6.1 CONFIRMACAO E SELECAO DAS AMOSTRAS

A confirmacdo de que o material recebido continha DNA de Leishmania (L.)
infantum chagasi, foi realizada a partir de uma PCR em tempo real, como ja descrito
anteriormente, sendo utilizado o marcador LinJ31 (COLOMBO et al., 2011). Pelo
emprego desse teste, todas as amostras apresentaram resultados positivos, contendo
material genético compativel com Leishmania (L.) infantum chagasi. Com base neste
resultado, foram selecionadas as amostras que apresentaram menores valores de Ct
(ciclo threshold) (dados ndo mostrados), visto que, quanto menor o Ct, maior o0 nimero

inicial de copias.

6.2 DESENHO E TESTE DOS NOVOS INICIADORES

A L. major apresentam as regides mais conservadas dentre as espécies de
Leishmania, visto que, estudos relataram que fragmentos desse cromossomo 8, possam
estar associados a possiveis genes de resisténcia ap0s tratamento com antimoniais
(CHOUDHURY et al., 2008, ROGERS et al., 2011). Foram desenhados 4 conjuntos de
iniciadores (Tabela 13), a partir de regides génicas homologas presentes no cromossomo
8 da Leishmania (L.) infantum JPCMS5.

Para o desenho, foi escolhida uma regido onde supostamente estaria 0 codigo
genético para a producdo da proteina P299, ainda com mecanismo de acédo
desconhecido, porém relacionada a resisténcia aos antimoniais. A cobertura total do

fragmento compreende 1023 pares de bases (Figura 14), divididos em quatro



39

fragmentos menores de 143, 279, 492 e 190 pares de base, com regides sobrepostas,

flanqueando toda a extensao da regido codificante da proteina P299.

Regido do cromossomo 8

) Primer 1 ' * Primer 3
71 213 432 923
i Primer 4
* Primer 2 *
170 448 904 1093

Figura 14 - Esquema de localizacéo dos pares de iniciadores, desenhados no cromossomo 8 com niimero
indicativo da base de inicio e término.

Fonte: DO AUTOR

Tabela 1 - Desenho dos iniciadores

Fragmento Sequéncia Tamanho

CRO8 1F AAGACGATGATGAGCGCTGG
CRO8 1R TGGTTTTGGTAGTACCCGCC 143 pb

CRO8 2F ATCACTCATTCGTCCCCTGC
CRO8 2R GTGCACGCTGTGATTGTTGT 279 pb

CRO8 3F ACAATCACAGCGTGCACAAC
CRO8 3R CATACCCGCCGTACCCTAAC 492 pb

CRO8 4F GTTAGGGTACGGCGGGTATG
CRO84R  CAGGCAACCCGAGAGAGAAG 190 pb

Total 1023 pb

Fonte: DO AUTOR

Duas cepas padrdo, uma de L. (L.) infantum chagasi (MHOM/BR/72/BH46) e
uma de L. (L.) donovani (MHOM/IN/1980/DD8) foram submetidas a amplificacdo com
0s quatro pares de iniciadores e posterior andlise eletroforética. Diferentes perfis de
amplificagdo podem estar relacionados a modificacdo génica, evidenciado pela
amplificacdo de um ou mais fragmentos. Foi realizada uma eletroforese em gel de
agarose 2%, corado com Brometo de Etidio e visualizado em UV (figura 16),
confirmando a ndo amplificacdo do fragmento 3 (iniciador CRO83) da L. (L.) donovani
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(MHOMY/IN/1980/DD8). Todos os iniciadores foram capazes de amplificar os
fragmentos corretos da cepa padréo L. (L.) infantum chagasi (MHOM/BR/72/BH46).

PM Controle negativo L. (L.) infantum L. (L.) donovani
50pb CRO81 CRO82 CRO83 CRO84 CRO81 CRO82 CRO83 CRO84 CRO81 CRO82 CRO83 CRO84

Figura 16 - Teste dos iniciadores. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com Brometo de Etidio.
Controle negativo e cepas padrdes de L. (L.) infantum chagasi (MHOM/BR/72/BH46) e L. (L.) donovani
(MHOM/IN/1980/DD8). PM: peso molecular 50 pb

Fonte: DO AUTOR

Apdbs o teste dos novos iniciadores com as cepas padrdo de L. (L.) infantum
chagasi (MHOM/BR/72/BH46) e L. (L.) donovani (MHOM/IN/1980/DD8), as amostras
recebidas foram amplificadas com todos os iniciadores. O critério de sele¢do dessas
amostras, baseou-se na qualidade e quantidade de material genético vidvel para a
realizacdo dos testes moleculares. Muitas amostras apresentaram baixa qualidade e/ou
pouca quantidade de DNA (amostras quantificadas pelo Qubit 3.0 Fluorometer
(Invitrogen), dados ndo mostrados), levando a uma limitacdo na selecdo das amostras
encaminhadas para o servigo de sequenciamento genético (Tabela 2).
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Tabela 2: Sele¢do das amostras

NUmero de Amostras Amostras

Municipios amostras recebidas selecionadas sequenciadas
Alfenas 2 0 0
Cepa padrdo L. (L.) infantum 1 1 1
Divinopolis 10 2 2
Guapé 1 0 0
Governador Valadares 10 2 0
Juiz de Fora 10 0 0
Lavras 2 1 1
Ouro Preto 10 2 0
Pocos de Caldas 1 0 0
Sete Lagoas 1 0 0
Trés Pontas 1 1 1
Total 49 9 5

Fonte: DO AUTOR

6.3 ANALISE DAS AMOSTRAS SELECIONADAS

Foram selecionadas amostras as quais apresentaram amplificacdo em todos 0s
conjuntos de iniciadores. Um total de 10 amostras de cada cidade foram encaminhadas
das cidades de Divinopolis e Governador Valadares, porém apenas duas amostras 53 e
54, proveniente de Divindpolis, apresentaram amplificacdes com os quatro marcadores

moleculares (Figura 17).

PM M 186 6351 B S 35 8 § 186 6351 N M 18
100 ph CROSI CROS2 CROR3 CROS4

Figura 17 - Eletroforese em gel de agarose 2% corado com Brometo de Etidio. Amostras 53 e 54
(Divinopolis), 186 e 6351 (Governador Valadares)

Fonte: DO AUTOR



42

Das amostras encaminhadas de Ouro Preto, totalizando 10 amostras, duas foram
selecionadas frente a amplificagio com os quatro pares de iniciadores, como

apresentado na Figura 18.

A B

279pb

143 pb

492 pb

190 pb

Figura 18 - Eletroforese em gel de agarose 2% corado com Brometo de Etidio. Amostras 580 e 595 (Ouro
Preto). Legenda: A) Amostras com o iniciador 1, PM 143 pb.

B) Amostras com o iniciador 2, PM 279 pb.
C) Amostras com o iniciador 3, PM 492 ph.
D) Amostras com o iniciador 4, PM 190 pb. PM: peso molecular. pb: pares de bases

Fonte: DO AUTOR



43

Do mesmo modo, foi realizado uma eletroforese em gel de agarose 2%
(coradas com brometo de etidio) para verificacdo da amplificacdo das amostras
encaminhadas de Trés Pontas (total 1 amostra) e da cidade de Lavras (total de 2
amostras). Ambas, apresentaram amplificagdo com todos os marcadores desenhados
(Figura 19), no entanto, a amostra 128 da cidade de Lavras, quando observada sua

amplificacdo com CRO83, ndo fora visivel no gel.

PM 110 128 110 128 110 128 110 128
100 pb CROSI CROS2 CROS83 CROS4

& -
g

o0

Figura 19 - Eletroforese em gel de agarose 2% corado com Brometo de Etidio. Amostras 110 (Trés
Pontas) e 128 (Lavras)

Legenda: PM: peso molecular pb: pares de base

Fonte: DO AUTOR

6.4 SEQUENCIAMENTO GENICO

Apos a amplificacdo dos fragmentos relacionados aos conjuntos de iniciadores, o
material amplificado foi purificado pelo Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up System
(Promega) e quantificado pelo equipamento Qubit 3 Fluorometer (Invitrogen). As
amostras que obtiverem quantidades minimas aceitaveis de material genético (cerca de
2 a 3 ng/uL, pelo Qubit) para o sequenciamento foram preparadas com ambos o0s
iniciadores (forward e reverse), e encaminhadas para o Laboratério Myleus em Belo
Horizonte, MG. Todas as amostras encaminhadas apresentaram resultados suficientes
para a analise, tanto na sequéncia forward quanto na reverse. Cada fragmento utilizado

na andlise comparativa é o resultado de um consenso constituido pela jungdo das
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sequéncias forward e reverse. Com isso, cada consenso representa duas vezes a

cobertura do mesmo fragmento.

Apobs a realizacao de todos 0s consensos, foi realizada a comparagéo entre 0s
amplificados das amostras, com cada par de iniciadores. No consenso final 1 (CRO81),
foram comparados os consensos das amostras 53, 54, 110, 128, com a cepas padréo L.
(L.) infantum chagasi (MHOM/BR/72/BH46) mantida no laboratorio e com a sequéncia
da Leishmania (L.) infantum JPCMD5 retirada do Genbank (FR796440.1), utilizando o

par de iniciadores CRO81. Apo6s a analise comparativa, ndo foi encontrada

modificacdes génicas entre os fragmentos de 143 pares de base (FIGURA 20).

10 20 30 40 50 60 70
AP PP PP PP PP IR IPPIPI IPIPIN PP I INPIP PP PP PP IO

CTTCAACCAAGACGATGATGAGCGCTGGTGGGGCCCCATCCGCGTCCGTCAATCATGCATACACGCTTCACC

FR796440.1 editado.seq(111>1150) CTTCAACCAagacgatgatgagcgctggtggggecccatccgegtecgtcaatcatgecatacacgettcace
consenso 53 pl.seq(15>157) aagacgatgatgagcgctggtggggccccatccgCGTCCGTCAATCATGCATACACGCTTCACC
consenso 54 pl.seq(15>156) AAGACGATGATGAGCGCTGGTGGGGCCCCATCCGCGTCCGTCAATCATGCATACACGCTTCACC
consenso 110 pl.seq(15>153) aagacgatgatgagcgctggtggggecccatccgegtecegtcaatcaTGCATACACGCTTCACC
consenso 128 pl.seq(15>157) aagacgatgatgagcgctggtggggeccccatecgegtecgtcaat CATGCATACACGCTTCACC
consenso INF pl.seq(15>153) aagacgatgatgagcgctggtggggccccatccgegteccgtcaaTCATGCATACACGCTTCACC
80 90 100 110 120 130 140

PP PSP EPATEPIS IIPErErS IPEP AT AP AT IAPIr AP APIS IEAArS IAAr AT EArArS AArAr A

ACCACCACCACCACCACCACCAGCAGCAGCAAGGAATCACTCATTCGTCCCCTGCGCCGGGCGGGTACTACC
FR796440.1 editado.seq(111>1150) accaccaccaccaccaccaccagcagcagcaaggaatcactcattegtecccctgegecgggegggtactace
consenso 53 pl.seq(15>157) ACCACCACCACCACCACCACCAGCAGCAGCAAGGAATCACTCATTCGTCCCCTGCGCCGGGCGGGTACTACC
consenso 54 pl.seq(15>156) ACCACCACCACCACCACCACCAGCAGCAGCAAGGAATCACTCATTCGTCCCCTGCGCCGGGCGGGTACTACC
consenso 110 pl.seq(15>153) ACCACCACCACCACCACCACCAGCAGCAGCAAGGAATCACTCATTCGTCCCCTGCGCCGGGCGGGTACTACC
consenso 128 pl.seq(15>157) ACCACCACCACCACCACCACCAGCAGCAGCAAGGAATCACTCATTCGTCCCCTGCGCCGGGCGGGTACTACC
consenso INF pl.seq(15>153) ACCACCACCACCACCACCACCAGCAGCAGCAAGGAATCACTCATTCGTCCCCTGCGCCGGGCGGGTACTACC

150 160

| IFEFEPIT A e

AAAACCAagttctagc
FR796440.1 editado.seq(111>1150) aaaaccaagttctagc
consenso 53 pl.seq(15>157) AAAACCA
consenso 54 pl.seq(15>156) AAAACCA
consenso 110 pl.seq(15>153) AAAACCA
consenso 128 pl.seq(15>157) AAAACCA
consenso INF pl.seq(15>153) AAAACCA

Figura 20 - Consenso final CRO81. Analise comparativa entre os fragmentos amplificados com os
iniciadores CRO81, obtendo uma amplificacdo de 143pb, com total identidade entre as amostras.

Fonte: DO AUTOR

Na analise do consenso final 2 (Figura 21), utilizando o par de iniciadores

CRO082, nédo se observou também nenhuma modificacdo génica dentre os fragmentos de
279 pares de base. As amostras comparadas foram respectivamente: 53, 54, 110, 128,
com a cepas padrdo L. (L.) infantum chagasi (MHOM/BR/72/BH46) mantida no
laboratdrio e com a sequéncia da Leishmania (L.) infantum JPCMS5 retirada do Genbank
(FR796440.1).
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10 20 30 40 50 60 70

PEPETIE NITPErS IPAPIrS APEPITErS AFAPAPITS IFITEPArS IPAPITArS SAPATArS IArTS PAATAr AArPAr SATAArS AT A e

cagcaaggaATCACTCATTCGTCCCCTGCGCCGGGCGGGTACTACCAAAACCAAGTTCTAGCGCATCCACAG

FR796440.1 editado.seq(111>1150) ea cagcaaggaatcactcattcgtccecectgegecgggegggtactaccaaaaccaagttectagegecatecacag
consenso 53 p2.seq(1>279) — ATCACTCATTCGTCCCCTGCGCCGGGCGGGTACTACCAAAACCAAGTTCTAGCGCATCCACAG
consenso 54 p2.seq(1>279) == ATCACTCATTCGTCCCCTGCGCCGGGCGGGTACTACCAAAACCAAGTTCTAGCGCATCCACAG
consenso 110 p2.seq(1>279) — ATCACTCATTCGTCCCCTGCGCCGGGCGGGTACTACCAAAACCAAGTTCTAGCGCATCCACAG
consenso 128 p2.seq(2>280) i ATCACTCATTCGTCCCCTGCGCCGGGCGGGTACTACCAAAACCAAGTTCTAGCGCATCCACAG
consenso INF p2.seq(1>279) — ATCACTCATTCGTCCCCTGCGCCGGGCGGGTACTACCAAAACCAAGTTCTAGCGCATCCACAG
80 90 100 110 120 130 140

PEPE IFIPENETS IPAPERITS APEPEPIS IPEPIPATS IPATATATS IEPITS PP APAArE PP AT P AT A A

CAACAGCAGCAGCCGTCCGTAGCATTGCAGCGGCCAGCCGCGACACCGAACGCCAGCGGCACGCTGCTCCGC
FR796440.1 editado.seq(111>1150) — caacagcagcagccgtccgtagcattgecagcggccageegegacaccgaacgecageggcacgetgetecge
consenso 53 p2.seq(1>279) — CAACAGCAGCAGCCGTCCGTAGCATTGCAGCGGCCAGCCGCGACACCGAACGCCAGCGGCACGCTGCTCCGC
consenso 54 p2.seq(1>279) — CAACAGCAGCAGCCGTCCGTAGCATTGCAGCGGCCAGCCGCGACACCGAACGCCAGCGGCACGCTGCTCCGC
consenso 110 p2.seq(1>279) e CAACAGCAGCAGCCGTCCGTAGCATTGCAGCGGCCAGCCGCGACACCGAACGCCAGCGGCACGCTGCTCCGC
consenso 128 p2.seq(2>280) — CAACAGCAGCAGCCGTCCGTAGCATTGCAGCGGCCAGCCGCGACACCGAACGCCAGCGGCACGCTGCTCCGC
consenso INF p2.seq(1>279) — CAACAGCAGCAGCCGTCCGTAGCATTGCAGCGGCCAGCCGCGACACCGAACGCCAGCGGCACGCTGCTCCGC

150 160 170 180 190 200 210

| EFEPEErS IS IPEAArS AT APATErAre ArArArarel IS IPArArArSl AU AAPrArel IFAPA AT I APAArE AArarS e i

GCCTCGCCGGGGTCGCAGCAGCGCCACAACCAGCAGTATCAACGACAGCAGCAGCAGAAGCCAACGTCTCCG
FR796440.1 editado.seq(111>1150) —* gcctegecggggtegeagecagegecacaaccagcagtatcaacgacagcagcagcagaagecaacgteteeg
consenso 53 p2.seq(1>279) = GCCTCGCCGGGGTCGCAGCAGCGCCACAACCAGCAGTATCAACGACAGCAGCAGCAGAAGCCAACGTCTCCG
consenso 54 p2.seq(1>279) = GCCTCGCCGGGGTCGCAGCAGCGCCACAACCAGCAGTATCAACGACAGCAGCAGCAGAAGCCAACGTCTCCG
consenso 110 p2.seq(1>279) — GCCTCGCCGGGGTCGCAGCAGCGCCACAACCAGCAGTATCAACGACAGCAGCAGCAGAAGCCAACGTCTCCG
consenso 128 p2.seq(2>280) — GCCTCGCCGGGGTCGCAGCAGCGCCACAACCAGCAGTATCAACGACAGCAGCAGCAGAAGCCAACGTCTCCG
consenso INF p2.seq(1>279) — GCCTCGCCGGGGTCGCAGCAGCGCCACAACCAGCAGTATCAACGACAGCAGCAGCAGAAGCCAACGTCTCCG

220 230 240 250 260 270 280

PEPEPE EPEEPEFS EPIPEPEPE IPEPIrArS IPUPEPIPE AFUPEPIS IPUPIPES EPSPPAPE EPEPEPEr EPEPIETS PIPAArS APPITErE IPAIrArE APAArare ey

TACGCCTCTACGAAGGAAGAAGCGGAAAGGCAGATGCGTAGGAGCGGCAACTACAACAATCACAGCGTGCAC
FR796440.1 editado.seq(111>1150) — tacgcctctacgaaggaagaagcggaaaggcagatgcgtaggagecggcaactacaacaatcacagegtgeac
consenso 53 p2.seq(1>279) e TACGCCTCTACGAAGGAAGAAGCGGARAGGCAGATGCGTAGGAGCGGCAACTACAACAATCACAGCGTGCAC
consenso 54 p2.seq(1>279) — TACGCCTCTACGAAGGAAGAAGCGGARAAGGCAGATGCGTAGGAGCGGCAACTACAACAATCACAGCGTGCAC
consenso 110 p2.seq(1>279) =2 TACGCCTCTACGAAGGAAGAAGCGGAAAGGCAGATGCGTAGGAGCGGCAACTACAACAATCACAGCGTGCAC
consenso 128 p2.seq(2>280) e TACGCCTCTACGAAGGAAGAAGCGGAAAGGCAGATGCGTAGGAGCGGCAACTACAACAATCACAGCGTGCAC
consenso INF p2.seq(1>279) T TACGCCTCTACGAAGGAAGAAGCGGARAGGCAGATGCGTAGGAGCGGCAACTACAACAATCACAGCGTGCAC

290

Pl I

aacagcaac
FR796440.1 editado.seq(111>1150) = aacagcaac

Figura 21 - Consenso final CRO82. Andlise comparativa entre os fragmentos amplificados com os
iniciadores CRO82, obtendo uma amplificacdo de 279pb, com total identidade entre as amostras.

Fonte: DO AUTOR

Resultados expressivos foram observados durante a comparagdo do consenso

final com o iniciador 3, mostrando modificagdes importantes entre 0s consensos das

amostras analisadas e compreendidas entre os fragmentos de 492 pares de bases

(FIGURA 22). Dentre as modificaces observadas, modificacfes pontuais na posi¢cdo

59, foram constatadas nas amostras 53 (Divinopolis) e 128 (Lavras) quando comparadas

com as sequéncias das cepas padrao de L. (L.) infantum chagasi (MHOM/BR/72/BH46)
e Leishmania (L.) infantum JPCM5 retirada do Genbank (FR796440.1), onde ocorreu a

troca de uma citosina (C) por uma de timina (T).
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tacaACAATCACAGCGTGCACAACAGCAACGTGGGCGTCGCGGAGACCTCATACGACTYGAACAGCAVCAAC
FR796440.1 editado.seq(111>1150) — tacaacaatcacagcgtgcacaacagcaacgtgggcgtcgeggagacctcatacgactegaacagcgafaac
consenso 53 p3.seq(1>491) m—— ACAATCACAGCGTGCACAACAGCAACGTGGGCGTCGCGGAGACCTCATACGACTTEAACAGCACTAAC
consenso 54 p3.seq(1>492) = ACAATCACAGCGTGCACAACAGCAACGTGGGCGTCGCGGAGACCTCATACGACTCEAACAGCAALAAC
consenso 110 p3.seq(1>492) — acaatcacagcgtgcacaacagcaacgtgggcgtcgeggagacctcatacgactcgiaacaGCAALAAC
consenso 128 p3.seq(207>697) = ACAATCACAGCGTGCACAACAGCAACGTGGGCGTCGCGGAGACCTCATACGACTTGAACAGCACLAAL
consenso INF p3.seq(15>506) — acaatcacagcgtgcacaacagcaacgtgggcgtegeggagacctcatacgACTCEAACAGCAGGTAC
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ACGGCGGCCCAGCGCTTCGCACACAACCCCTACGCGATGCAGTAGCGGGAACAAACACCAAAAAGAAATGAA
FR796440.1 editado.seq(111>1150) — acggcggcccagcegettegeacacaaccectacgegatgecagtagecgggaacaaacaccaaaaagaaatgaa
consenso 53 p3.seq(1>491) = ACGGCGGCCCAGCGCTTCGCACACAACCCCTACGCGATGCAGTAGCGGGAACAAACACCAAAAAGAAATGAA
consenso 54 p3.seq(1>492) = ACGGCGGCCCAGCGCTTCGCACACAACCCCTACGCGATGCAGTAGCGGGAACAAACACCAAAAAGAAATGAA
consenso 110 p3.seq(1>492) = ACGGCGGCCCAGCGCTTCGCACACAACCCCTACGCGATGCAGTAGCGGGAACARACACCAAAAAGAAATGAA
consenso 128 p3.seq(207>697) = K AGCGCTTCGCACACAACCCCTACGCGATGCAGTAGCGGGAACAAACACCAAAAAGAAATGAA
consenso INF p3.seq(15>506) i CGGGGGTATTGAGCTTCGCACACAACCCCTACGCGATGCAGTAGCGGGAACAAACACCAARAAAGAAATGAA

150 160 170 180 190 200 210
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GAAACCTATTTCGAAAAAAAAAGCAGCTTCGTGTCGAGGAGCGGAGCGTCTGGCGGATGTGCTGGAGAGGAG
FR796440.1 editado.seq(111>1150) — gaaacctatttcgaaaaaaaaagcagcttcgtgtcgaggageggagegtetggeggatgtgetggagaggag
consenso 53 p3.seq(1>491) — GAAACCTATTTCGAAAAAAAAAGCAGCTTCGTGTCGAGGAGCGGAGCGTCTGGCGGATGTGCTGGAGAGGAG
consenso 54 p3.seq(1>492) —  GAARACCTATTTCGAAAARAAAAGCAGCTTCGTGTCGAGGAGCGGAGCGTCTGGCGGATGTGCTGGAGAGGAG
consenso 110 p3.seq(1>492) —  GARACCTATTTCGAAAARAAAAGCAGCTTCGTGTCGAGGAGCGGAGCGTCTGGCGGATGTGCTGGAGAGGAG
consenso 128 p3.seq(207>697) — GAAACCTATTTCGAAAAAAAAAGCAGCTTCGTGTCGAGGAGCGGAGCGTCTGGCGGATGTGCTGGAGAGGAG
consenso INF p3.seq(15>506) = GAAACCTATTTCGAAAAAAAAAGCAGCTTCGTGTCGAGGAGCGGAGCGTCTGGCGGATGTGCTGGAGAGGAG
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TTAGGTGACGCAGCTGCCTGGCGGGCGACGCCCCATACGCATGCACGGTGTCGACACACCTAAAGATGCTGC
FR796440.1 editado.seq(111>1150) — ttaggtgacgcagctgcctggcgggegacgccccatacgcatgcacggtgtcgacacacctaaagatgetge
consenso 53 p3.seq(1>491) - TTAGGTGACGCAGCTGCCTGGCGGGCGACGCCCCATACGCATGCACGGTGTCGACACACCTAAAGATGCTGC
consenso 54 p3.seq(1>492) — TTAGGTGACGCAGCTGCCTGGCGGGCGACGCCCCATACGCATGCACGGTGTCGACACACCTAAAGATGCTGC
consenso 110 p3.seq(1>492) - TTAGGTGACGCAGCTGCCTGGCGGGCGACGCCCCATACGCATGCACGGTGTCGACACACCTAAAGATGCTGC
consenso 128 p3.seq(207>697) — TTAGGTGACGCAGCTGCCTGGCGGGCGACGCCCCATACGCATGCACGGTGTCGACACACCTAAAGATGCTGC
consenso INF p3.seq(15>506) — TTAGGTGACGCAGCTGCCTGGCGGGCGACGCCCCATACGCATGCACGGTGTCGACACACCTAAAGATGCTGC
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GTCCGGCACCCCTCCACACACACACACACATCTCTCACACCTGCCATTCTTCTTTTGTTTTTTGCCTTTTTT
FR796440.1 editado.seq(111>1150) — gtccggcaccectccacacacacacacacatctctcacacctgecattettettttgttttttgeetttttt
consenso 53 p3.seq(1>491) — GTCCGGCACCCCTCCACACACACACACACATCTCTCACACCTGCCATTCTTCTTTTGTTTTTTGCCTTTTTT
consenso 54 p3.seq(1>492) — GTCCGGCACCCCTCCACACACACACACACATCTCTCACACCTGCCATTCTTCTTTTGTTTTTTGCCTTTTTT
consenso 110 p3.seq(1>492) = GTCCGGCACCCCTCCACACACACACACACATCTCTCACACCTGCCATTCTTCTTTTGTTTTTTGCCTTTTTT
consenso 128 p3.seq(207>697) —  GTCCGGCACCCCTCCACACACACACACACATCTCTCACACCTGCCATTCTTCTTTTGTTTTTTGCCTTTTTT
consenso INF p3.seq(15>506) — GTCCGGCACCCCTCCACACACACACACACATCTCTCACACCTGCCATTCTTCTTTTGTTTTTTGCCTTTTTT
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TTTCGTTTTTTTCTCTGTGTGTGATTGCTATTATTAGTGTCGCTTTCGCTGTGGCTGCCCCCACCCACCCTC
FR796440.1 editado.seq(111>1150) —  tttcgtttttttctctgtgtgtgattgctattattagtgtcegetttegetgtggetgeceeccacccacecte
consenso 53 p3.seq(1>491) — TTTCGTTTTTTTCTCTGTGTGTGATTGCTATTATTAGTGTCGCTTTCGCTGTGGCTGCCCCCACCCACCCTC
consenso 54 p3.seq(1>492) — TTTCGTTTTTTTCTCTGTGTGTGATTGCTATTATTAGTGTCGCTTTCGCTGTGGCTGCCCCCACCCACCCTC
consenso 110 p3.seq(1>492) s TTTCGTTTTTTTCTCTGTGTGTGATTGCTATTATTAGTGTCGCTTTCGCTGTGGCTGCCCCCacccacccte
consenso 128 p3.seq(207>697) p—— TTTCGTTTTTTTCTCTGTGTGTGATTGCTATTATTAGTGTCGCTTTCGCTGTGGCTGCCCCCACCCACCCTC
consenso INF p3.seq(15>506) = TTTCGTTTTTTTCTCTGTGTGTGATTGCTATTATTAGTGTCGCTTTCGCTGTGGCTGCCCCCACCCACCCTC
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CGCCTCCCACCCTAACCCCCCCCCAAGTCTGCCCGGTACTTTCTGTTAGGGTACGGCGGGTATGtgggeyg
FR796440.1 editado.seq(111>1150) == cgcctcccaccctaacceccccccaagtetgeccggtactttetgttagggtacggegggtatgtgggeg
consenso 53 p3.seq(1>491) — CGCCTCCCACCCTAACCCCCCCCCAAGTCTGCCCGGTACTTTCTGTTAGGGTACGGCGGGTATG
consenso 54 p3.seq(1>492) = CGCCTCCCACCCTAACCCCCCCCCAAGTCTGCCCGGTACTTTCTgt tagggtacggcgggtatyg
consenso 110 p3.seq(1>492) — cgcctececacectaaccececcccaagtetgeceggtactttetgttagggtacggegggtatg
consenso 128 p3.seq(207>697) —*  CGCCTCCCACCCTAACCCCCCCCCAAGTCTGCCCGGTACTTTCTGTTAGGGTACGGCGGGTATG

—_—

consenso INF p3.seq(15>506) CGCCTCCCACCCTAACCCCCCCCCAAGTCTGCCCGGTACTTTCTGTTAGGGTACGGCGGGTATG

Figura 22 - Consenso final CRO83. Anélise comparativa entre os fragmentos amplificados com os
iniciadores CRO83, obtendo uma amplificacdo de 492pb, com modificagdes pontuais levando as trocas de
bases, nas amostras 53 (Divinopolis), 128 (Lavras), cepa padrdo L. (L.) infantum chagasi
(MHOM/BR/72/BH46).

Fonte: DO AUTOR
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As mesmas amostras 53 (Divindpolis) e 128 (Lavras) apresentaram também
alteracdes na posicdo 68, onde ocorreu uma troca de uma base de adenina (A) por uma
base de C. Quando analisada a Cepa padrdéo L. (L.) infantum chagasi
(MHOM/BR/72/BH46), encontrou-se uma modificagdo pontual na posicdo 68, levando
a troca de uma base A por uma base G (guanina), aléem disso, notou-se uma troca de
bases da posicdo 71 a 85 (Tabela 3), quando comparada com a cepa padrdo de

Leishmania (L.) infantum JPCM5 genome chromosome 8.

Tabela 3 - Modificacdo génica observada na cepa padrdo de L. (L.) infantum chagasi
(MHOM/BR/72/BH46), quando comparada com a sequéncia de L. (L.) infantum JPCM5 genome
chromosome 8 depositada no Genebank.

L. (L.) infantum JPCM5 genome chromosome 8 CAACACGGCGGCCCAGC

L. (L.) infantum chagasi (MHOM/BR/72/BH46) GTACGCGGGGGTATTGA

Fonte: DO AUTOR

Por fim, na analise comparativa do consenso final 4, utilizando o par de
iniciadores CRO84, nenhuma modificacdo génica compreendida entre o fragmento de
190 pares de base, foi encontrada (FIGURA 23). Como ja dito, as amostras foram
comparadas entre si, com a cepa padrdo mantida em laboratério de L. (L.) infantum
chagasi (MHOM/BR/72/BH46) e com a sequéncia retirada do Genbank da Leishmania
(L.) infantum JPCM5.
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gtactttctGTTAGGGTACGGCGGGTATGTGGGCGCTTACCATATATATATATATATTTGTGTGTGTATGTGT

FR796440.1 editado.seq(26>1587) — gtactttctgttagggtacggcgggtatgtgggcgettaccatatatatatatatatttgtgtgtgtatgtgt
consenso 53 p4.seq(1>190) — GTTAGGGTACGGCGGGTATGTGGGCGCTTACCATATATATATATATATTTGTGTGTGTATGTGT
consenso 54 p4.seq(1>190) — GTTAGGGTACGGCGGGTATGTGGGCGCTTACCATATATATATATATATTTGTGTGTGTATGTGT
consenso 110 p4.seq(1>190) — GTTAGGGTACGGCGGGTATGTGGGCGCTTACCATATATATATATATATTTGTGTGTGTATGTGT
consenso 128 p4d.seq(15>204) — gttagggtacggcgggtatgtgggegettaccatatatatatatatatttGTGTGTGTATGTGT
consenso INF p4.seq(1>190) e GTTAGGGTACGGCGGGTATGTGGGCGCTTACCATATATATATATATATTTGTGTGTGTATGTGT
80 90 100 110 120 130 140
M I PITE IPAPIPE IPE AP IPAPIAr A IS AP AT FAArar AT IS IS IS
ATGTGTGCTGTTCTTACGTGGATGTCTATGGAGAGTTTATAAAAGGTTTGTTTTCGCGACCGCGTGCTCTGCT
FR796440.1 editado.seq(26>1587) — atgtgtgctgttcttacgtggatgtctatggagagtttataaaaggtttgttttegegacegegtgetetget
consenso 53 p4.seq(1>190) . ATGTGTGCTGTTCTTACGTGGATGTCTATGGAGAGTTTATAAAAGGTTTGTTTTCGCGACCGCGTGCTCTGCT
consenso 54 p4.seq(1>190) = ATGTGTGCTGTTCTTACGTGGATGTCTATGGAGAGTTTATAAAAGGTTTGTTTTCGCGACCGCGTGCTCTGCT
consenso 110 p4.seq(1>190) = ATGTGTGCTGTTCTTACGTGGATGTCTATGGAGAGTTTATAAAAGGTTTGTTTTCGCGACCGCGTGCTCTGCT
consenso 128 p4.seq(15>204) —  ATGTGTGCTGTTCTTACGTGGATGTCTATGGAGAGTTTATAAAAGGTTTGTTTTCGCGACCGCGTGCTCTGCT
consenso INF p4.seq(1>190) —  ATGTGTGCTGTTCTTACGTGGATGTCTATGGAGAGTTTATAAAAGGTTTGTTTTCGCGACCGCGTGCTCTGCT
150 160 170 180 190 200
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GTTGTTGCTGTTGATATCGCGGCTGTGTGGTGGCTTCTCTCTCGGGTTGCCTGatttttttt
FR796440.1 editado.seq(26>1587) — gttgttgctgttgatatcgcggctgtgtggtggcttctetetegggttgectgatttttttt
consenso 53 p4.seq(1>190) p— GTTGTTGCTGTTGATATCGCGGCTGTGTGGTGGCTTCTCTCTCGGGTTGCCTG
consenso 54 p4.seq(1>190) — GTTGTTGCTGTTGATATCGCGGCTGTGTGGTGGCTTCTCTCTCGGGTTGCCTG
consenso 110 p4.seq(1>190) -y GTTGTTGCTGTTGATATCGCGGCTGTGTGGTGGCTTCTCTCTCGGGTTGCCTG
consenso 128 p4.seq(15>204) —  GTTGTTGCTGTTGATATCGCGGCTGTGTGGTGGCTTCTCTCTCGGGTTGCCTG
consenso INF p4.seq(1>190) = GTTGTTGCTGTTGATATCGCGGCTGTGTGGTGGCTTCTCTCTCGGGTTGCCTG

Figura 23 - Consenso final CRO84. Analise comparativa entre os fragmentos amplificados com os
iniciadores CRO84, obtendo uma amplificacdo de 190pb, com total identidade entre as amostras.

Fonte: DO AUTOR

Com os testes realizados, foi possivel & amplificacdo correta dos fragmentos

desejados e o sequenciamento dos amplificados, permitindo a comparagéo e o encontro

de diferencas em algumas cepas analisadas.
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7 DISCUSSAO

A leishmaniose visceral, vem se tornando cada vez mais frequente em todo o
mundo, por ser uma doenca de carater endémico, inclusive em paises da América
Latina, como é o caso do Brasil, que se encontra entre os paises com maior prevaléncia
da doenca (DAVIES et al., 2000; HANDLER et al., 2015; WHO, 2018). Essa
reemergéncia da doenca também se deve a grande plasticidade do parasito, que
apresentam caracteristicas Unicas em sua organizacdo genémica e grande capacidade de
modificacbes frente a resposta imunoldgica do hospedeiro (KAZEMI, 2011;
PEACOCK et al., 2008; SCHALLIG et al., 2002).

Com o crescente numero de casos da leishmaniose visceral, importantes
estudos em relacdo a pratica terapéutica utilizada por muitos anos, vem sendo descritos,
mostrando relatos da resisténcia aos medicamentos, falhas durante o tratamento e casos
de recaidas em pacientes ap6s o término do tratamento (MARY et al, 2010;
MONDELAERS et al, 2016; OBONAGA et al., 2014; SUNDAR et al., 2000). Outros
estudos foram realizados no intuito de se descobrir quais genes e modificagfes podem
estar possivelmente envolvidos nos mecanismos de resisténcia, onde a maior parte
desses estudos indicou que a resisténcia ao antimonial em Leishmania é um fenédmeno
multifatorial (CROFT et al., 2006; GOURBAL et al., 2004).

A partir dos estudos ja descritos na literatura, o presente estudo teve como
objetivo, detectar possiveis modificacbes génicas em Leishmania (L.) infantum chagasi,
de diferentes regides do Estado de Minas Gerais, a partir de técnicas de biologia
molecular capazes de auxiliar na deteccdo de mudancas nas amostras das cepas
circulante em nosso estado. Seguidas do sequenciamento génico e analise comparativa
em busca de marcadores moleculares que possam estar associados a falha terapéutica e

resisténcia ao tratamento convencional.

Assim, a estratégia inicial do desenho de novos iniciadores (Primer-Blast) se
apresentou de forma efetiva, uma vez que ndo haviam dados depositados no GenBank,
de iniciadores especificos modelados a partir de regibes homologas presentes no

cromossomo 8 da Leishmania (L.) infantum JPCM5, para eventual estudo com a cepa de
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Leishmania (L.) infantum chagasi (MHOM/BR/72/BH46), contribuindo ainda para

utilizacdo em estudos futuros.

Desde o desenvolvimento da técnica de amplificacdo do DNA, por meio da
PCR (década de 80) varios estudos se realizaram de forma rapida e com alta
sensibilidade para deteccgéo e diagnostico de Leishmania em amostras bioldgicas (ROSE
et al., 2004; COLOMBO et al, 2015). Sendo, a principal ferramenta utilizada nesse
trabalho.

A amplificacdo realizada com os quatro pares de iniciadores frente as cepas
padrdo de L. (L.) infantum chagasi (MHOM/BR/72/BH46) obteve uma amplificacao
total de todos os fragmentos, no entanto, a cepa de L. (L.) donovani
(MHOM/IN/1980/DD8), nédo foi capaz de amplificar o fragmento 3 (CRO83)
demonstrando uma possivel modificacdo génica entre as espécies, provavelmente na
regido de anelamento do iniciador. Fato esse comprovado por Depledge et al. (2009),
em que apds o sequenciamento e a comparacdo de cepas mantidas em laboratério,
revelaram a presenca de um gene chamado A2, ainda com funcéo desconhecida na L.
donovani, mas quando 0 mesmo gene expressa em L. major, ocasiona uma
disseminacdo do parasito nas visceras. Diferencas de amplificacdo foram também
expressas entre cepas mantidas em linhagens estoque de laboratorios e que apos
sucessivas passagens, apresentaram mdltiplas alterac@es, que possivelmente contribuem
para o desenvolvimento de resisténcia as drogas (BEVERLY, 1991; KAZEMI, 2011;
MONDELAERS et al., 2016).

O mesmo procedimento de amplificacdo realizado para as amostras
selecionadas, sabidamente positivas para Leishmania (L.) infantum chagasi, (PCR em
tempo real), apresentaram amplificagbes com os quatro marcadores moleculares. As
amostras das cidades de Alfenas (2), Guapé (1), Juiz de Fora (10), Pogos de Caldas (1) e
Sete Lagoas (1), ndo foram selecionadas para o0 sequenciamento devido a néo
amplificacdo de um ou mais fragmentos quando utilizados os pares de iniciadores
desenhados. A ndo amplificagdo pode ser devido a diversos fatores como a baixa
qualidade e/ou quantidade de material genético nas amostras recebidas, condigdes
adversas de extracdo e/ou armazenamento, e purificacdo, que tornou inviavel a
realizacdo de testes moleculares e limitou a selecdo dessas amostras para 0 servico de

sequenciamento genético.
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Duas amostras da cidade Divinopolis (53 e 54) apresentaram amplificacdo com
todos os pares de iniciadores (Figura 17), evidenciando uma unica banda, com valores
de peso molecular, sendo compativeis com os esperados para cada par de iniciadores. A
ndo amplificagdo (Figura 17) das amostras de Governador Valadares (186 e 6351), pode
ser explicada pela baixa qualidade do material genético recebido.

A amplificacdo das amostras de Ouro Preto (580 e 595) ocorreu como 0
esperado, no entanto, os resultados do sequenciamento ndo foram satisfatorios,
apresentando sequéncias sobrepostas, necessitando de nova amplificacdo e repeticédo do
sequenciamento. De acordo com parametros avaliados para sequenciamento de amostras
da empresa Thermo Fischer- Life Technologies, problemas durante o sequenciamento,
podem ser devido a quantidade de material genético presente na amostra (excesso ou
falta), degradacdo do material genético, perda de material durante a purificacdo,
problemas durante a extragcao com Kit’s ou quantidade de fenol- cloroférmio utilizados
no protocolo, e até mesmo problemas nos sequenciadores.

Por fim, a amplificacdo das amostras de Trés Pontas (110) que gerou bons
resultados na amplificacdo, também com todos os iniciadores; e da amostra de Lavras
(128), que durante a visualizacdo da amplificacdo por meio da eletroforese em gel, ndo
evidenciou o sinal, respectivo a amplificacdo com o CRO83, podendo ser devido a
baixa quantidade de material genético ou ainda como ja dito, baixa qualidade da
amostra recebida.

Seguido das amplificacbes por PCR convencional, o sequenciamento das
amostras 53, 54, 110, 128 e cepa padrdo de L. (L.) infantum chagasi
(MHOM/BR/72/BH46), quando analisadas com os iniciadores 1, 2 e 4 obtiveram total
identidade, e ndo apresentaram nenhuma modificacdo génica. O mesmo nao ocorreu
guando a analise comparativa do sequenciamento realizada com o CRO83, das amostras
de Divinopolis (53), Lavras (128) e cepa padrdo mantida no laboratério de L. (L.)
infantum chagasi (MHOM/BR/72/BH46), as quais apresentaram modificacdes pontuais
com trocas de bases, nas posicOes 59 e 68. Estes resultados levam a supor duas
hipoteses: (i) as modificagdes foram observadas em cidades diferentes e distantes uma
da outra, mostrando que, essa cepa modificada pode ser a mesma em circulagdo em
ambas as cidades, devido a migracdo de animais domésticos infectados por Leishmania
de uma area para outra, como estudo ja descrito por Stuart et al. (2008); a outra hipotese

é que a (ii) modificagdo pode ter ocorrido de forma independente no mesmo local do
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gene em questdo devido a fatores relacionados ao mecanismo de escape ou de
resisténcia. De acordo com UBEDA et al. (2008), modificacdes assim podem levar ao
aparecimento de recombinacgdes, mutagdes, rearranjos e até mesmo delecdes, e por fim,
interferir na expressao génica, pois as repeticdes génicas, sao consideradas importantes
fontes de variacdo em diversos microorganismos, principalmente nos parasitos do
género Leishmania. Este mesmo estudo, relatou que a presenca de rearranjos em
sequéncias repetitivas de alguns genes possivelmente estd envolvida na resisténcia a

farmacos.

Em continuidade aos seus estudos em relacdo a rearranjos gendmicos,
UBEDA et al. (2014), relatou que esses rearranjos sdo processos muito dinamicos e
altamente frequentes no género Leishmania, principalmente devido a sua plasticidade
(ROBERTS, 2011), que lhe permite realizar mudancas em resposta ao ambiente e
pressdes submetidas, impedindo que o parasito se adapte as drogas utilizadas para o

tratamento.

Outro mecanismo de resisténcia a drogas, ndo observado nos resultados das
amostras sequenciadas, porém muito comumente utilizado pelas espécies de
Leishmania, é a amplificacdo génica, um fenémeno conhecido das espécies desse
parasito, que pode ocorrer em resposta a certos compostos, levando a amplificacdo de
regibes especificas do genoma (BEVERLEY, 1991; KAZEMI, 2011,
PAPADOPOULOQU, 1993). Este processo metabdlico em resposta a um composto é
capaz de aumentar o nimero de copias em 2 a 20 vezes, nas regides dos genes
envolvidos no mecanismo de resisténcia. Espécies da familia Trypanosomatidae, como
o Trypanosoma brucei, também foram testadas, em busca dessas amplificacbes como
mecanismo de resisténcia, no entanto, foram encontradas apenas sequéncias repetidas
onde rearranjos génicos podem acontecer (PATNAIK et al., 1994; WILSON et al.,
1994).

No intuito de se descobrir quais genes e modificacbes podem estar
possivelmente envolvidos nos mecanismos de resisténcia, estudos vem sendo descritos
por Croft et al. (2006) e por Gourbal et al. (2004), os quais comprovam que a resisténcia
ao antimonial em Leishmania é um fendmeno multifatorial, como por exemplo: a
diminuicdo da captacdo do farmaco, mecanismos de amplificagdo génica, mutacoes,

dentre outros, podendo contribuir para a inducéo de um fenotipo resistente. Mecanismos
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de resisténcia a antimoniais ja foram relatados envolvendo a espécie L. major, que € a
espécie de Leishmania que possui o cariotipo mais conservado (SUNDAR et al., 2000;
GHOBAKHLOO et al., 2016)

Outros genes e regides também tem sido pesquisados com intuito de se
conhecer melhor as variacdes cromossémicas e alteracbes génicas, mostrando-se Util
tanto para o diagnostico da leishmaniose, quanto para estudos epidemioldgicos (DE
SOUZA MOREIRA et al., 2016; DUJARDIN et al., 1995; NANTULYA, 1991; NATH-
CHOWDHURY et al., 2016; OBONAGA et al., 2014). Esses estudos demonstraram e
confirmaram que nas espécies de L. major, L. (L.) infantum e L. braziliensis, todos os
genes distribuidos diferencialmente sdo expressos em todos 0s estagios do ciclo de vida.
Mas esta expressdo, maior parte desses genes, codificam proteinas de funcdo ainda
desconhecida (DEPLEDGE et al., 2009; DUJARDIN et al., 1995; PEACOCK et al.,
2008), como € o caso da proteina P299, ainda com mecanismo desconhecido, porém

relacionada a resisténcia aos antimoniais (CHOUDHURY et al., 2008).

Seguindo os resultados de sequenciamento das cepas padrdo, uma
modificagcdo entre a cepa padrédo L. (L.) infantum chagasi (MHOM/BR/72/BH46) e a
cepa de Leishmania (L.) infantum JPCM5 (Tabela 3) foi bem evidenciada. Estas
mudangas na cepa BH46 mantida em laboratdrio, pode estar relacionada a sucessivas
passagens tanto em meios de cultura, como em animais de experimentacdo (hamster),
levando a alteracdes e modificacBes entre essas cepas (BEVERLY, 1991; KAZEMI,
2011; MONDELAERS et al., 2016). Essas expressivas mudancgas entre a cepa L. (L.)
infantum chagasi (MHOM/BR/72/BH46) e a cepa de Leishmania (L.) infantum JPCMD5,
podem ser ainda, intrinsecas as cepas, ou devido a intensa manipulagdo da cepa BH46

no laboratdrio, por diferentes pesquisadores e diferentes condi¢cdes de manutencéo.

Valdivia et al. (2017) evidenciaram ainda, a variacdo de espécies que estdo
relacionadas a localizacdo geografica, uma vez que em seus estudos, L. (L.)
amazonensis foram isoladas de cées, de regides endémicas do estado de Minas Gerais,
visto que, essa espécie é responsavel pela LC nas regiGes norte e nordeste do pais
(CAMARA et al., 2011). Resultados estes que nos mostram que essas variagdes entre as
diferentes espécies, vem ocorrendo e possivelmente possam estar associadas as
mudancas encontradas na espécie de L. (L.) infantum chagasi, circulante em nossa

regido.
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8 CONCLUSAO

Os novos iniciadores desenhados a partir da sequéncia da cepa Leishmania (L.)
infantum JPCMb5, foram capazes de amplificar a regido do cromossomo 8 da
Leishmania (L.) infantum chagasi (MHOM/BR/72/BH46), nas amostras recebidas,
sendo possivel a sua utilizacdo para futuros estudos comparativos na mesma regido.

Foram observadas modificacdo génicas entre as amostras quando comparados
com sequéncias da cepa padrdo de Leishmania (L.) infantum JPCM5 chromosome 8,
depositadas no GenBank, sendo as maiores modificacfes encontradas na cepa de L. (L.)
infantum chagasi (MHOM/BR/72/BH46).

Modificagcbes génicas pontuais foram também encontradas em amostras de
diferentes cidades (Divindpolis e Lavras). A amostra de Trés Pontas (110) ndo
apresentou nenhuma modificacdo em relacdo a cepa padréo.

A sequéncia amplificada do cromossomo 8 da cepa padrdo de L. (L.) infantum
chagasi (MHOM/BR/72/BH46), ser4 depositada no Genbank, uma vez, que ha

modificacdes em relacdo a outra cepa depositada.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

a)

b)

Realizar outros testes com novos pares de iniciadores j& desenhados e
solicitados, para tentar amplificar regides que ndo foram amplificadas com 0s

iniciadores desenhados neste projeto.

Utilizar a enzima de restricio Hae Il para confirmagdo das diferencas
encontradas entre as cepas L. (L.) infantum chagasi (MHOM/BR/72/BH46) e
Leishmania (L.) infantum JPCMD5, visto que o sitio de restricdo desta enzima foi

encontrada na maioria das cepas, mas ndo na BH46.

Realizar a infeccdo de dois grupos distintos de hamsters e promover o
tratamento em um grupo com dosagem inferior a recomendada, € 0 outro grupo
permanece ndo tratado. ApOs a morte natural dos animais, as respectivas cepas
serdo retiradas do bago e repassadas a outros hamster saudaveis. Este processo
sera realizado por no minimo 4 vezes, sendo ao final do experimento, as cepas
sequenciadas e comparadas. Com isso, serd possivel verificar ou ndo a
ocorréncia de mudanca de novos locais no genoma da L. (L.) infantum chagasi,

apos o estimulo do medicamento.
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250 260 270 280 290

P [PMDIPLL (IS [PEPEPIT PRI EPEVIPENY (PEPPPR [PUMPIP CPUPEG) EPIIPLL (EPUPRTY LY

AAGGCAGATGCGTAGGAGCGGCAACTACAACAATCACAGCGTGCACaacagcaac
FR796440.1 editado.seq(111>1150) — aaggcagatgcgtaggagcggcaactacaacaatcacagcgtgcacaacagcaac
consenso 53 p2.seq(1>279) —  AAGGCAGATGCGTAGGAGCGGCAACTACAACAATCACAGCGTGCAC
consenso 54 p2.seq(1>279) — AAGGCAGATGCGTAGGAGCGGCAACTACAACAATCACAGCGTGCAC
consenso 110 p2.seq(1>279) —  AAGGCAGATGCGTAGGAGCGGCAACTACAACAATCACAGCGTGCAC
consenso 128 p2.seq(2>280) —  AAGGCAGATGCGTAGGAGCGGCAACTACAACAATCACAGCGTGCAC

—

consenso

INF p2.seq(1>279)

AAGGCAGATGCGTAGGAGCGGCAACTACAACAATCACAGCGTGCAC
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PEPEPEFS PSPPI IPSPEPEPS PUPEErS EPEPTErS EPEPErErSl IPAPEPErSl EPrErarel IPArEPErS SPArErarel IPErAPErS APErEPre EPRAPEr AP BPUPEPEr EPAPEPErE EPEPSPErS SPAPEPErE PUPEPETS SPUPEPArS PAPPES APUPITA APEPEArE EPAPAAr Y

gcaactacaACAATCACAGCGTGCACAACAGCAACGTGGGCGTCGCGGAGACCTCATACGACTYGAACAGCAVCAACACGGCGGCCCAGCGCTTCGCACACAACCCCTACGCGATGCAGTA

FR796440.1 editado.seq(111>1150) = gcaactacaacaatcacagcgtgcacaacagcaacgtgggcgtcgecggagacctcatacgactcgaacagcaacaacacggcggeccagegettegecacacaaccecctacgegatgecagta
consenso 53 p3.seq(1>491) — ACAATCACAGCGTGCACAACAGCAACGTGGGCGTCGCGGAGACCTCATACGACTTGAACAGCACCAACACGGCGGCCCAGCGCTTCGCACACAACCCCTACGCGATGCAGTA
consenso 54 p3.seq(1>492) == ACAATCACAGCGTGCACAACAGCAACGTGGGCGTCGCGGAGACCTCATACGACTCGAACAGCAACAACACGGCGGCCCAGCGCTTCGCACACAACCCCTACGCGATGCAGTA
consenso 110 p3.seq(1>492) e acaatcacagcgtgcacaacagcaacgtgggcgtcgecggagacctcatacgactcgaacaGCAACAACACGGCGGCCCAGCGCTTCGCACACAACCCCTACGCGATGCAGTA
consenso 128 p3.seq(207>697) = ACAATCACAGCGTGCACAACAGCAACGTGGGCGTCGCGGAGACCTCATACGACTTGAACAGCACCAACACGGCGGCCCAGCGCTTCGCACACAACCCCTACGCGATGCAGTA
consenso INF p3.seq(15>506) = acaatcacagcgtgcacaacagcaacgtgggcgtcgcecggagacctcatacgACTCGAACAGCAGGTACGCGGGGGTATTGAGCTTCGCACACAACCCCTACGCGATGCAGTA
130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
GCGGGAACAAACACCAAAAAGAAATGAAGAAACCTATTTCGAAAAAAAAAGCAGCTTCGTGTCGAGGAGCGGAGCGTCTGGCGGATGTGCTGGAGAGGAGTTAGGTGACGCAGCTGCCTGG
FR796440.1 editado.seqg(111>1150) — gcgggaacaaacaccaaaaagaaatgaagaaacctatttcgaaaaaaaaagcagcttcgtgtcgaggagecggagecgtctggeggatgtgetggagaggagttaggtgacgcagectgectgg
consenso 53 p3.seq(1>491) p—— GCGGGAACAAACACCAAAAAGAAATGAAGAAACCTATTTCGAAAAAAAAAGCAGCTTCGTGTCGAGGAGCGGAGCGTCTGGCGGATGTGCTGGAGAGGAGTTAGGTGACGCAGCTGCCTGG
consenso 54 p3.seq(1>492) = GCGGGAACAAACACCAAAAAGAAATGAAGAAACCTATTTCGAAAAAAAAAGCAGCTTCGTGTCGAGGAGCGGAGCGTCTGGCGGATGTGCTGGAGAGGAGTTAGGTGACGCAGCTGCCTGG
consenso 110 p3.seq(1>492) = GCGGGAACAAACACCAAAAAGAAATGAAGAAACCTATTTCGAAAAAAAAAGCAGCTTCGTGTCGAGGAGCGGAGCGTCTGGCGGATGTGCTGGAGAGGAGTTAGGTGACGCAGCTGCCTGG
consenso 128 p3.seq(207>697) — GCGGGAACAAACACCAAAAAGAAATGAAGAAACCTATTTCGAAAAAAAAAGCAGCTTCGTGTCGAGGAGCGGAGCGTCTGGCGGATGTGCTGGAGAGGAGT TAGGTGACGCAGCTGCCTGG
consenso INF p3.seq(15>506) =% GCGGGAACAAACACCAAAAAGAAATGAAGAAACCTATTTCGAAAAAAAAAGCAGCTTCGTGTCGAGGAGCGGAGCGTCTGGCGGATGTGCTGGAGAGGAGTTAGGTGACGCAGCTGCCTGG
250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
soloeooloosulousoloonelovuslososlonuslousoloonslonsoloosolosesbosvelovuobonosloonelouoolooseloesolonsolovuoloseelosnslees
CGGGCGACGCCCCATACGCATGCACGGTGTCGACACACCTAAAGATGCTGCGTCCGGCACCCCTCCACACACACACACACATCTCTCACACCTGCCATTCTTCTTTTGTTTTTTGCCTTTT
FR796440.1 editado.seq(111>1150) — cgggcgacgccccatacgcatgcacggtgtcgacacacctaaagatgctgecgtecggecaccectccacacacacacacacatctctcacacctgecattettettttgttttttgectttt
consenso 53 p3.seq(1>491) = CGGGCGACGCCCCATACGCATGCACGGTGTCGACACACCTAAAGATGCTGCGTCCGGCACCCCTCCACACACACACACACATCTCTCACACCTGCCATTCTTCTTTTGTTTTTTGCCTTTT
consenso 54 p3.seq(1>492) — CGGGCGACGCCCCATACGCATGCACGGTGTCGACACACCTAAAGATGCTGCGTCCGGCACCCCTCCACACACACACACACATCTCTCACACCTGCCATTCTTCTTTTGTTTTTTGCCTTTT
consenso 110 p3.seq(1>492) — CGGGCGACGCCCCATACGCATGCACGGTGTCGACACACCTAAAGATGCTGCGTCCGGCACCCCTCCACACACACACACACATCTCTCACACCTGCCATTCTTCTTTTGTTTTTTGCCTTTT
consenso 128 p3.seq(207>697) — CGGGCGACGCCCCATACGCATGCACGGTGTCGACACACCTAAAGATGCTGCGTCCGGCACCCCTCCACACACACACACACATCTCTCACACCTGCCATTCTTCTTTTGTTTTTTGCCTTTT
consenso INF p3.seq(15>506) =g CGGGCGACGCCCCATACGCATGCACGGTGTCGACACACCTAARAGATGCTGCGTCCGGCACCCCTCCACACACACACACACATCTCTCACACCTGCCATTCTTCTTTTGTTTTTTGCCTTTT
370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480
alosasloasalosaslosaalassaloassbasaslaasaslassalasaslagaslosaslaaaslossalanasbonaalosaslossaloaasloaaslossalassaloiaslanss
TTTTTCGTTTTTTTCTCTGTGTGTGATTGCTATTATTAGTGTCGCTTTCGCTGTGGCTGCCCCCACCCACCCTCCGCCTCCCACCCTAACCCCCCCCCAAGTCTGCCCGGTACTTTCTGTT
FR796440.1 editado.seq(111>1150) — tttttegtttttttectectgtgtgtgattgectattattagtgtegetttegetgtggetgececccacccaccctecgectecccaccctaacccecceccccaagtectgececggtactttetgtt
consenso 53 p3.seq(1>491) — TTTTTCGTTTTTTTCTCTGTGTGTGATTGCTATTATTAGTGTCGCTTTCGCTGTGGCTGCCCCCACCCACCCTCCGCCTCCCACCCTAACCCCCCCCCAAGTCTGCCCGGTACTTTCTGTT
consenso 54 p3.seq(1>492) — TTTTTCGTTTTTTTCTCTGTGTGTGATTGCTATTATTAGTGTCGCTTTCGCTGTGGCTGCCCCCACCCACCCTCCGCCTCCCACCCTAACCCCCCCCCAAGTCTGCCCGGTACTTTCTgEL
consenso 110 p3.seq(1>492) = TTTTTCGTTTTTTTCTCTGTGTGTGATTGCTATTATTAGTGTCGCTTTCGCTGTGGCTGCCCCCacccaccctececgecteccaccctaacccccccccaagtetgeceggtactttetgtt
consenso 128 p3.seq(207>697) = TTTTTCGTTTTTTTCTCTGTGTGTGATTGCTATTATTAGTGTCGCTTTCGCTGTGGCTGCCCCCACCCACCCTCCGCCTCCCACCCTAACCCCCCCCCAAGTCTGCCCGGTACTTTCTGTT
consenso INF p3.seqg(15>506) — TTTTTCGTTTTTTTCTCTGTGTGTGATTGCTATTATTAGTGTCGCTTTCGCTGTGGCTGCCCCCACCCACCCTCCGCCTCCCACCCTAACCCCCCCCCAAGTCTGCCCGGTACTTTCTGTT
490 500 510
1 1 1 1 1
AGGGTACGGCGGGTATGtgggcgett
FR796440.1 editado.seq(111>1150) — agggtacggcgggtatgtgggcgcett
consenso 53 p3.seq(1>491) —  AGGGTACGGCGGGTATG
consenso 54 p3.seq(1>492) — agggtacggcgggtatg
consenso 110 p3.seq(1>492) — agggtacggcgggtatg
consenso 128 p3.seq(207>697) — AGGGTACGGCGGGTATG
consenso INF p3.seq(15>506) — AGGGTACGGCGGGTATG
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gtactttctGTTAGGGTACGGCGGGTATGTGGGCGCTTACCATATATATATATATATTTGTGTGTGTATGTGTATGTGTGCTGT TCTTACGTGGATGTCTATGGAGAGTTTATAAAAGGTTT

FR796440.1 editado.seq(26>1587) — gtactttctgttagggtacggcgggtatgtgggegettaccatatatatatatatatttgtgtgtgtatgtgtatgtgtgetgttcettacgtggatgtctatggagagtttataaaaggttt
consenso 53 pd.seq(1>190) — GTTAGGGTACGGCGGGTATGTGGGCGCTTACCATATATATATATATATTTGTGTGTGTATGTGTATGTGTGCTGT TCTTACGTGGATGTCTATGGAGAGTTTATAAAAGGTTT
consenso 54 p4.seq(1>190) - GTTAGGGTACGGCGGGTATGTGGGCGCTTACCATATATATATATATATTTGTGTGTGTATGTGTATGTGTGCTGTTCTTACGTGGATGTCTATGGAGAGTTTATAAAAGGTTT
consenso 110 p4.seq(1>190) — GTTAGGGTACGGCGGGTATGTGGGCGCTTACCATATATATATATATAT TTGTGTGTGTATGTGTATGTGTGCTGTTCTTACGTGGATGTCTATGGAGAGTTTATAAAAGGTTT
consenso 128 pd.seq(15>204) = gttagggtacggcgggtatgtgggcgettaccatatatatatatatat ttGTGTGTGTATGTGTATGTGTGCTGTTCTTACGTGGATGTCTATGGAGAGT TTATAARAGGTTT
consenso INF pd.seq(1>190) =" GTTAGGGTACGGCGGGTATGTGGGCGCTTACCATATATATATATATATTTGTGTGTGTATGTGTATGTGTGCTGT TCTTACGTGGATGTCTATGGAGAGT TTATAARAGGTTT
130 140 150 160 170 180 190 200

M PP P PP A P P S PR TEE P PR P P PR P DTS ST Fue

GTTTTCGCGACCGCGTGCTCTGCTGTTGTTGCTGTTGATATCGCGGCTGTGTGGTGGCTTCTCTCTCGGGTTGCCTGatttttttt
FR796440.1 editado.seq(26>1587) — gttttcgcgaccgegtgctetgetgttgttgetgttgatategeggetgtgtggtggettetetetegggttgectgatttttttt
consenso 53 p4.seq(1>190) — GTTTTCGCGACCGCGTGCTCTGCTGTTGTTGCTGTTGATATCGCGGCTGTGTGGTGGCTTCTCTCTCGGGTTGCCTG
consenso 54 p4.seq(1>190) — GTTTTCGCGACCGCGTGCTCTGCTGTTGTTGCTGTTGATATCGCGGCTGTGTGGTGGCTTCTCTCTCGGGTTGCCTG
consenso 110 p4.seq(1>190) - GTTTTCGCGACCGCGTGCTCTGCTGTTGTTGCTGTTGATATCGCGGCTGTGTGGTGGCTTCTCTCTCGGGTTGCCTG
consenso 128 p4.seq(15>204) —  GTTTTCGCGACCGCGTGCTCTGCTGTTGTTGCTGTTGATATCGCGGCTGTGTGGTGGCTTCTCTCTCGGGTTGCCTG

—_—

consenso

INF pd.seq(1>190)

GTTTTCGCGACCGCGTGCTCTGCTGTTGTTGCTGTTGATATCGCGGCTGTGTGGTGGCTTCTCTCTCGGGTTGCCTG
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