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RESUMO

Os protozoarios do género Leishmania, da familia Trypanosomatidae,
possuem grande notoriedade por serem o0s agentes patogénicos da leishmaniose,
parasitose que possui ampla distribuicdo em diversas regides tropicais e subtropicais
do Novo e Velho Mundo. O ciclo de vida desse parasita inclui dois hospedeiros: um
vertebrado (predominantemente mamifero) e um inseto vetor da familia
Psychodidae, do género Lutzomiya, no continente americano. As espécies de
Leishmania sdo naturalmente transmitidas no ambiente silvestre para vertebrados
através da picada de vetores especificos de Lutzomyia. Estudos anteriores
demostram que o gene que codifica a quitinase € especifico para as espécies que
compdem o0 género Leishmania e permite assim, a identificacdo do parasita através
da PCR. A investigacdo da quitinase codificada por um gene de coépia Unica
altamente conservado entre as espécies de Leishmania, tem potencial para gerar
informacdes inéditas para um melhor entendimento da relacdo filogenética das
espécies desse grupo. Portanto, o gene da quitinase de seis espécies endémicas da
América Latina foi caracterizado. As amostras usadas no estudo foram obtidas da
colecdo de Leishmania da Fundacao Instituto Oswaldo Cruz - RJ. As espécies de
referéncia de L. lainsoni, L. guyanensis, L.naifi, L. shawi, L. hertigi e L. equatoriensis
foram mantidas em meio de cultura. As culturas em crescimento exponenciais foram
centrifugadas e usadas para extracdo de DNA. Usando oligonucleotideos
complementares as regifes conservadas do gene gque codifica a quitinase do género
Leishmania, foi amplificado um fragmento de PCR, que posteriormente foi clonado
em vetor e submetido ao sequenciamento. ApGs andlise do sequenciamento dos
clones, foram obtidas seis sequéncias distintas da quitinase correspondente a cada
espécie de Leishmania incluida no estudo, que foram caracterizadas e utilizadas
para verificar sua validade na reconstrucao filogenética do grupo. As espécies do
subgénero Viannia (com exce¢do da L.equatoriensis) permaneceram como um
grupo natural, enquanto que a L. hertigi ficou posicionada como grupo externo ao
género. A L. equatoriensis permaneceu no género, porém, outros estudos
demonstram que essa espécie seja pertencente a Endotrypanum, o que demonstra

a necessidade de mais dados para determinar sua classificagéo filogenética.

Palavras-Chave : Leishmaniose, Leishmania, sequenciamento, quitinase



ABSTRACT

The protozoans from Leishmania genus, of the Trypanosomatidae family,
possess a great notoriety for being the leishmaniasis etiological agent, a parasitosis
with a wide distribution in several tropical and subtropical regions of the New and Old
World. The parasite’s life cycle includes two hosts: a vertebrate (predominantly
mammal) and an insect vector from the Psychodidae family and Lutzomiya genus in
the American continent. Leishmania species are naturally transmitted in wild
environment to mammals through specific Lutzomyia vectors bite. Previous studies
showed that the chitinase is encoded by a single copy gene and it's specific for the
species that compose the Leishmania genus and thus, allow the parasite
identification through PCR, and has the potential to generate unprecedented
information for a better understanding of the phylogenetic relationshipa among the
species in this group. Therefore, the chitinase gene of six species endemic to Latin
America was characterized. The samples used in this study were obtained from the
Fundacao Instituto Oswaldo Cruz Leishmania collection - RJ. The L. lainsoni, L.
guyanensis, L.naifi, L. shawi, L. hertigi and L. equatoriensis reference species were
maintained in culture media. Exponential growth cultures were centrifuged and used
for DNA extraction. By using complementary oligonucleotides to the Leishmania
chitinase enconding gene conserved regions, a fragment from DNA of the species
included in the study was amplified by PCR, cloned to a vector and submitted to
sequencing. After sequence analysis of the fragments corresponding to the chitinase
encoding gene of the six different Leishmania species included in this study, they
were characterized and used in order to validate its use for Leishmania genus
phylogenetic reconstruction. The species belonging to the Viannia subgenus (with L.
equatoriensis being the exception) remained as a natural group, meanwhile L. hertigi
was positioned as external group to the genus. L. equatoriensis remained in the
genus, however, other studies showed that this species actually belongs to
Endotrypanum, therefore more data is necessary to determine its phylogenetic

classification.
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INTRODUCAO

A leishmaniose ou leishmaniase é um conjunto de doencas que afetam
algumas regibes tropicais e subtropicais do Velho e Novo Mundo. E causada pelo
diverso grupo de protozoarios flagelados parasitas de maioria zoonética da familia
Trypanosomatidae do género Leishmania e transmitida pelos insetos vetores da
familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae e género Lutzomyia nas Américas
(ASHFORD, 2000). Essas doencas afetam o sistema fagocitico mononuclear e
podem se manifestar em trés formas distintas: leishmaniose cutanea, leishmaniose
mucocutanea e leishmaniose visceral. Considerando ambas as cutdneas e
mucocutaneas em somente um grupo, podem também ser apenas classificadas
como leishmaniose tegumentar e leishmaniose visceral.

Cada espécie de Leishmania possui um ciclo de vida proprio em que ha a
participacdo de hospedeiros vertebrados e vetores flebotomineos em determinadas
areas geograficas (GRIMALDI; TESH, 1993). Pertencentes a classe Kinetoplastida,
estes parasitas apresentam duas formas em seu ciclo de vida: a forma amastigota
guando é encontrado em hospedeiros vertebrados e a forma promastigota flagelada
guando é encontrado no intestino de flebotomineos.

De acordo com a localidade em que ocorre a fase de desenvolvimento no
intestino do vetor, estes foram agrupados em dois subgéneros denominados
Viannia e Leishmania (LAINSON, 2010). Esse estudo inclui cinco espécies do
subgénero Viannia (Leishmania guyanensis, Leishmania naiffi, Leishmania lainsoni,
Leishmania shawi e Leishmania equatoriensis) e uma classificada no subgénero
Leishmania (Leishmania hertigi).

Entre os genes de coépia Unica no genoma das espécies de Leishmania, a
quitinase possui uma grande relevancia, pois é indispensavel para o ciclo de vida
desses parasitas. Essa enzima é a responsavel pela liberacdo das formas
promastigotas do parasita apos a digestdo da matriz peritrofica, composta de quitina,
que inicialmente engloba o sangue ingerido fornecendo a protecdo necesséria para
as formas amastigotas contra o sistema digestivo do flebotomineo, permitindo a
diferenciacdo das mesmas (PIMENTA et al., 1997). Outros estudos ja indicavam que
a gquitinase também poderia ser responsavel por facilitar a infeccdo parasitaria, a

sobrevivéncia dos parasitas nos vetores e a transmissdo para os hospedeiros



mamiferos (SCHLEIN, JACOBSON et al. 1991; SCHLEIN et al. 1992). Em 1998, foi
identificado pela primeira vez, o gene que codifica a quitinase em L. donovani, Ld
Chtl (Genbank: AF009354.1) (SHAKARIAN; DWYER, 1998) e a continuacao desse
trabalho mostrou que esse gene apresenta um alto nivel de conservacao em uma
mesma espécie de Leishmania (SHAKARIAN; DWYER, 2000). Em 2005 foi
caracterizada a quitinase (AAT42197.1) da L. mexicana, agrupando-a na familia
hidrolase-glicosil 18 e comprovando sua atividade extracelular pela confirmacéao da
presenca de peptideo sinal na sua sequéncia génica codificadora, LmexChtl
(GenBank AY572789.1) (JOSHI et al., 2005). Em 2008, um estudo confirmou que a
quitinase € essencial para a sobrevivéncia e capacidade de infeccdo do parasita no
hospedeiro mamifero (ROGERS et al., 2008). Outro estudo, em 2009, sugeriu que
as quitinases que sao produzidas pelos protozoarios do género Plasmodium tem o
potencial de serem alvos de bloqueio de transmissdo da malaria que o mesmo
causa (TAKEO et al., 2009), mostrando assim a relevancia que a quitinase possui no
ciclo de vida dos protozoarios patogénicos e levantando novas possibilidades de
estudo da quitinase em Leishmania.

As Leishmania incluidas nesse estudo sdo a L. guyanensis, L.nalifi, L. lainsoni,
L. shawi, L. hertigi e L. equatoriensis. Maiores detalhes de cada uma dessas

espécies sdo abordados a seguir.

1. Leishmania Viannia guyanensis

Esta espécie é altamente presente nas areas que englobam a Guiana
Francesa, Guiana, Suriname e 0s estados brasileiros do norte que fazem fronteira
com esses paises (ROTUREAU et al., 2006).

A leishmaniose que esta espécie causa € conhecida popularmente na Guiana
Francesa como “pians-bois”, “bosch-yaws” no Suriname ou “pid das florestas” no
Brasil e predominantemente causa lesbes cutédneas ulcerosas (MARZOCHI;
MARZOCHI, 1994) . Além do homem, os principais hospedeiros vertebrados para
essa espécie sdo os mamiferos da ordem Edentata (principalmente o bicho -
preguica da espécie Choloepus didactylus e o tamandua da espécie Tamandua
tetradactyla) e também os marsupiais da ordem Didelphis. Seu vetor transmissor
principal é o flebotomineo Lutzomyia umbratilis (LAINSON et al., 1994).

A alta prevaléncia de L. guyanensis em certas areas, ocorre devido a

proximidade das habitacbes humanas a florestas, onde o0s insetos vetores séo



atraidos pelas luzes das casas durante a noite, tornando o homem um potencial alvo
de picadas do mosquito e por consequéncia, ser infectado pelo parasita (RANGEL,;
LAINSON, 2009). Um estudo que monitorou a ocorréncia de leishmaniose por L.
guyanensis em um vilarejo na Guiana Francesa chegou as mesmas conclusoes,
apos observarem que a transmissdo da doenca cessou apos um desflorestamento
de 400 — 500 m em torno da comunidade (ESTERRE et al., 1986). Para um maior
controle da leishmaniose nas areas de maior incidéncia do parasita, um método de

diagndéstico com alta especificidade pode se mostrar muito Util.

2. Leishmania Viannia naiffi

Esta espécie foi descrita primeiramente ap0s serem isoladas de tatus da
espécie Dasypus novemcinctus no estado do Para (LAINSON; SHAW, 1989). A
regido de endemia do parasita sdo as areas de floresta amazonica dos estados do
Para, Rondbnia e Amazonas (NAIFF et al., 1991), porém, h& registro de casos fora
dessas areas, como no Suriname (VAN THIEL et al., 2010).

Além do homem, os principais hospedeiros vertebrados sdo os ja
mencionados tatus (D. novemcinctus) e os vetores sao os flebotomineos das
espécies Lutzomyia Psychodopygus paraensis, Lutzomyia Psychodopygus ayrozai e
Lutzomyia Psychodopygus squamiventris (LAINSON et al., 1994).

A L. naiffi € raramente encontrada no homem e as lesdes causadas por sua
leishmaniose sdo geralmente benignas, Unicas e pequenas, localizadas nos bracos,
maos e pernas (NAIFF et al., 1991). Ao mesmo tempo, estudos mostraram que em
hamsters, esse patdégeno causa lesdes praticamente imperceptiveis (LAINSON;
SHAW, 1989). As lesdes causadas sdo de cura espontanea relativamente alta e em
alguns casos nem chegam a apresentar sintomas visiveis. Além disso, por circular
em areas que sdo comuns a outras espécies de Leishmania, alguns estudos
sugerem que a real distribuicdo da L. naiffi na regido de endemia é subestimada
(FAGUNDES-SILVA et al., 2015).

3. Leishmania Viannia lainsoni

Essa espécie do parasita foi descrita pela primeira vez apos terem sido
isoladas de pacientes humanos de diferentes localidades do estado do Para
(SILVEIRA et al., 1987). Sua distribuicdo geografica abrange as regides de floresta
amazonica do Brasil nos estados do Para, Amapa e Rondonia (SILVEIRA et al.,
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1987, 1991), na regidao sub-andina do Peru (LUCAS et al., 1994) e na Bolivia
(BASTRENTA et al.,, 2002). No Brasil, além do homem, o principal hospedeiro
mamifero € a paca Agouti paca da ordem dos Rodentia e seu vetor inseto € o
flebotomineo da espécie Lutzomyia ubiquitalis (SILVEIRA et al., 1991).

A leishmaniose em humanos causada por L. lainsoni possui uma baixa
frequéncia, e quando ocorre acarreta em lesdes ulcerosas cutaneas unicas.
(SILVEIRA et al., 1987). O vetor desse parasito ndo possui um comportamento muito
antropofilico, o que explicaria a infeccdo no homem por esse parasita ser mais
incomum, porém conforme houver a tendéncia de expansdo de areas de habitacéo
para as florestas e regifes de habitat do flebotomineo, a chance de que a L. lainsoni
se torne um parasita mais frequente em humanos pode aumentar (CORREA;
BRAZIL; SOARES, 2005).

4. Leishmania Viannia shawi

Descrito pela primeira vez em 1989 a partir de isolados de duas espécies de
macacos (Cebus apella e Chiropotes satanas), duas de bicho-preguica (Choloepus
didactylus e Bradypus tridactylus) e uma de Procyonidae (Nasua nasua) (LAINSON
et al., 1989).

Sua distribuicdo geografica abrange os locais de floresta amazbnica no
estado do Para e arredores proximos (LAINSON, 2010). Seu vetor, o flebotomineo
Lutzomyia whitmani, € a mesma espécie que transmite a Leishmania braziliensis no
estado da Bahia, entretanto, o segundo possui o diferencial de ser altamente
antropofilico e de ser normalmente encontrado em casas, enquanto que o primeiro
possui como habitat ambientes mais silvestres e raramente pica o homem (RANGEL
et al., 1996). Essa diferenca em comportamento sugere que o vetor de L. shawi seja
na realidade parte de um complexo de Lu. whitmani, porém seriam necessarios mais
dados para se chegar a essa conclusédo (LAINSON, 2010; READY et al., 1997).

A leishmaniose que a L. shawi causa em humanos € do tipo cutanea,
normalmente, acarretando em lesGes Unicas, porém ja foi observado devido a
metastase, casos em que houve a apresentacdo de lesbes multiplas (LAINSON,
2010).

5. Leishmania Leishmania hertigi

Descrita pela primeira vez em isolados de uma espécie de porco - espinho
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(Coendou rothschildi) no Panaméa (HERRER, 1971), esta espécie possui distribuicdo
nas regides de floresta tropical do Panama e Costa Rica. Seu vetor € desconhecido,
porém pode-se inferir que ele se encontra nas mesmas localidades que o seu
hospedeiro vertebrado, que vive em tocas de arvores ocas (NOYES et al., 1997). A
infeccdo em seu hospedeiro conhecido € assintomatica e ndo ha registros de
infeccdo em humanos, que pode ser por incapacidade do parasita afetar humanos
ou porque seu vetor desconhecido ndo ser antropofilico (LAINSON, 2010).

Esta espécie, Unica pertencente ao subgénero Leishmania deste estudo, é
alvo de discusséo desde 1997 em relacdo a sua classificacdo taxonémica devido a
analises moleculares, como sequéncias de genes conservados que mostram que
essa espécie pode pertencer na verdade ao género Endotrypanum, que faz parte da
mesma familia que Leishmania, os Trypanosomatidae (MARCILI et al., 2014;
MOMEN; CUPOLILLO, 2000; NOYES et al., 1997).

6. Leishmania Viannia equatoriensis

Descrito em 1992 a partir de isolados de uma espécie de esquilo (Sciurus
granatensis) e de bicho - preguica (Choloepus hoffmanni) (GRIMALDI JUNIOR et al.,
1992), o que se sabe sobre esta espécie é que sua distribuicdo geografica limita-se
a costa do Equador e que seu vetor é o flebotomineo Lutzomiya hartmanni
(LAINSON, 2010). No periodo em que foi descoberta néo foi encontrado nenhuma
infeccdo humana, porém, um estudo encontrou dois isolados humanos de pacientes
diagnosticados com leishmaniose cutanea contendo L. equatoriensis, 0 que sugere
uma capacidade de infectar o homem (RAMIREZ et al., 2016). Entretanto, como o
préprio artigo alerta, ha dados moleculares que sugerem a necessidade de uma
revisdo da classificacdo filogenética desta espécie, que assim como L. hertigi,

poderia ser incluida no género Endotrypanum (MARCILI et al., 2014).

Um marcador molecular que permita um desenvolvimento de diagndsticos
especifico e sensivel pode auxiliar no controle das leishmanioses causadas por
essas espécies. Alem disso, esse mesmo marcador pode ter potencial para trazer
dados significativos para a reconstrucdo da filogenia desse grupo. E possivel que a
guitinase seja uma boa candidata para ser esse marcador, portanto, esse projeto
teve por objetivo a obtencdo da sequéncia do gene que codifica a quitinase de L.

guyanensis, L. lainsoni, L. naiffi, L. shawi, L. hertigi e L. equatoriensis.
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METODOLOGIA

1. Amostras das espécies Leishmania

As amostras de referéncia de Leishmania utilizadas no estudo foram obtidas
da colecdo de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz do Laboratério de Referéncia
Nacional para Tipagem de Leishmania, Laboratério de Pesquisa em Leishmaniose,
Instituto Oswaldo Cruz, Fundacdo Oswaldo Cruz, Ministério da Saude. As culturas
de Leishmania referéncia das espécies L. guyanensis, L. naiffi. L. shawi, L.
equatoriensis, L.hertigie e L. lainsoni, foram mantidas em meio de cultura M199 e as
culturas em crescimento exponencial foram centrifugadas e utilizadas para extracao
de DNA..

2. Extracédo e quantificacdo de acidos nucléicos

Para obtencdo de DNA das amostras das culturas de parasitas L.
guyanensis, L. naiffi, L. shawi, L. equatoriensis, L.hertigi e L. lainsoni, foi utilizado
DNeasy® Blood & Tissue Kit (QIAGEN®, Valencia, CA, USA) segundo instrucdes do
fornecedor. A quantificacdo e a determinacdo da qualidade do DNA de cada uma
das amostras foram obtidas apos eletroforese em gel de agarose a 1% das amostras
de DNA coradas com GelRed (Biotiun — Uniscience). A quantificagdo de DNA foi
feita com utilizacdo do marcador de massa Low Mass Ladder da Invitrogen como

padrao.

3. Obtencdo do gene que codifica a quitinase das espécies de Leishmania
incluidas no estudo

A obtencdo da sequéncia que codifica 0 gene da quitinase de L.
guyanensis, L. naiffi. L. shawi, L. equatoriensis, L.hertigi e L. lainsoni foi feita por
PCR com oligonucleotideos complementares a regides conservadas do gene que
codifica a quitinase das espécies de Leishmania e que permitem a amplificacdo de
um fragmento especifico de 958pb (Tabela 1). Os fragmentos de PCR das amostras

positivas para o gene que codifica a quitinase de L. guyanensis, L. naiffi. L. shawi, L.
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equatoriensis, L.hertigi e L. lainsoni, foram purificados e submetidos a clonagem em
vetor pGEM-T (Promega).

Tabela 1 — Descricdo dos oligonucleotideos utilizados no estudo

Nome Sequencia (5°-3’) Condi¢cdes | Especificidade | Amplicon
LChit_22 94°C 3'/40x
GTTCM*ACTACGAGGCCTTCTTCAA .
4F 94°C 30”-
64°C 30"- | Leishmania sp 958pb
L. Chit 0 m
CAGATCATTATCCCAGACAAGTT 72°C307/72
1182R oc 7
M13F CCCAGTCACGACGTTGTAAAA 94°C 3'/40x
94°C 30"-
o Inserto
55°C 30”- Vetor pGEM-t
MI3R | AGCGGATAACAATTTCACACAGG 220G +100pb
1/72°C 7
*AouT

4. Clonagem e sequenciamento do produto de PCR do gene que codifica a
quitinase

Os produtos amplificados por meio da PCR foram ligados pela afinidade AT
ao plasmideo pGEM-T (Promega) e posteriormente transformados em bactérias
Mach T1; os clones transformantes (selecionados por miniscreen de acordo com
Sambrook et al., 1989 e digestdes com enzima Eco RI), foram sequenciados
utilizando-se BigDye 3.1 Terminator Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer) em
sequenciador automatico ABI 310, com utilizacdo dos oligonucleotideos M13F e
M13R, presentes no vetor pGEM-T (Tabela 1).

5. Verificagdo de homologia das sequéncias obtidas com sequéncias de
guitinase ja descritas

As sequéncias de cada um dos clones selecionados foram utilizadas para
comparacdo com as sequéncias disponiveis no banco de dados do GenBank
(http:www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast), utilizando o programa BLAST (ALTSCHUL et al.,
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1990). Em ambas as fitas foi realizada a verificagcdo de homologia com sequéncias

de quitinase de outras espécies de Leishmania ja descritas.

6. Alinhamento, construcado de sequéncias-consenso, traducao e construcéo
de arvores filogenéticas

As sequéncias dos clones de cada espécie que mostraram homologia foram
selecionadas, alinhadas e sequéncias-consenso foram obtidas para cada espécie
através do médulo SeqBuilder. Foi feita a traducdo pelo mddulo Editseq e o
alinhamento e arvores filogenéticas pelo Megalign, todos do pacote de softwares
Lasergene 7 da DNASTAR.



15

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apés realizar testes com diferentes temperaturas de associacdo em reacao
de PCR com os oligos que amplificam o gene que codifica a quitinase de espécies
de Leishmania, foram obtidos fragmentos de tamanho esperado, com
aproximadamente 1 Kb, para as 6 espécies de Leishmania incluidas no estudo. Os
fragmentos foram purificados e utilizados para clonagem em vetor pGEM-T. Apos
andlise por PCR com os oligos M13F e M13R de diferentes col6nias de bactérias
resistentes a ampicilina, de cada uma das espécies de Leishmania, foram
selecionados clones recombinantes, os quais foram submetidos ao sequenciamento
(Figura 1):

G1 G3 N4 N7 NI10 S3 S4 S6 H2 H8 H11 H12 H14 H17 E3 E10 L3 LS5

1500pb

L8 L9 E61 E62 E63 E81 E82 E83 C-

1500pb

Figura 1 - Eletroforese com gel de agarose 1% da PCR dos clones com oligos M13 e
purificados. M - Marcador 1kb, G: L. guyanensis, N: L. naiffi, L: L. lainsoni, S: L. shawi, H: L.
hertigi, E: L. equatoriensis, C-: Controle negativo. Amostras N10, H17 e L5 foram descartadas.

Através do sequenciamento pelo método de Sanger, foram obtidas
sequéncias que, para verificagdo de homologia com outras quitinases de Leishmania
ja disponiveis no Genbank, foram submetidas a ferramenta BLAST. Posteriormente,
cada sequéncia foi conferida nas duas fitas e foi feito um consenso para cada clone
utilizando o software SeqBuilder do Lasergene. Ao final, foram obtidas seis
sequéncias de nucleotideos referentes a cada espécie incluida no estudo que
também foram traduzidas utilizando o software Editseq também do Lasergene. As
sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos estao disponiveis na secao ANEXO.

As sequéncias obtidas neste trabalho sdo um consenso do resultado do



16

sequenciamento de diferentes clones em pGEM-T de cada um dos produtos de PCR
obtidos com os oligos LChit224F e LChit1182R (Tabela 1). Ao alinha-las com
sequéncias de quitinase de outras espécies de Leishmania e organismos mais
distantes disponiveis no banco de dados, pode-se obter duas arvores filogenéticas
pelo método de distancia: uma por substituicdo de nucleotideos (Figura 2) e outra

por substituicdo de aminoé&cidos (Figura 3).

donovani
infantum-chagasi
major Leishmania
amazonensis
mexicana -
equatonensis
hertigi

shaw
braziliensis
guyanensis
pPanamensis
naiffi

lainsoni -
Leptomonas seymon
Angomonas deanei
Bodo Saltans

Viannia

|l i

431

T T T T T T T T 1

40 35 30 25 20 15 10 5§ 0
MNucleotide Substitutions (x100)

Figura 2 — Arvore filogenética de substituicdo de nucleotideos do gene que codifica a quitinase

em Leishmania e grupos externos

donovani
infantum-chagasi
major Leishmania
amazonensis
mexicana -
equatonensis
shawi
braziliensis
gquyanansis
panamensis
naiffi

lainsoni -
herigi
Leptomonas seymor
Angomonas deanei
Bodo Saltans

Vianma

-rrecrccEcrEEer

682

T L T L] L L 1

60 50 40 30 20 10
Amino Acid Substitutions (x100)

=

Figura 3 — Arvore filogenética de substituicdo de aminoéacidos da tradug&o do gene que

codifica a quitinase em Leishmania e grupos externos
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Com o uso da ferramenta BLAST, foi possivel verificar que todas as espécies
incluidas no estudo possuem identidade propria, pois suas sequéncias ndo sdo
idénticas as de nenhuma outra espécie disponiveis no banco de dados.

E possivel notar através das &rvores contruidas com base na quitinase
(Figuras 2 e 3), que as espécies do subgénero Viannia permanecem como um grupo
natural, com a L. shawi mais proxima a L. braziliensis, compartilhando um ancestral
em comum com L. guyanensis e L. panamensis que sdo mais proximas entre si, a L.
naiffi mais basal em relacdo a essas quatro anteriores e a L. lainsoni sendo a mais
basal de todo este subgénero. Essas relacdes filogenéticas sdo condizentes a
biogeografia destas espécies. Considerando que a L. panamensis possui uma
distribuicdo geografica que abrange alguns paises ao sul da América Central
continental (Panama, Costa Rica, Honduras) e compartilha as regides ao norte do rio
Amazonas com a L. guyanensis (LAINSON, 2010), é coerente que elas sejam as
mais proximas entre si, possuindo um ancestral em comum. No caso da L. shawi e
L. braziliensis, ambas sdo encontradas em diversas areas da floresta amazonica,
mas com maior concentracéo no estado do Para (LAINSON, 2010), o que €é coerente
com a relacéo evolutiva que as duas demonstraram com os dados deste estudo. A
L. naiffi, por possuir caracteristicas mais primitivas, é considerada mais basal que as
quatro espécies anteriores, fato que se repete ao utilizarmos a quitinase como
critério. Por fim, a L. lainsoni possui muitas caracteristicas que sao comuns ao
subgénero Leishmania (SILVEIRA et al., 1987; CORREA et al., 2005; FERNANDEZ
et al.,, 1995; ERESH et al., 1995), sendo entdo considerada como a espécie mais
basal do subgénero Viannia. Portanto, assim como a L. naiffi, sua posi¢éo na arvore
filogenética de Viannia como tendo origens mais baisais, € confirmada com o uso da
quitinase como critério. Esses dados séo condizentes ao que se encontra em outros
trabalhos de filogenia utilizando outros marcadores moleculares (CUPOLILLO et al.,
2000; MARCILI et al., 2014; POTHIRAT et al., 2014).

Apesar da L. equatoriensis e a L. hertigi estarem historicamente incluidas nos
subgéneros Viannia e Leishmania respectivamente, ha diversos estudos que
sugerem uma revisdo dessas classificacbes, pois 0os dados apontam que essas
espécies sdo na verdade pertencentes ao género Endotrypanum, que por sua vez é
grupo-irmao de Leishmania. Neste estudo, ao observarmos as arvores filogenéticas

construidas, podemos perceber que ha uma discrepancia da posicao dessas duas
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espécies com relacdo ao critério adotado. Se for utilizado a substituicdo de
nucleotideos (Figura 2), tanto a L. hertigi quanto a L. equatoriensis se encontram
posicionadas como grupo externo do subgénero Leishmania, mas ainda dentro do
género. No caso da arvore em que a substituicdo de aminoacidos foi utilizada como
critério (Figura 3), a L. hertigi se torna grupo externo ao género, enquanto que a L.
eguatoriensis mantém sua condicédo de grupo mais basal do subgénero Leishmania.

Essa diferenca entre as arvores construidas pode ser explicada devido as
substituices sindnimas, ou seja, substituicbes de nucleotideos que ndo alteram o
aminoacido traduzido. Para testar essa hipotese foram alinhadas as duas
sequéncias de nucleotideos e aminoacidos da L. hertigi e L. equatoriensis, as
substituicbes encontradas destacadas e diferenciadas em sindnimas e nao-

sinbnimas (Figuras 4 e 5).
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Figura 4 - Alinhamento das sequéncias de nucleotideos que codifica a quitinase em L. hertigi

e L. equatoriensis. Em verde estdo destacadas as substituicdes sindnimas e em vermelho as

nao-sinbnimas
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Figura 5 - Sequéncia de aminoacidos obtidas ap0s tradugao da sequéncia de nucleotideos do

gene que codifica a quitinase em L. hertigi e L. equatoriensis. Em verde os aminoé&cidos cujo

codons sofreram substituicdo sinénima e em vermelho os que sofreram substituicdo néo-

sinbnima

Ao observar esses alinhamentos, pode-se observar

gque houve 69

substituicbes sinbnimas e 84 substituicbes nao-sindbnimas (resultando em 57



23

aminoacidos substituidos). Portanto, pode-se afirmar que sim, a diferenca entre as
arvores filogenéticas obtidas foram devido & muitas alteragfes de nucleotideos de
forma sindnima, o que acabou diferenciando a posi¢cdo dessas duas espécies nos
dois tipos de arvores. Devido aos dados da literatura e que substituicbes néo-
sinbnimas sao as que podem causar as altera¢des funcionais na proteina, que por
sua vez podem levar a especia¢gdo, 0 mais provavel é que a arvore de substituicdo
de aminodcidos seja a mais préxima da relagdo filogenética verdadeira das
Leishmania utilizadas no estudo.

Percebe-se também que ao observar os nés mais basais das arvores, os
taxons mais externos a Leishmania como os da mesma familia Trypanosomatidae
(Leptomonas seymori e Angomonas deanei) e o de mesma classe Kinetoplastida
(Bodo saltans), que a quitinase € um 6timo marcador molecular por ter alto grau de
conservacao e especificidade em todo esse grupo de organismos.

Com a realizacdo deste trabalho, foi possivel obter seis sequéncias inéditas
do gene que codifica a quitinase em espécies de Leishmania. A informacéo
adquirida com estas sequéncias permitem aplicacées que variam desde construcéo
de oligonucleotideos para diagndstico molecular especifico de leishmaniose até a
reconstrucdo da filogenia de Leishmania. Por seu alto grau de conservacdo e
especificidade, a quitinase pode possuir potencial para 0 uso em taxons mais basais
da familia dos tripanosomatideos, o que abre novas possibilidades para futuros

estudos.
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ANEXO

1. Sequéncias de nucleotideos dos clones construidas por consenso

1.1 - Leishmania guyanensis

AGACGGCGAGTGEGCCCECATCCGLCOECTEGCAGACCTECACGETGCGRAGCTGATGCTCTGCATTGETGETGETGGCCGCAGCTCCGE

TCTGCCECTCACCCEGGLGTAGGCGECCERCCETCTGRACGTGCCACGCTTCEACTACGAGACGTAACCACCACCACCEGCETCGAGRLC
R R R ¥ G P H P P A G R P A R CE A DA L HWWMWWP Q L R
bp 6 EW AR I R R L & D L HG A KL M L CI GGG G R 5 5 G
K T A § G P A 5 A G WQ T CT V R § c s A& L v v Vv A A A P

GITTTCGGACCTCGTCGEGEACCCGETECGECEGCTATCGTTTATTCAGCAGETGAATGCEGETGCTGCTCGACGCGAGAGCTCGACGGTAT

CARRAGCCTGGAGCAGCCCCTGGGCCACGCCGCCGATAGCARAATAACTCCTCCACTTACGCCACGACGACTGCGCTCTCGAGCTGCCATA
v F G P R R G P G A A A | Vv ¥ . G G E C G A A D A R A R R Y
F §$ D L VvV G D P V¥V R R L § F I E E V N A V L L T R E L D G |
G F R T 5 5 6 TR CGG Y R L L R R M R C C . R E 5 5 T V

CeACTTCALCTGGGAGTATCCGCAGACAATCACT GAGTEETTGAACTTTEECCGCTTCCTACTGGAGCTCCEETCTACCCTIGEGCTATGC

GCTGARGTTGACCCTCATAGGCGTCTGTTACTGACTCACCAACTTGARACCGECCARGEATGACCTCCGAGGCCAGATGEGACCCGATACG
R L @ L G Vv 5§ A D N D v VvV E L WP L P T G A P V ¥ P G L C

s T 5 1T 66 S5 I R R@G@ . L S G . T L A A S5 ¥Y WS5 5 G L P W A M

TCCCGCTGTAGGAAGAGARCACGCAGCTGGACTGATCGETGAGCGGCACCACCGCACCCGAGTGCGECGCECCEGTCTTIGTCCATGECCCT

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
AGGECGACATCCTTCTCTTGTGCGTCOACCTGACTAGCCACTCGCCETGETGECGTEEECTCACGCCGCELGECAGRLACAGGTACCGREGA
$s R C R K R T R S WTDR . A A P P HUP S5 A AR R L V HG P

P AV G R EH A A G L I G E R HHRT RV RERR AWV L 5 M A L
L P L . E E NTQ LD . SV § 66 T T A P ECGAU®P S C P WP

CCATCCCCATTCGTCTATTGCAGCTETACTGCAGTCCGCTCEAGTGCTTCECTCECTCEACTACGTRCACTCGATGECATATCGACCATAT

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
GETAGGEGTAAGCACGATARCGTCGACATGACGTCAGGCCAGCTCACGAAGCGAGCCAGCTCATGCACGTGACCTACCGTATACTGGTATA
P S P F VvV Y CS§ CT A VY R 5 5 A 5 L A R L R A L D G | R

TCTCGGEACCGAGCCACACAGCTCEGETCEAGTACGCIGCCTCGETECTCAGTGAGGAGATGATTGGECICTITAGCGAGGCTACCTACAR

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
AGAGCCCTGECTCGETGTGTCEAGCCACGCTCATGCGACGEAGCCACGAGTCACTCCTCTACTAACCCGAGRRATCGCTCCCGATGGATETT
S R DR ATOQL GARVRCLOGOAQQ . GDDWMA L . R G Y L Q

CAMGCGTTICIGGEGCAGACGCACCAGGAGCTECECACAGAGCAGEACCACCEGCCEGCARGCTIACCCTIGGARTICCCCTITCTATGEGTICGTCA

T T 1 T T T 1 T T 1 1 ] T 1 T 1 1 1
GITCGCARGACCCEICTGCETGEICCTCEACGCETEICTCGTCCTEGTIGECEGECEGTICGARTGEEARCCTTAGGGGAAGATACCAGCAGT

a A F W A D A P G A A HR AG P P P Q@AY P WNUP L L W 5 5
K R 5 G Q@ T A Q@ E L R T EOQDHRR K L T L G I P F ¥ G R H
T §$ v L G R RTWR S CAOQSRTT A AS L P L E S P S MV V

TCGRAGAAGATAGGCGACGGCAGCCCEAGACGTACCATCECCTCTGECECTCARTCCAGCARTGEGCTICGCARGARACACCCAGCATGEET

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
AGCTCTICTATCCECTGCCETCEEECTCTGCATGCTAGCECAGACCECEAGTTAGETCETTACCCGAGCETICTTIGTIGEETCEGTACCCR
5 R R LA T A AR DV R S P L A L NP A MG S QT P 5 MG

R E D R R ROQU®PET Y DR L WR S5 | QO WAWJ R K K HP A WV
/I E K I 6 D G S P R R T I A S5 G A 5 S N G L A R N T O H G

TGAGGGEGEEAGCAGAGCIGCEEECTITCAACAACTACGECGECTACAGCTTCACTGGCIACAACGATGIGARGCGCAAGATGCGACTGEC

T T 1 T T T 1 T T 1 1 ] T 1 T 1 1 1
ACTCCCCCCTICGTCTCGACECCCEARACTTETTGATGCCEGCCCATGICGARGTGACCGATGTTGCTACACTICGCGTTCTACGCTEGACCE

G G § R AAGF EQ L RRVY QL HWL QR CEAOQTDATG
E G G A E L R A L NN Y G G Y 5 F T G ¥ N D V K R K MR L A
L R G EQ S CeG6 L . 7T T T A GT A S L AT T M . 5§ A R C D W

ACGCGCTGCTAACTIGTCTGGER

L R = R - - T B = T T R B B L I - T B = B Tt B L B T - - T 7= B = BT I U R T - Y, I R LR U I P R

T T T T
TGCGCGACGATTIGRAACAGACCCT
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1.2 — Leishmania naiffi

TCAGTGCCERGETTGATCCAGCTACCTIGCGTCTCACCCACGTAGATCACCECCTGCCETCAGACGACGAGTEEECCCECATCCELCEET

AGTCACGGCTCCARCTAGETCGATGCARCGCAGAGT GEETECATCTACTGECEEACEECAGTCTGCTECTCACCCGEECETAGECEECCE
s vV°ePRLIQLPCVSPT .  MTACRQTTSGPAS AG

@ ¢CR G . 5 S5 Y L A S HPRHR P P AV R RRV G P HP P A
| § AE V DPATLRLTHVDDRIL®PSDDEWARTIRHR

TGGCAGACCTGCACGEIGCGRAGCTEAIGCTCTGCATIGGCEETGEEEGECECAGCTCCGEETTTTCEGATCTICEICAGGCACCCERIGT

r+++++11*+#ﬂﬁﬂﬁﬂﬂﬂﬂ4ﬂﬂﬂﬂ1ﬂﬂﬂﬂ4ﬂﬂﬂﬂﬁﬂﬂﬂﬂ4ﬂﬂﬂﬂ4ﬂﬂﬂﬂ4ﬂﬂﬂﬂ1ﬂﬂﬂﬂ4ﬂﬂﬂﬂﬁﬂﬂﬂﬂ{ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬁﬂﬂﬂﬂﬁﬂ*ﬁ++
LCCGTCTGRACGTGCCACGCT TCGACTACGAGACGTALCCGCCACCCCCCGCGTCGRGRCCCARAAGCCTAGAGCAGTCCCTGGECCACE
waoT T CTV GRS . C S5 AL AV GG AAPGTFR I § 5 G6GTRC

G R P A RCEADALHWSRWOGAQLRVY FG S ROQGPG A
L ADLHGAZ KTILMTLTCECIGGGGRSSGFS35D LV REDPVY

GECGACTATCGTTTATIGRGEAGETGARTGCEETECTGCTGACECEAGAGCICGACEETATCGACTTCAACTGECAGTATCCGCAGRCAR

CCGCTGATAGCARATARCTCCTCCACTTACGCCACGACGACTGCGCTCTCEAGCTGCCATAGCTCARGTTCACCCTICATAGRCGICTICTT
G 0 YRLL®ARR . MRCOCC . RESSTVY 5T 5T G S5 | R R Q

AT I'VvYy . G6GGECGAADARARR RBY R LOQL GV S A DN
R R LS F I EEV HNAV L LTSRETLTDGI I D FHNWEYPQT

TGACCGAGTGETTEAACTTTGGCCECTICCTACTGGAGCTCCEETCTECCCIGEETTATGCTCCCECTGTAGEARGAGAACACGCAGCTIG

LCTGGCTCACCARCTTGARACCGECARGEATGACCTCCAGGCCAGACGERACCCAATACGAGGGCGACATCCTICTCTTGTGCETCGALC
P S G . T L A A S Y WS 5 G L P WV MILEPL . EENTQL
DRV VYV ELWEPIL®PTOGA®PV CPGLCSRCRZEKT RTR RSW
M T E WL NFGRTFLLELRSALGY AP AV G REHAA

GACTIGATCGGTGAGCGGCACCACCGCACCCEARTGCGECECECCETCTTEGICCATGRCCCCCCATCCTCATTCETCTATTGCAGCTETAC

CTGACTAGCCACTCGCCGTGGTGGCETGGGCTCACGCCGCGCGECAGRACAGGTACCGGGEGETAGGAGTARGCAGATARACGTCCACATG
b . 5§ vVvs&6T1T T AP ECGAPSCPWPRPP I L IR L L QLY
T 0 R . AAPPHPS AARRBRBILVHG®P®PS S F VY OS5 CT
G L I G ER HH AR TRV RRAY L S5 MAPHPHS S I A AV

TGCAGTCCGCTCGAGTGCTTCGCTCGCTCGACTACGTGCACTGEATGGCATATGACCATATTCTCGAGACCGAGCCACACAGCTCGRTCG

ACGICAGGCGAGCTCACGARGCEAGCEAGCTGATGCACETGACCTACCCTATACTGETATARGAGCTCTCECTCEETGTGTCEAGCCAGT
cse?P»LETCFARSTTCTOGWHMT I F 5 RP S5 HT AR RS

AV R S5 5 A S5 L AGRLRALDGI!I . P Y §RDEREATOQLGHE
L s ARVY LRSS LDY VY HWMAYTDU HI L ETETPHTZSSV

AGTACGCTIGCCTCGETCCTCAGT GAGGAGATGATTGECCTCTTTAGCEAGGCTACCTACARCARGCGTTCTGEECAGACGCACCAGERGT

TCATGCGACGGAGCCACGRGTCACTCCTICTACTARCCCEAGRRATCGCTCCGATGEATGTIGTTCGCARGACCCEICTGCGIGEICCICG

s T LPRCSVERERR . LGS LARL®PTT SV L GRARTR RS
v erERCOCLGAQ GDDWAL . RGY L QQATFWATDAPGA

EY A ASV LS EEMI G LF S EATY NHKRSGOQTHOQE

TGCGCACAGRGCAGEACCACCGCCGCARGCTTACCCTIGGARTCCCCTICTATGETCGTCATCGAGRAGATAGACGACGECAGCCCGAGR

ACGCEIGTCICETCCTGETGECEECETICEARTGEEAACCTTAGGECGAAGATACCAGCAGTAGCTCTICTATCIGCIGCCGTCEEECTCT
cAQS5SRTTAASLPILES®PSMVYVVY I EK I DDGS PR

A°AH R AGPOPPQAYPWNPILILWS 5SS S5 RR T T A A R D
L R TEOQDH RRTEKLTLGI PFYGRHRTETDHRTE RS ERAOQTPE

CETRCGATCECCTCIGECECTCARTCCRGCARTGEECTCECARGARACACCCAGCATGECTTCAGECAGEAGCAGAGCTGCEEACTITIGR

r+++++11*+#ﬂﬁﬂﬁﬂﬂﬂﬂ4ﬂﬂﬂﬂ1ﬂﬂﬂﬂ4ﬂﬂﬂﬂﬁﬂﬂﬂﬂ4ﬂﬂﬂﬂ4ﬂﬂﬂﬂ4ﬂﬂﬂﬂ1ﬂﬂﬂﬂ4ﬂﬂﬂﬂﬁﬂﬂﬂﬂ{ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬁﬂﬂﬂﬂﬁﬂ*ﬁ++
GCATGCTAGCGEAGACCECEAGTTAGGTCGTTACCCEAGCETTCTTTGTGEETCETACCCARCTCCCTCCTCGTCTCGACGCCTGARACT
R T I & 56 A QS5 5 NG L ARNTOQHOGTILRTETEH QST CSGIL
vV R 5 P L AL NZPAMSGSOET®PSMG . GRS RAWATDTFE
T Y DRLWR S | @ QQWARUHKI KH®PAWVYEOGGATETLRTL

GCAACTACGGCGGETACAGCTTCACTGGCTACA

CETTEATGCCECCCATGTCEARGTRACCEATET
AT T AG T AS L AT

g LRRY QL HWLH
5 NY GG Y 5 F T G Y
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1.3 — Leishmania lainsoni

GTTCCRACTACGAGGCCTITCTTCARATCAGGGCTCACCCATCTCATCTTTTTCAGTGCCGAGGTTGATCCAGCTACCTTGCATCTCACCCA

T T 1 T T 1 1 T T 1 T ] 1 1 T 1 T 1
CRAGGIGATGCTCCGEARGRAGTTTAGTCCCGAGTGEETACGAGTAGARARAGTCACGGCTCCARCTAGGTCGATGERACGTAGAGTEEET

v P L R G L L Q@ I RAHP S HLFQCHRG . § 5 Y L A S H P
F H Y E A F F K § G L T H L I F F 5
s 8 T T RWPS S NOQGS P I 5 8§ F §V PR L I @@L P C 1 5 P

CGIRAGATGARCGCCIGCCGICAGACGGCGAGTGEECCCECATCCGCCEECTGECAGACCTGCACGEIGCGAAGCIGATGCICIGCAITGE

T T 1 T T 1 1 T T 1 T ] 1 1 T 1 T 1
GCATCTACTTGCGGACGGCAGTCTGCCECTCACCCGEECETAGECEGCCEACCGTCTGGACGTIGCCACGCTTCGACTACGAGACGTRACT

R R . T P AV RRURVGPUHPP AGR P ARCTEATDAL H W
v 0 E R L P S DGEWAWR I R R L ADL HGAI KL ML C I G
T . M N A C R QT A S G P A S5 A GWOQTCT VR S . C 5 A L

TGEIGGTGGECCECAGCTCCAGETTITICGEACCTCATCGEAEACCCEETGCGECGECTATCGTITATTGAGGAGGTGRATGCGETGCIGET

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
ACCACCACCGGCGTCGAGGCCCARAAGCCTGGAGCAGCCCCTGGGCCACGCCGCCGATAGCARATAACTCCTCCACTTACGCCACGACGA
www&pPaQ LRV F G P RRGPGAAA I VY . GG E CG A A
G GG R S S5 G F S DLV &DPVY RRLSF I EEV N AV L L

vV VvV vV A A A P G F R TS5 S5 G TRCCGSG Y R L L RR . MR CC

GACGCGAGAGCTCGACGGETATCGACTTCARCTGGEAGTATCCGCAGACARTGATCGAGTGGTTGRACTITGGCCGCTTCCTACTGGAGET

T T T T T T T T T 1 1 1 T 1 1 1 T 1
CTGCECTCICEAGCIGCCATAGCTCAAGTTGACCCTCATAGECEICTIGTTACTAGCICACCARCTTGARACCGECCAAGEATGACCICGA
0D A R AR RY R LOQLSGV S A DMNUIDA RV VYV E L WW®PL PTG A

CCGGTCTGCCCTGGGTTATGCTCCCGCTGTAGGAAGAGAACACGCAGCTGGACTGATCGGTGAGCGGCACCACCGCACCCGAGTGLGEEG

T T 1 T T 1 1 T T 1 T ] 1 1 T 1 T 1
GGCCAGACGGGACCCRATACGRAGRGCEACATCCTTCTCTTGTGCGTCRACCTGRACTAGCCACTCGCCEIGETEECETGEGCTCACGLLGT

p v CP G L CS5RCARARI K RTWRSWTDR . A AP P H P 5§ A A
R 5 A L G ¥ A P A VvV G R EH A A G L I G E R H HR TR V R R
s 6 L PWVWMLEPL .  EENTOQLD . §V §GGTTAPTECG

CGCCGEICTTGICCAIGGCCCTICCATCCCCATICGTCTATTGCAGCCGTACTGCAGTCCGCICGCGTGGITCGCICGCTCGATTACGIGCA

T T 1 T T 1 1 T T 1 T ] 1 1 T 1 T 1
GCGGCRGRACAGGTACCGGRAGCGTAGGEETARGCACGATALCETCGECATCGACGTCAGGCGAGCGCACCARGCERAGCEAGCTARTGCACGET

R R L V HGP PSP F V¥V Y €CS5 RTAWV RS RG S5 L A R L R A
AV L 5 M A L HP HS S5 I A AV L Q@ S§ ARV VR S L D Y V H
4 P S C P WP S5 I P I R L L QP Y CS P L A WTF AR S I T C

CTGCATGGCATATCACCATATTCTCRGEACCEAGCCACACAGCTCEETCCAGTACGCTECCTCEGTGCTCAGTCAGCAGATGATTIGEECT

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
GACCTRACCGTATACTGGTATARGAGCCCTGGCTCGGTGTGTCGAGCCAGCTCATGCGACGGAGCCACGAGTCACTCCTCTACTARCCCGA

L b6 I . PY¥Y S5 R DR ATOQ L GARVYRCLGAQ . G DD WA
w M A Y D H I L GTEWPUHS SV EY A A SV L 5 E EM I 6 L
T G WHMT I F 5 6 P S5 HTAWRS S5 T L PRCS V RR . L G

CTTTAGCGAGGCTACATACRACARGCATTCTGGGCAGACGCACGAGGAGTTGCGCACAGAGCAGGACCACCGCCGCRAGCTTACCCITGE
! ! I ! ! I I ! ! I ! ! I I ! ! I !

T T T T T T T T T T T T T T T 1 T 1
GARATCECTCCEATGTATIGIIGTITCETARGACCCETICTIGCEIGCICCTCAACGCEIGICTICCICCIGEIGECEECETTCGARTGEERACT

L . R G ¥Y | @ @ A F W AD ARGV A HRAG PP PO AY P W
F 5 E A T ¥ N K H 5 G Q@ T HE E L R T EQ D HRR K L T L G
s L AR LHTT S I L G R RTRSCAQSRTTAAS L P L

AATCCCTTTCTATGGTCGTCATCGAGAAGATAGGCGACGGGAGCCGGAGACGTACGATCGCCICTGGCGCTCAATCCAGCAATGGGCTCG

T T 1 T T 1 1 T T 1 T ] 1 1 T 1 T 1
TTAGGGARAGATACCAGCAGTAGCTCTICTATCCGCTGCCCTCEGCCTCTGCATGCTAGCGGAGACCGCGAGTTAGGTCGTTACCCEAGT

N P F L WS § 5 R R . A T G AG DV R S P L A L NP A MG 5
/|l P F ¥ G R H R E D R RREP ETY D R L WR S§ | Q@ QW A R
E§ L s MV YV I E K I 6 DG S RPRRT I A S G AQ S§ 5 NG L

CARGARACACCCAGCAIGGETIGAGGGAGGAGCAGAGTITCEGECTITGAGCAGCTACGGCGGGIACAGCITCACTGGCTACAACGATGT

T T 1 T T 1 1 T T 1 T ] 1 ) T 1 T 1
GTTCTITGTGGETCGTACCCARCTCCCTCCTCGTCTCARAGCCCGARACTCEGTCGATGCCGCCCATGTCGRAAGTGACCGATGTTGCTACA

aQ e T P S MG . GR SRV S5 G F EQLRRVYV QL HWL QR C

K K H P A WV E G G A ETFRALS S Y GG Y 5§ F T G Y N DV
4 R N T Q@ H G L R E E Q@ 5§ F G L A AT A G T A 5 L AT T M
GRAGCGCRAGATGCGRCTGCA

O WM D M o LR el

T T T T
CTTCGCGTITCTACGCTGACGT
E A O D A T A
K R K M R L Q

s AR C D C

]

180

270

360

4350

540

630

720

810

%00

30



O oo W oW o

LT, B = BT T N = R 2= N Qo)

[T - T

o

O W oD Ak o

O oo Wy o

O W oo oAk

0 oo Wy

O oo oWy o

o Wl ra

1.4 — Leishmania shawi

TCAGTGCCEAGGTTGATCCAGCTACCTIGCGTICTCACCCACGTAGATGACCGCCTGCCGTCAGACGACGAGTGEGCCCGCATCCELCEEE

T T T T T T T T T I T T 1 I T T T T
AGTCACGGCTCCARCTAGGTCGATGGARCGCAGRGTGGGETGCATCTACTGGCGGACGGCAGTCTGCTGCTCACCCGEECETAGGCGRLCE

s vVeperRLI QL®PCVSPT . MTACHRQTTSGPAS ARG
e ¢CRG . §§Y L AS HPHRR . PP AV HRRARARVYGPHUPPA
| § A E VDPATILRILTHVEDDURIL®PSDDEWWAR I RR

TGEGCAGACCTGCACGETGCEALGCTCATGCTCTGCATTGGCEGTGEGEGECECAGCTCCGEETTTTCEEATCTCGICRGEGACCCGRTGC

T 1 T 1 T T 1 1 T | I I ! | I I ! I
ACCGICTGGACGTGCCACGCTTCGACTACGAGACGTAACCGCCACCCCCCECETCGAGGCCCARRAGCCTAGAGCAGTCCCTGGECCACGE

woT T CCTV GRS . CS5 A L AV GG AAPGTFR I §5GTRC
G R P A RCEADAILUHWRWOGAQLRVY F G S5 ROQG P G A
L AD L HGAZ KL MLCI!I GGGGRS S GF S DLV RDPV

GGCGACTATCGITTATIGAGGAGGTGARTGCGETGCTGCTGACGCGAGAGCICGACGETATCGACTTCARCTGGGAGTATCCGCRAGACAR

T T 1 T T T 1 T T I T T T l T T T T
CCGCTGATAGCARRTARCTCCTCCACTTACGCCACGACGACTGCGCTCTCEAGCTGCCATAGCTGARGTTGACCCTCATAGECGTICTGTT
G DY R L L R R M R CC . RES STV S TS TGS | R R Q

AT I'vyYy . G&GGECGAADARARA RBRY R LOQLGV S A DN
R R L S§F I EE VN AV L LTRETLTDG I DFNWEYPQT

TGACCGAGTGETTGAACTTTGECCGCTICCTACTGGAGCTCCGETCTGCCCTGRETTATGCTCCCECTGTAGGAACGAGARACACGCAGCTE

T T T T T T T T T I T T 1 I T T T T
ACTGGCTCACCARCTTGARRCCGGECCARGGATGACCTCGAGGCCRGACGGRACCCAATACGAGGGCGACATCCTICTCTITGTGCETICGALC

P S G . T L A A S Y WS 5 G L P WWVMILEPL . EE NTQL
bRV VELW®PLPTGA®PV CPGLCSRCRIEK RTR S5 W
M T E WL N FGRF L L EL RS A LGY AP AV G REHAA

GACTGRTCEGTGAGCGGCACCACCGCACCCERAGTECGECECECCGTCTTGTCCATGECCCCCCATCCTCATTCGTCTATTGCAGCTGTAL

T T T T T T T T T T T T T I T T T T
CTGACTAGCCACTCECCETEETGECETREECTCACGCCELECERECAGAACLGETACCEEEEGETAGGAGTARGCAGATALCGTCCACATE

b . § Vs &6T1T T AP ECGAPSCPW®PRPP T L IR L L QLY
T bR . A AP P HPS AARIRILVHG®P®PS S F VY CS5 CT

G L I G E R HH AR TRV RRAVY L S MAPHPHS S I A AV

TGCAGICCGCTCGAGTGCTICECTCGCICGACTACGTGCACTGEATGGCATATGACCATATICTCGAGACCGAGCCACACAGCTICGRTICG

T T T T T T T T T I T T 1 I T T T T
ACGTCAGGCGAGCTCACGARGCGAGCGRGCTGATGCACGTGACCTACCGTATACTGLTATARGAGCTCTGGCICGGETGIGTCGAGCCAGC

csep1LECFARSTTCTGWHMT | F §RP S HTARS
AV R S 5 A S L AR LRALDGI . PY¥Y 5 RDRATOOQLSGR
L &5 ARV LRSS LDY V¥V HWMAYDH I L ETEWPUHZS S5V

AGTACGCTGECCTCGETECTCAGT GAGGRGATGATTGCGCTCTTTAGCCAGGCTACCTACARCARGCGTTCTGGECAGACGCACCAGRAGT

T T T T T T T T T T T T T I T T T T
TCATGCERACGERAGCCACGAGTCACTCCICTACTARCCCGAGRRATCGCTCCCATGGATGTTGTTCECARGACCCGTCIGCGTGRICCICE

s T LPRCSVRR . LGS L ARL®PTTSV L GRI ARTR S
vV R C L G A Q G 0D D WAL . RGY L OQQAF WATDAPSG A
EY A A SV LS5 EEMI G L F 5 E AT Y NKRSGOQTHQE

TGCGCACAGAGCAGGACCACCECCGCARGCTTACCCTTGGRATCCCCTICTATGETCCGTCATCGAGARGATAGRCGRACGGCAGCCCGAGA

T T T T T T T T T 1 T T 1 I T T T T
ACGCEIRTCTCGTCCTEETGGCEECETICEAATGEEAACCTTAGGEGARGATACCAGCAGTAGCTCTTCTATCTGCTGCCGTCGEECTCT
c A QS RTTAASL®PLES®PSMYVVY I E K I DD G S P R

A HR AG®PPPQAYPWWN®PLLWS S S5 RAR T TAARTD
L R TEQDHAHAREREK LT LG I PF Y GHRHARETDRI RIE RAQTPE

CGTACGATCGCCTCIGECGCTCARTCCAGCARTGGGCTCECARGRARCACCCAGCATGECTTCAGEGAGEAGCAGAGCTGCGCACTTTGA

T T T T T T T T T I T T 1 I T T T T
GCAIGCTAGCGGAGACCGCEAGTTAGGICGTTACCCGAGCGTICTTTGTGGETCETACCCAACTCCCICCTCGICICGACGCCTGARACT

R T | A 5 G A Q S5 5 NG L ARNTOQHG L RETE® QS CGL
vV R s P L ALNPAMSGSOQET®PSMG . GRS RAADTFE
T ¥ DR L WRS |1 @0 WARUEKI KU HPAWYEGGATETLRTL

GCARCTACGGCGGGTIACAGCTTCACTIGGECTACA

T T 1 T T T
CGTTGATGCCGCCCATGTCGRAGTGACCGATGT
AT T A G T A S L AT

Q LR RV QL HWLH
S NY GG Y § F T G Y
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1.5 - Leishmania hertigi

AATCTCCCCTICTICAGCGCGREAGGIGGATCCAGTGACCTIGCGCCTCACTCATGTAGATGACCGTTITGCCEICTGETGECGAGIGRECC

T T T T T T T T T I T T 1 I T T T T
TTAGAGGGGERAGAAGTCECECCICCACCTAGGICACTGGRACGCGREAGTGAGTACATCTACTGGCARRCGGCAGACCACCGCTCRCCCGE

N L PFF S AEVD®PVTLARILTHVDD RILPSGGE WA
| § PS5 S A RRBRW I Q . P CAS LMW . M TV CRILV AZGSG P
E 5 P L LQRGGGS S5 DL AP HS CR P F AV WWR V G

CGCATTCGCCEATTGECAGRCCTGCACGECACCARGCTGATGCTCTGCATTGETEGTGECEETCECAGTTCCEEGTITTGCGRACCTCETC

T 1 T 1 T T 1 1 T | I I ! | I I ! I
GCGIARGCGGCTAACCGICTGEACGTIGCCGIGETTCGACTACGAGACGTARCCACCACCGCCAGCETCARGECCCRARCGCCTGRAGCAG

R I R R L ADLHAHGT K L MLCI GGGG RS S G F AD LV
A F ADWOQOTTCTA®PS . C S5 AL VV AV AV PGLRTS S
P HS P I G R P ARHOGQATDATLU HWWWRSOQTFRUVY CG PR

GGGGACGCAGTGAAGCGECAAGCGTICAT TGAAGAARCGARGGCGETGCTGCTGECECGARGCCTGGACGGCATICGACTTCAACTIGGGAG

T T 1 T T T 1 T T I T T T l T T T T
CCCCTGECGTCACTTCGCCGTTCGCARGTAACTTCTTTGCTTCCECCACGACGACCGCGCTTCEGACCTGCCETAGCTGARGTTGACCCTC
G D AV K ROQAF I EET KAV L L ARSLDG I D F NWE

G T Q4 . 5 G KRS L KKRRSRBRTCCWA REAWTAST S TG §
R G R § E A A S5 V H . R NEGGAAGAI KPGRHRILZGTLG

TATCCGCAGACGATGACGGAGTGECTGAATTTCGECCGCTTCCTGCARGACCTCCEATCTECCTTEGETTATATGEACGCCACCEGRAGGCE

T T T T T T T T T I T T 1 I T T T T
ATAGGCEICTGCTACTGCCTCACCGACT TARAGCCGGLGARGGACGTICTGGAGECTAGACGGARCCCARTATACCTGCGGTGGCCICCE

¥y P QT M TEWILWNTFGRT FLOQD LRSS ALGY MDATTGSG G
| R R R . R S G . I 5 A A S CKTSDLPWV | WTUPPE A
vV s ADDTDCGVY AETFAR®PLOPAR®P®P I CLOGLY G RHRR

GAAGGCGCAGCTGCACCCATTGTCGAGCGGCGCCACCATACTCGAGTAGGGCGCACCCTCTTGTCTATGGCCCITCATCCTCATTICGTCE

T T T T T T T T T T T T T I T T T T
CTTCCECGTCERACETGEETARCAGCTCACCECEETEETATCAGCTCATCCCECGTGEEACGRRCAGATACCGEGRAGTAGCGAGTARGCAGE

E G A A AP I ¥VERRMHHTHRVYVGRTIL L SMATLMHPHS S
K A Q L HP L S5 S5 6 AT I L E G A P S CLW®PTF I L I R P
R R R S CTHCRAA®PPY § 5 R AHP LV Y GP 5 5 5§ F V

ATCTCRACTGIGCIGCAGTCCACTGGETGTGCTTCAGTCGCIGGAT TATGTACACTGGATGGCGTACGACCACGTITGTCGGGACTGAGCCA

T T T T T T T T T I T T 1 I T T T T
TAGRGTTGACACGACGICAGGTGACCACACGAAGTCAGCGACCTARTACATGTGACCTACCGCATGCTGETGCRACAGCCCTGACTCGEET

5 TV L@ 5T 6V LQS L DY VYV HWMAYDHY VYV GTE P
s oL CCS P LV CFS RERWI MYTOGWRSRTTTL S G L 5 H
H L N CAAV HWTCASVY AG LCTLDGVRPRTICRTD . A

CACAGTTCGGTTGAGTACGCTECCTCGETGCTCAGAGAGCAGATGATTGECCCTTTTAGGEAGGCTTCGTATGACAGGCGCCETEGECRAG

T T T T T T T T T T T T T I T T T T
GIGTCRAGCCARCTCATGCGACGGAGCCACGRGTCTCTCCTCTACTAACCCGRRARATCCCTCCGRRGCATACTGTCCGCGGCACCCRIC

#H § § Vv EY A A S VYV L R EEM I GPFREASY DRRRGAU
T VvVRrRLSTIL®PRT CSEHR R . LGLILGRILRBRMTSGAWVSGR
T aF G . ¥V RCLGAOQRSGEDDWATF . GGF VY . 0 AP WA

ACGCACCGGCGCCCCCECGCCEAGCAGRACCACCGCIGTATGCTCACCCTTGGGATTCCTTITCTATGGCCGTCATCGAGTGGACRAGGCAR

T T T T T T T T T 1 T T 1 I T T T T
TGECETEECCGCEEEEECECEECTCETCTTGETEGCGACATACGAGTGEGAACCCTARGGARAGATACCGGCAGTAGCTCACCTGTICCETT
T HRRPURAEOOGMNSHRCMLT LG I PFY G RHRVDRAQG

R T G AP APSRTTAY CS P LGF L SMAY | EWTG N
0D AP A PPRGRAEP®PLY A HPWDSF L WPS S 5 5 G Q A

CTGCCGCCCCAGACGTACGAGCARACTCTGGCTCTCCATTCGACAATGGGCCAAGEACAAGCACCCARCGTGEETCCAGGLAGEGECEERE

T T T T T T T T T I T T 1 I T T T T
GACGGCEGGEETCTGCATGCTCET TGAGACCGAGAGGTARGCTGTTACCCGCTICCICTICEGIGGGTTGCACCCAGCTCCCTCCCCGCCTIC

L PPOQTY EQLWILS | ROQWAZEKTET K HPTWVYEGGAE
CcC RPRRTS NS GSPFDNSGR RS RRSTOGRG S RETGTR R S
T AAP DV R ATLALUHSTMSGETGTEAPMNVGRGR RTGG

CTGCGCGCCITGAGIGAGTACGCCCAG

] 1 I 1 I
GACGCGCGEARCTCACTCATGCGRGTIC
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1.6 — Leishmania equatoriensis

GTGCCERCETAeACCCCRCARCCT TG L C AT AL AR A CCRACTCL CATCOERCCALRART CERCCCRCATCUELCORCTCRCAGRCCTRCACCETRCCARACTCATECTCTCCAT CERCERTETRECCRC
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PR T2OFRCVSST WTOCHRATIGRETAGUWOQTCT VRN . CTATAVIAAY
CRGGPRANLASHPRR PTAIGRAVGPHPPAGRPARCETDALARRWNP
CAEVDPATLRLIKVODORLPSGOENARIRRLADLHEGAKLNLCTGGGGR
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STLRRSYws§eLPwrL Pl EENTOLD . FVIGTTAFECGARSCRPWES
ELwep LT APVEOPGLCSRCRKRTAIWTOR AAPPRPIAARARLYVAEGRP
NFPGoRFLLELRSALGYAPAVORERAAGLIGERKKERTARVRAAV LI NAL
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2. Sequéncias dos clones traduzidas

2.1 — Leishmania guyanensis

N DGEWARIRRLADLACARIMLCIGG6ERI SR DLVGDPVRRLSFIEE VNAVLLTRELDGI DENWE Y POIMTEN LN FGRFLLELRSTLCYA

DW%%%W%%W%

N PAVGRERAAGLIGERAARTRVRRAVL AL RPAS ST ARVLOSRRVLRSLO Y VARMRY DATLGTEPASSVEYARSVLSEENICLESEATYN

AR L e e e e S A R SO REe S e BL

N KRSGQTHQELRTEQDARRRLILGIPEYCREREDRRRQPETYDRLNRSIQHARRREPANVECEAELRALNNYGEYSFTCYNDVERRMRLA

D s [T

N RAANL3G
I

2.2 — Leishmania naiffi

N SAEVDPATLRLTHVDDRLPSDDERARIRRLADLHGARLYLCIGEGRRISEFSDLVRDPVRRLSFIEE VNAVLLTRELDGIDENWEYQTH

© e ]

N TEWLNFGRFLLELRSALGYARAVGRERAAGLIGERHARTRVRRAVLMAPHP A5 STARVLOSARVIRSLDY VMR DAI LETE PHSVE

D e (]

N YRASVLSEEMICLE S e TN AR SG0TH e LR TEQ DA RRR LT LG I PRy GRARE DRRRQPETY DR LR IQQWARREAPANVEGGRELRTLS

D s [T

N NYGEYSFTGY
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2.3 — Leishmania lainsoni

PHYEARFRSCLTA LT FE SRV DAL AL THVDERLP3DCERAR IRRLAD LACARLNLCIGCGERI5GFSDLVGDPVRRLSFIEEVNAVLL

s

TREL DG DPNRE Y BTy NN FGRELLELRALGYAPRVCRERAGLI CERERTRVRRAVLNALHPHS ST ARVLQSARVVASLDTVE

L L LT A AR AR RN AR A AN AT

WA DAL LGRSV AR VL SE RN TG L P S AT YNRH S COT HEE LR TEQDARRE LT LGT Y CREREDRRREPET YDRLHRSIQQWAR

B T

KRR PAVEGRAEFRALS ST GG SFTGTNDVERRMAL

LAAM AL A Lt Ll s

2.4 — Leishmania shawi

3PP S ALV DR AT LALAVDDRLP SDCERARIRRLADLACARLNLCIGG6ERISGFS DLV DPVRRLSFIEEVNAVLLTRELDGI DFNWEY

s

BTN BN FGRFLLELRSTLGYARRVCRERAACLICERARTRVRRAVL VAL HPHS ST ARVL)SARVLRSLOTVANMAYDAI LGTERH

B s (]

JSVE YRSV SR NI CL FNE AT YN KRGO Y QR LR TE QD RRR LT LG I PFY CRERENRRROPETY DRLIRS [QOWARR R PARVEGCAEL

B s [T

RALNNYGGYSFTCYNDVERRMRLARARNLSCI

AR R N PR RRRREEEY)
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2.5 — Leishmania hertigi

DGENARTRRLADLAGARLNLCIGRGRR e S DL VGDPVRRL S FIEE VNAVLLTRELDGT DENHE Y PQTMTEN LIFGRFLLELRSTLGYA

s

PV CRER ARG GER AR TRV ARV L S AL AP 3 S TAAV L O ARV IR SL DY VAMA Y DAT LG TE PHS SVEYARSVLAEEN TGLE SEATYN

L L LT A AR AR RN AR A AN AT

RRSGQTHQELRTEQDHRRRL LG PRy CRERE DRRROPE TY DR LR L QW AR R PARVE GRAE LRALNN YGCY SFTGYNDVERRMRLA

B T

RAANLSG
I

2.6 — Leishmania equatoriensis

BEVDPATLRLIHVDDRLPSGDENARIRRLADLACAR LML CT GRGER SCFADLVEDTVOROAFIEEVNAVLLARKLDGI DFNEY POTMT

s

EWLNFCRFLLELRSALCYAPAVCRERARCLIGERAARTRVRRAVLSNAL PSS [RAVLOSARVLRSLOTVAMAY DI LETEPASSVEY

B s (]

RSV SEE T GLF SR AR KRR L GOMARR PR TE QDA RRR LT LG I PRy CRAREDRRLO PEAY DR LWL FIQE WA SR NAPTHVEGGAE LRALSE

B s [T

YGGYSFTGYDDVRRRULPIR
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