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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

DESENVOLVIMENTO E PADRONIZACAO DE UM PCR MULTIPLEX PARA A
GENOTIPAGEM DE PROTOZOARIOS PATOGENICOS

RESUMO

DISSERTAGAO DE MESTRADO

Elisa Cavalcante Pereira

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), as Doengas Tropicais
Negligenciadas (DTNs), como a doenca de Chagas, tripanossomiase africana, entre
outras, afetam cerca de 1 bilhdo de pessoas no mundo. Apesar do impacto causado
por estas doencgas, as mesmas continuam sendo pouco estudadas. O reino Protista,
ao qual os agentes etiolégicos dessas doengas pertencem, incluem espécies de
importancia veterinaria que causam muitas perdas para a industria pecuaria. Com os
avangos da genética molecular, técnicas como a genotipagem estdo sendo usado
cada vez mais utilizadas para o estudo de protozoarios parasitos. Genes ortélogos
conservados em protozoarios podem ser utilizados como /oci para genotipagem
desses protozoarios, de modo a obter uma melhor caracterizagdo interespecifica.
Neste estudo, foram utilizadas técnicas de PCR singleplex e multiplex para a
genotipagem de 16 espécies de protozoarios de trés diferentes géneros:
Trypanosoma spp., Leishmania spp. (classe Kinetoplastea) e Plasmodium spp. (filo
Apicomplexa). Como metodologia de biologia molecular foram utilizados PCR e
sequenciamento, bem como em bioinformatica, onde foi utilizado filogenia molecular.
Para esta finalidade, foram desenhados 39 pares de iniciadores degenerados e
usados com o DNA genbmico de espécies de protozoarios de dois grupos: filo
Apicomplexa e classe Kinetoplastea, em seguida, as rea¢des de PCR foram
realizadas a fim de padronizar as reacdes para um PCR multiplex. Além disso, os
seguintes parasitos de importadncia para a saude publica: T. cruzi, Leishmania
braziliensis, L. amazonensis, L. guyanensis, Plasmodium falciparum e P. Vivax, foram
utilizados neste trabalho. A partir dos 39 pares de iniciadores, 9 pares foram
selecionados compreendendo 7 loci para o presente estudo: metionil-tRNA sintetase,
leucil-tRNA sintetase, seril-tRNA sintetase, subunidade U5 snRNP do spliceossomo,
mismatch repair ATPase, triosefosfato isomerase e GTP-binding protein. Os testes a
partir de diluicdes seriadas dos DNAs de Trypanosoma spp., Leishmania spp. e
Plasmodium spp., onde mostraram uma sensibilidade de até 1 pg/uL de DNA (para o
locus Leucyl-tRNA synthetase em Trypanosoma e Leishmania). A reagéao inicial de
PCR singleplex padronizada foi eficiente para todos os /loci, o que proporcionou o
desenho da reacdo de PCR muiltiplex, onde o melhor resultado foi a reacdo numero
5, a qual foi utilizada um conjunto de iniciadores dos genes GTP-binding protein, U5
snRNP spliceosome subunit e Leucyl-tRNA synthetase, que quando integrados
permitiram a genotipagem multilocus de tripanossomatideos dos géneros Leishmania
spp. e Trypanosoma spp. A metodologia aplicada para a genotipagem destas
espécies de parasitas foi bem-sucedida, e pode-se destacar apos a observacido de
conjunto de resultados que o melhor locus em termos de especificidade, sensibilidade
e fidelidade aos dados encontrados na literatura, foi Leucyl-tRNA synthetase, que
apresentou resultados satisfatérios em todas as analises.
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

DEVELOPMENT AND PADRONIZATION OF A MULTIPLEX PCR FOR
GENOTYPING PROTOZOAN PATHOGENIC

ABSTRACT

DISSERTAGAO DE MESTRADO

Elisa Cavalcante Pereira

According to the World Health Organization (WHO), Neglected Tropical Diseases
(NTDs), examples being Chagas disease, African trypanosomiasis, among others,
affect about 1 billion people in the world. However, they are little studied, despite its
great impact on health. Also, they include species of veterinary importance that cause
great harm to the livestock industry. The kingdom Protista, containing etiological
agents of NTDs, they include species of veterinary importance and that cause great
harm to the livestock industry. With advances in molecular genetics, techniques such
as genotyping are being used increasingly used for the study of parasitic protozoans.
Orthologous genes conserved in protozoa can be used as /oci for genotyping, in order
to obtain a better interspecific characterization. In this study, we used singleplex and
multiplex PCR techniques for genotyping of 16 species of three different genus of
protozoans: Trypanosoma spp., Leishmania spp. (class Kinetoplastea) e Plasmodium
spp. (phylum Apicomplexa). As molecular biology methods were used PCR and
sequencing of PCR fragments, as well as bioinformatics, using molecular phylogeny.
For this purpose, were designed 39 degenerated primers for species of 2 groups:
phylum Apicomplexa and class Kinetoplastea, then, the PCR reactions were
performed with the aim of standardizing multiplex PCR reactions. Moreover, parasites
of importance to public health such as Trypanosoma cruzi, Leishmania braziliensis, L.
amazonensis, L. guyanensis, Plasmodium falciparum and P. vivax were used in this
study. Based on the 39 pairs of primers, 9 pairs were selected comprising 7 loci for this
study: methionyl-tRNA synthetase, leucyl-tRNA synthetase, seryl-tRNA synthetase,
subunit U5 snRNP the spliceosome, mismatch repair ATPase, triosephosphate
isomerase, and GTP- binding protein. The tests from serial dilutions of DNA from
Trypanosoma spp., Leishmania spp. and Plasmodium spp., which showed a sensitivity
of up to 1 pg/uL DNA (for Leucyl-tRNA synthetase locus on Trypanosoma and
Leishmania). The initial standardized singleplex PCR reaction was efficient for all /oci,
which resulted in the design of multiplex PCR reaction, where the best result was the
number 5 reaction which was used a set of primers of the GTP-binding protein genes,
US snRNP spliceosome subunit and Leucyl-tRNA synthetase, which when integrated
allowed genotyping trypanosomatides multilocus of the genus Leishmania spp. and
Trypanosoma spp. The methodology used for genotyping of these parasite species
was successful, and can highlight after observation of the result set that the best locus
in terms of specificity, sensitivity and fidelity to data found in literature, was Leucyl-
tRNA synthetase , which showed satisfactory results in all analyzes.
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1. INTRODUGAO



1. 1. Protozoarios

No século XIX, Owen elevou a classificagao dos Protozoarios de classe, como
originalmente descrito por Goldfuss em 1818, para o nivel de reino, chamando de
reino Protozoa (Owen, 1858; Owen, 1859). Desta forma, os protozoarios foram
separados de animais e plantas para uma classificacdo taxondmica mais elevada.
Assim como Owen em 1858, Hogg (reino Primigenum) em 1960 e Haeckel (reino
Protista) em 1966, propuseram também a separagao do reino, pois anteriormente os
protozoarios eram simplesmente divididos em plantas e animais, com base na
presenga ou auséncia de cloroplastos ou por realizar fagocitose. Esses critérios foram
abandonados porque trés taxons bem definidos (dinoflagelados, euglendides e
heterocontes) tém alguns membros de cada tipo e, no caso de dinoflagelados e
heterocontes, muitas espécies sao tanto fotossintéticas quanto fagotréficas. Sendo
assim, os microrganismos unicelulares e heterotroficos que ndo se enquadravam nos
reinos Plantae e Animalia eram classificados como pertencentes ao reino Protista
(Cavalier-Smith, 1993).

Segundo Cavalier-Smith (1993), desde o inicio da década de 1970, novas
descobertas sobre a ultraestrutura dos protozoarios decorrentes de microscopia
eletrbnica auxiliaram amplamente nas propostas filogenéticas e melhoraram a
classificagdo em larga escala dos Protistas. Desta forma, os protozoarios foram
definidos como: "eucariotos unicelulares fagotroficos com mitocéndrias", o que
simplificaria 0 novo reino incluindo a grande maioria dos protozoarios, excluindo
poucas espécies e incluindo também organismos do filo Chromista (Cavalier-Smith,
1993).

Assim, o termo Protozoa é empregado comumente para os organismos moéveis
que possuem nutricdo, normalmente heterotréfica, assumindo diversas morfologias,
uma complexidade estrutural e adaptacdes variaveis para todos os tipos de condi¢des
ambientais, pois ao longo dos anos, evoluiram a nivel de especializagdes de
organelas ou de citoesqueleto. Embora possuam uma grande variabilidade,
permaneceram no nivel de organizagdo unicelular (Ruppert & Barnes, 1996).
Atualmente, existem mais de 200 mil espécies de eucariotos unicelulares que sao
classificados como protozoarios, dos quais aproximadamente 10 mil sdo parasitas
(Cavalier-Smith, 2003).



1. 1. 1. Doencgas Tropicais Negligenciadas (DTNs)

Segundo a Organizag¢ao Mundial da Saude (WHO, 2013) as Doengas Tropicais
Negligenciadas (DTNs), tabela 1, s&o um grupo de 17 doengas que acometem
principalmente populag¢des de baixa renda e, por isso, nao recebem a devida atengao
das industrias farmacéuticas (Yamey & Torreele, 2002; Winters, 2006) mesmo
afetando cerca de 1 bilhdo pessoas a cada ano em todo o mundo. Dentre essas
doengas, se destacam a doenga de chagas (Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909)), a
tripanossomiase africana (T. brucei — doenga do sono), leishmaniose (Leshmania spp.
(Cunha e Chagas, 1937)) causadas por estes protozoarios parasitas da classe

Kinetoplastea (Trypanosoma spp. e Leishmania spp.).

Tabela 1. Relagao das 17 doengas tropicais negligenciadas segundo a OMS.
Relagdo de quatro diferentes tipos de patégenos que acometem principalmente

populagdes mais pobres de acordo com a resolugdo WHAG6.12. (WHO, 2013)

Doencas Tropicais Negligenciadas

Protozoa Bactéria Helminto Virus
Doenca de Chaqas Ulcera de Buruli Cesticercose / Teniase Dengue e
(Tr gnosoma c?ruzi) (Mycobacterium (Teania solium e/ou Chikungunya

yp ulcerans) Taenia saginata) (CHIKV)
Tripanossomiase H . .

. anseniase Dracunculiase / Doenca .
africana / Doencga do . . g Raiva

(Micobacterium do verme-da-guiné
sono (Trypanosoma . . (RABV)
brucei) leprae) (Dracunculus medinensis)
Leishmanioses Tracoma Equinococose
(Leishmania spp.) (Chlamydia (Echinococcus
Pp- trachomatis) granulosus)

Bouba (Treponema Trematodiases
pallidum pertenue)  transmitidas por comida’

Filariose linfatica
(Wuchereria bancrofti)
Oncocercose / Cegueira
do rio (Onchocerca
volvulus)
Esquistossomose
Helmintos transmitidos
pelo solo?

1Clonorquiase (Clonorchis sinensis), opsitorquiase (Opisthorchis viverrini e O. felineus), fasciolose
(Fasciola hepatica e F. gigantica) e paragonimiase (Paragonimus spp.).

2 Lombriga (Ascaris lumbricoides), diarréia cronica (Trichuris trichiura) e ancilostomiase (Necator
americanus e Ancylostoma duodenale).



1. 1. 2. Classe Kinetoplastea

A classe de protozoarios Kinetoplastea, anteriormente classificada como ordem
(Vickerman et al, 2004), possui uma particularidade, seu DNA mitocondrial unico, ou
kDNA, sendo o0s Unicos organismos a possuirem essa estrutura denominada
cinetoplasto (Vickerman, 1976) estruturada como uma enorme rede concatenada de
DNA circular, como pode ser observado na figura 1 (Lukes et al, 2002). Esta classe
pertence ao supergrupo Excavata, que contem a familia Trypanosomatidae, que por
sua vez possui todos os seus representantes parasitas e de flagelo unico (Maslov et
al, 2001). Entre eles se encontram numerosos parasitas de importancia medica, como
os agentes etiolégicos da doenca de Chagas, leishmanioses e doenga do sono,
causadas pelos trés maiores parasitas do grupo, contendo inclusive parasitas de
importancia veterinaria, T. vivax responsavel pela tripanossomose bovina e T. evansi
pela tripanossomose equina (Hoare, 1972; Maxie et al, 1979; Garcia et al, 2003).

Outra familia pertencente a esta classe é a Bodonidae, que é composta por
representantes biflagelados e majoritariamente de vida livre, principalmente de
ambientes aquaticos, que se alimentam de bactérias e pequenos eucariotos
(Pattersonm, 1989; Arndt et al, 2000). Os representantes desta familia mostram uma
variedade de estilos de vida, tanto de vida livre, tais como os géneros Bodo, Parabodo,
Dimastigella, Rhynchobodo, Cruzella, quanto parasitaria, que sao representados por
ectoparasitas da pele e branquias de peixe, como Ichtyobodo, endoparasitas do trato
reprodutivo de caracéis (algumas espécies Cryptobia) e de trato gastrointestinal de
peixe (algum outro Cryptobia) e também por parasitas digenéticos de sangue de peixe

(Trypanoplasma) transmitido por sanguessugas (Maslov et al, 2001).



Figura 1. Micrografia eletrénica da rede de kDNA de Critidia fasciculata. (a)
Segmentos da rede intactos. Pequenos loops sao denominados minicirculos e os
loops maiores (seta) sdo os maxicirculos. A rede inteira é eliptica, planar e possui
aproximadamente 10 um por 15 um. Escala da barra lateral 0,3 mm. (b) Rede de
kDNA linearizada pela topoisomerase Il. Minicirculos 2,5 Kb e maxicirculos 38 Kb

(seta). Barra de escala com 0,5 mm. (Adaptado de Shapiro e colaboradores 1999).

1. 1. 3. Filo Apicomplexa

O filo Apicomplexa contem protozoarios parasitas, que possuem um complexo
apical, um conjunto unico de organelas envolvidas na invasao de células hospedeiras
(Figura 2). O filo inclui o género Plasmodium, parasita responsavel pela malaria,
Toxoplasma gondii, um parasita responsavel pela toxoplasmose e capaz de infectar
praticamente todos os tipos de células em todos os animais homeotérmicos. Além
destes, existem outros géneros de parasitas com grande importancia médica e
veterinaria representantes do filo, como: Cryptosporidium, Eimeria, Neospora,
Theileria e Babesia (Reid, 2015).

Estes parasitas sao intracelulares obrigatdrios e, portanto, a invasao da célula
hospedeira € um passo essencial durante o seu ciclo de vida. Embora a maioria dos
patégenos possam contar com fatores de modulagdo da célula hospedeira para
provocar a sua propria endocitose ou fagocitose, a maioria dos parasitas
apicomplexas podem penetram em sua célula hospedeira na auséncia de qualquer
membrana visivel em um processo ativo (Sibley, 2011) que parece estar firmemente
ligado a capacidade de se moverem através de um complexo motor que utiliza

actinomiosina (Kappe et al. 2003).
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Figura 2. Forma de invasao de um representante do filo Apicomplexa
(Toxoplasma gondii) na célula hospedeira. Varredura com micrografia de (a)
transmissao e (b) eletrbnica de taquizoitos de T. gondii invadindo uma célula
endotelial de corddo umbilical humano. A extremidade apical do parasita é orientada
para a célula epitelial, mas também parece ser o desenvolvimento de uma saliéncia
da membrana plasmatica da célula hospedeira para formar uma “gola” em torno

parasita invasor. N - nucleo. As barras representam 1 uM. (Meissner et al. 2013)

1. 2. Genotipagem

A genotipagem € entendida como o processo de identificagdo de variagbes na
composi¢cao genética, no gendtipo, que estad contido em uma célula ou organismo
(Alberts, 2010). Desta forma, este processo pode ser realizado através de ensaios
biolégicos e comparagdes entre outras sequéncias ou sequéncias de referéncia.
Essas ferramentas auxiliam no conhecimento da genética das populagcbes e na
taxonomia de espécies (Baniecki et al. 2015).

Existem diversas formas de genotipagem, e elas podem ser dividas em unico
locus ou multi-locus. As abordagens com um unico locus do genoma (o lugar
especifico em que um gene se localiza no cromossomo, ou seja, um unico marcador)
podem ser aplicadas na genotipagem de espécies e/ou populagdes préximas, em
areas pequenas de distribuicdo, enquanto uma analise multi-locus possibilita um
entendimento mais completo da biologia de espécies e populagdes, podendo elucidar
questdes inter e intraespecificas de populagdes e espécies mais distantes e

distribuidas em uma area maior (Spratt, 1999).
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A abordagem Multilocus Microsatellite Typing (MLMT), utiliza regides
repetitivas em tandem do genoma de 1 a 6 pb, as regides de microssatélite sao
neutras e altamente polimorficas, sendo utilizadas para estimar a distancia genética e
estruturagcao populacional (Litt & Luty, 1989; Ochsenreither et al, 2006; Schonian et al,
2011). Em protozoarios, mais especificamente Leishmania spp, os loci microssatélite
provaram ser ferramentas poderosas para estudos genéticos de tipagem molecular e
da populagdo nesse género de protozoarios (Gelanew et al, 2014). Uma outra
abordagem utilizada para a genotipagem é a MLEE (multilocus enzyme
electrophresis), que caracteriza isolados de enzimas citoplasmaticas de acordo com
a mobilidade das mesmas em eletrorese, e é precursora do sistema MLST.

Estudos de epidemiologia molecular tém utilizado formas de genotipagem
multi-locus baseadas em MLST (Multi-Locus Sequence Typing), correlacionando
dados de pacientes com as cepas que os infectaram e o local. Liu e colaboradores em
2015 utilizaram MLST como abordagem com o objetivo de genotipar o protozoario
Cryptosporidium andersoni. Através da utilizagdo desta metodologia, os autores
conseguiram tragar a origem da infecgdo por este parasita, que causa diarreia em
cavalos, a nivel de subtipo (cepa do parasita), utilizando 4 Joci diferentes a fim de

atingir o objetivo proposto.

1. 2. 1. PCR - Reagdo em Cadeia da Polimerase

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Saiki et al. 1985; Mullis & Foloona,
1987) revolucionou o campo da genotipagem. A PCR, tem como alvo um ou mais
fragmento(s) de DNA especifico(s) na reagédo, que é catalisada por uma enzima
polimerase de DNA, que precisa de iniciadores adicionados a reacdo. Devido a sua
simplicidade, sensibilidade, especificidade, a PCR é, na verdade, ainda hoje uma
parte integrante da maior parte das técnicas de genotipagem.

Uma técnica derivada da PCR tradicional € a PCR quantitativa (qQPCR), que é
uma grande ferramenta para a detecgado de agentes infecciosos (Rougemont et al,
2004). Em 2009, Rao e colaboradores descreveram métodos qPCR para detectar
Wuchereria bancrofti e Plasmodium spp em sangue humano e em mosquitos com um
unico locus e milti-locus. Onde seus resultados demonstraram o valor potencial desta
abordagem para avaliar eficientemente a presenca destes agentes patogénicos

transmitidas por vetores em popula¢gdes humanas.



Desta forma, ensaios de genotipagem com alta sensibilidade e baixo custo sao
poderosas ferramentas para a identificacdo de infecgdes e podem promover uma
melhor compreensao da genética de populagao do parasita, bem como a diversidade

da infeccéo ao longo do tempo, como algumas técnicas de PCR (Baniecki et al. 2015).

1. 2. 1. 1. PCR multiplex

A PCR multiplex é uma variante da PCR tradicional na qual duas ou mais
sequéncias alvo podem ser amplificadas através da inclusdo de mais de um par de
iniciadores na mesma reacéo. A PCR multiplex possui a vantagem de economizar
tempo e de ser menos laboriosa. Desde que foi descrita pela primeira vez por
Chamberlain 1988, este método tem sido aplicado com sucesso em muitas areas,
incluindo anélises de deleg¢ao/insercédo no gene, mutagao e analise de polimorfismo,
além da analise quantitativa e transcrigao reversa RT-PCR. No dominio das doencas
infecciosas, a PCR em multiplex tem demonstrado ser uma ferramenta valiosa para a
identificacdo de virus, bactérias e parasitas (Shuber et al. 1993; Crisan et al. 1994,
Zimmermann et al. 1996 Rithidech et al. 1997; Harris et al. 1998).

Em casos em que a variagdo genotipica € muito alta, pode ser impossivel
garantir uma detecgéo de qualquer gendtipo com um numero limitado de iniciadores
de PCR, por exemplo considerando ensaios singleplex. Porém, quando uma analise
multi-locus é utilizada, torna-se possivel uma boa resolugao e elucidagao de questdes
evolutivas e filogenéticas (Chamberlain et al. 1988; Repp et al. 1993; Shigemori et al.
2005).

No trabalho desenvolvido por Fredriksson e colaboradores em 2007, os autores
destacam a importancia da amplificagcdo de multiplos alvos para aumentar a eficiéncia
de ensaios de genotipagem, onde os mesmos utilizaram uma abordagem com 170
diferentes pares de iniciadores numa mesma reagao para 10 genes de cancer humano
conhecidos, incluindo o fato de ser uma abordagem mais eficiente para casos de
amostras raras.

No campo dos parasitas, em um trabalho realizado com 307 amostras de T.
cruzi, foi possivel utilizar uma abordagem multi-locus para genotipar esses parasitas
através das DTUs (Discrete Typing Unit), que é definido como um conjunto de isolados
que sao geneticamente semelhantes e que podem ser identificados por loci

moleculares ou imunolégicos comuns a esse conjunto de T. cruzi, onde esse gendtipo



pode variar de | — VI (Tibayrenc, 1998). Para tal objetivo, os autores utilizaram uma
técnica de PCR multi-locus em tempo real (MTg-PCR), onde conseguiram genotipar

corretamente todos os 307 isolados de T. cruzi (Cura et al, 2015).

1. 2. 2. Gendmica Comparativa

A gendbmica comparativa € o estudo da relagdo entre genomas de diferentes
espécies ou linhagens bioldgicas, desde estruturas até suas fungdes, e podem ser
usadas para inferir fungdo génica e também para adicionar anotagdo de novas
sequéncias. A base para este tipo de analise é a hipétese da importancia biolégica
das sequéncias conservadas entre espécies devido ao controle funcional das
mesmas. O primeiro passo €& saber escolher corretamente as sequéncias, e a
comparagao mais usual € entre organismos filogeneticamente proximos (Nobrega &
Pennacchio, 2004; Cuadrat et al, 2014).

Em gendmica comparativa, a utilizagdo de genes ortélogos e paralogos sao
fundamentais para o estudo comparativo de espécies. Esses genes séo
fundamentalmente dois tipos diferentes de genes homdlogos que evoluiram,
respectivamente, de um unico gene ancestral. Os genes ortdlogos sao aqueles
descendentes de um gene presente no ultimo anscestral comum as duas espécies,
ocupando o mesmo nicho funcional em diferentes organismos. Ja os genes paralagos
sao resultantes de um processo de duplicagdo génica, onde esses genes tendem a
evoluir para novas fungdes (Koonin et al, 2004).

Ortologia e paralogia sdo conceitos fundamentais de genética evolutiva. Uma
distingdo clara entre ortélogos e paralogos € necessaria para a constru¢gao de uma
classificagdo evolutiva robusta de genes e anotagcédo funcional de confianga de
genomas recentemente sequenciados (Koonin, 2005).

Estudos deste tipo mostram que podem ser estabelecidas relagdes de
ortélogos com genes de espécies taxonomicamente proximas ou distantes para a
maioria dos genes de cada genoma sequenciado. Em um trabalho de Tschoeke e
colaboradores em 2014 utilizando a abordagem de gendmica comparativa em 6
espécies de protozoarios do género Leishmania com os genomas disponiveis no
GenBank (NCBI), os autores puderam observar que L. amazonensis e L. mexicana
compartilham o maior numero de genes ortdlogos, e conseguiram identificar também

a presenga de potencial enzimas isofuncionais nado-homoélogas (NISE) entre L.



amazonensis e Homo sapiens, que poderiam colaborar para o desenvolvimento de

novos alvos de farmacos.

1. 3. Filogenia

A biodiversidade constitui um universo no qual todos os individuos apresentam
semelhancas e diferencas, variando no tempo, no espaco, na forma e na funcao. As
semelhangas conferem unidade entre os diversos grupos de seres vivos, sendo a
identidade garantida pelas diferengas entre eles (Lopes & Vasconcelos, 2012). A
filogenética é o estudo das relagdes evolutivas e a analise filogenética é inferir ou
estimar essas relagdes. A histéria evolutiva pode ser inferida a partir da analise
filogenética e é geralmente retratada como arvores que representam a ancestralidade
estimada e as relagdes herdadas entre moléculas (arvores de gene), organismos
(arvore de espécie), ou ambos. A filogenética € também chamada de cladistica. A
palavra clado pode ser definida como um conjunto de descendentes de um unico
ancestral, e é derivada da palavra grega para ramo. No entanto, a cladistica € um
método particular de hipotese sobre relagdes evolutivas (Brinkman & Leipe, 2001).

Uma arvore filogenética, € um diagrama que ilustra as linhas de descendéncia
evolutiva de diferentes espécies, organismos, ou genes a partir de um antepassado
comum. Filogenias sao uteis para organizar o conhecimento da diversidade bioldgica,
para as classificagdes estruturadas, e para fornecer insights sobre eventos que
ocorreram durante a evolucdo. Além disso, estas arvores mostram descendéncia de
um ancestral comum porque grande parte das evidéncias mais fortes para a evolugao
vem na forma de um ancestral comum (Baum, 2008).

Diversos estudos utilizando filogenia podem ser utilizados como exemplos na
evolucdo de loci especificos ou espécies em diversas areas. Estudos utilizando
protozoarios de importancia medica e veterinaria ja foram realizados para analise de
caracteristicas adaptativas de seus representes a ambientes com restricido de
nutrientes, como o caso do trabalho de Makiuchi e Nozaki em 2014, que utilizaram
espécies parasitas como Trichomonas vaginalis e Giardia intestinalis, comparados a
protozoarios de vida livre como Sawyeria marylandensis, utilizando como /oci genes
relacionadas a mitocéndria (MROs), a fim de entender os mecanismos evolutivos que

levaram a tais vantagens, com a filogenia como ferramenta.

10



Um outro desafio na area da biologia que pode ser elucidado com o auxilio da
abordagem filogenética envolve a taxonomia de espécies. Uma das espécies mais
estudadas na area de saude € o Trypanosoma cruzi, que causa a doenga de Chagas.
Algumas espécies do género Trypanosoma formam um grupo monofilético conhecido
como o clado T. cruzi, formado pelas espécies T. cruzi, T. conorhini, T. dionisii, T.
rengeli e T. vespertilionis. Apesar de ser muito estudado, ainda existem incertezas
sobre a evolugdo e estruturagcdo deste clado, e estudos utilizando analises
filogenéticas tém avangado bastante neste campo, como é o caso da abordagem de
Cottontail e colaboradores em 2014, que utilizaram uma forma de filogenia, PTP
(Poisson Tree Processes), que € um modelo para a delimitagdo de espécies em uma
arvore filogenética enraizada, onde especiagdes ou eventos de ramificagdo séo
modelados em termos de numero de substituicoes. Nesse trabalho os autores relatam
indicios de que o clado T. cruzi tem mais espécies que anteriormente relatados,
especialmente no Novo Mundo, e isso justifica novas pesquisas e estudo taxonémico
utilizando a abordagem filogenética com mais amostras de outras localidades
(Stevens et al, 1999; Hamilton et al, 2009; Zhang et al, 2013; Cottontail et al, 2014).

1. 4. Loci utilizados para a genotipagem

A escolha dos genes foi baseada em genes ortélogos/comuns aos parasitas, o
que pode favorecer o conhecimento e a busca de novos alvos de drogas para as
doencas transmitidas por esses protozoarios. No presente estudo, foram utilizados
trés dos genes da familia de enzimas aminoacil-tRNA sintetases, sendo eles SerRS,
MetRS e LeuRS. A fidelidade da biossintese de proteinas depende da ligagao
especifica de aminoacidos em seus de tRNAs correspondentes. Este processo é
catalisado por uma familia de 20 enzimas, que conseguem distinguir estruturas
semelhantes de tRNA e seus aminoacidos (Vincent et al, 1997).

O gene SerRS, pertencente a familia tRNA sintetase de classe |l, codifica a
enzima que catalisa a transferéncia de serina-tRNA, O locus LeuRS codifica uma
sintetase citosdlica, leucina-tRNA, um membro da aminoacil-tRNA sintetase da familia
de classe I. A enzima catalisa a ligagcao de leucina no tRNA (Leu), e o gene MetRS
catalisa a reagao de ligacdo do aminoacido metionina ao seu tRNA correspondente,
pertencendo também a familia tRNA sintetase de classe | (Shiba et al, 1994). Estes

genes vém sendo bastante estudados em diversos grupos taxondmicos por serem
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muito importantes para todos os organismos, uma vez que estao envolvidos na
sintese de proteinas. Em estudos realizados em T. brucei por Cestari e Stuart em
2013, onde os autores fizeram knockdown em um dos genes desta familia (lleRS —
Isoleucyl-tRNA synthetase) se observou 100% de morte dos parasitas. Além deste,
em estudos também utilizando T. brucei, identificaram inibidores de LeuRS, que ja
estava chamando a atencéo para pesquisas com este locus em bactérias, devido as
suas caracteristicas antimicrobianas (Zhang et al, 2013; O'Dwyer et al, 2015).

As GTPases constituem uma grande familia de enzimas hidrolases que se
ligam e hidrolisam o GTP. Esta reacédo ocorre no dominio G, uma regido altamente
conservada e comum a todas as GTPases (Scheffzek & Ahmadian, 2005). A
subfamilia DRG (developmentally regulated G - proteins) constitui um dos ramos da
superfamilia das GTPases (Leipe et al, 2002). As proteinas DRGs séo altamente
conservadas e encontradas em varios grupos de seres vivos como as bactérias, as
plantas, os fungos e os animais, sugerindo que essas proteinas possuem um papel
celular fundamental (Bourne et al, 1991). Apesar disso, estudos utilizando este gene
para a genotipagem de protozoarios parasitas ndo foram encontrados na literatura.

O gene TPI, triosefosfato-isomerase, possui um papel fundamental na glicdlise,
estd interligado ao metabolismo de lipideos, e a via das pentoses fosfato, esse gene
€ muito importante para os eucariotos, e estudos relacionando com a deficiéncia
nesse gene indicam severas alteragdes metabdlicas (Orosz et al, 2009). Este gene
vem sendo amplamente utilizado em estudos de caracterizacdo molecular e
genotipagem, através da identificagdo a nivel de subtipo dos parasitas principalmente
em parasitas dos géneros Cryptosporidium e Giardia (Zheng et al, 2014; Qi et al,
2015).

O locus MSH, pertence a uma familia de proteinas MutS (Mutator S) que
constituem fungédo no reparo do DNA e sdo conservados em todos 0s organismos,
indicando seu papel vital nessa via em todos os organismos. Existem genes nessa
familia, como MSH2, MSH3, MSH6 e MSHS8, e suas proteinas podem interagir e
formarem complexos que atuam no reparo do DNA. No caso de MSH2 e MSH®6, eles
interagem formando um complexo que atuam no reparo do DNA, bem como MSH 2 e
MSH3 (Bell et al, 2004; Saribasak et al, 2009). Estudos para a caracterizagao
molecular desses genes so foram feitos até entdo para a identificagcdo de mutagdes

pontuais nos genes da familia MSH em leveduras que alteravam o fendtipo de
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Saccharomyces cerevisiae, ndo contendo relatos na literatura para genotipagem de
protozoarios utilizando esses loci (Sia et al, 2001).

Os spliceossomos sédo grandes arranjos formados por snRNPs que séao
precursores do mRNA. Para que acontega o splicing, o U5 interage com sequéncias
do éxon no ponto de corte 5, as bases ligadas entre U1 e esse ponto sdo entéo
despareadas através de um processo que consome ATP e desliga U1 do
spliceossomo. U5 entdo pareia melhor com o precursor de mRNA, ligando-se ao ponto
de corte 5’. Isso causa o rompimento do pareamento entre a snRNP U4 e UG,
mudando a conformacgao dessa ultima e criando condi¢cbes para que U6 realize sua
atividade catalitica. Dessa forma U4 atua como um inibidor de U6, que a impede de
agir até que os pontos de corte estejam alinhados (Will & Luhrmann, 2011). Varias
linhas de evidéncia sugerem que diferengas importantes estdo presentes entre a
translacado e processamento do mRNA em sistemas de tripanosomatideos e outros
eucariotos. Mesmo estando bem definidos em mamiferos, shnRNPs ainda n&o estédo

bem caracterizados em tripanossomatideos (Silva et al, 2011).
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2. OBJETIVOS



2. 1. Objetivo geral

Desenvolvimento e padronizagdo da genotipagem multilocus de protozoarios
patogénicos dos géneros Leishmania, Trypanosoma e Plasmodium, utilizando
reacoes de PCR multiplex e avaliagao das relagdes filogenéticas entre as espécies de

parasitas estudadas através de filogenia molecular.

2. 2. Objetivos especificos

* Avaliar a sensibilidade dos 9 pares de iniciadores utilizados com base em
diluicdes seriadas das amostras de DNA para cada um dos trés géneros

testados;

* Teste e padronizacao de PCRs singleplex para cada locus testado em todas as

amostras utilizadas;
* Teste e padronizacdo dos iniciadores que possam ser utilizados para a

genotipagem de protozoarios patogénicos através das técnicas de PCR

multiplex;
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3. MATERIAL E METODOS



3. 1. Obtengao dos parasitas

Os parasitas obtidos para este estudo foram cedidos pela Colecdo de
Protozoarios do Instituto Oswaldo Cruz (COLPROT/IOC/FIOCRUZ) que possui como
curadora a Dra. Claudia d’Avila Levy, do Laboratério de Estudos Integrados em
Protozoologia (IOC/FIOCRUZ) e Dr. Edmundo Carlos Grisard do Laboratério de
Protozoologia (UFSC) com parasitas do género Trypanosoma, exceto T. vivax que ja
pertencia ao Laboratoério de Biologia Computacional e Sistemas (IOC/FIOCRUZ), as
amostras de parasitas do género Leishmania foram cedidas pela Colegao de
Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz (COLIC), que tem como curadora a Dra. Elisa
Cupolillo, do Laboratério de Pesquisa em Leishmaniose (IOC/FIOCRUZ) e os
parasitas do género Plasmodium foram cedidas pelo Laboratério de Pesquisas em
Malaria (IOC/FIOCRUZ) do Dr. Claudio Ribeiro. As espécies utilizadas neste estudo
estao presentes na tabela 2.

As espécies utilizadas na padronizagédo das PCRs para o filo Apicomplexa
foram Plasmodium falciparum: W2, cepa de referéncia para cultivo in vitro; PSS1,
isolado de P. falciparum (brasileiro) adaptado para cultivo in vitro e FUP: cepa de
referéncia para infecgdo sanguinea em primatas do género Saimiri, e Plasmodium
vivax: PV1, PV2 e PV3, amostras de DNA do sangue de pacientes infectados por P.
vivax atendidos no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI),

provenientes de regides de Mata Atlantica/RJ.
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Tabela 2. Relagao das espécies, cepas e codigo das colegcoes dos parasitas
utilizados no presente estudo. Descricao dos parasitas utilizados neste estudo em
forma de tabela, com suas respectivas cepas e cddigos em colegdes e laboratorios,
bem como seu codigo no Laboratério de Pesquisas em Malaria (IOC/FIOCRUZ). As

letras (V.) e (L.) representam, respectivamente, Viannia e Leishmania.

Caédigo nas
Parasita e cepa i
respectivas

colegoes/laboratério

Trypanosoma cruzi CL-Brener clone da cepa CL COLPROT 006
Trypanosoma cruzi cepa Y COLPROT 106
Trypanosoma lewisi COLPROT 095
Trypanosoma vivax cepa VTAO1 T. vivax VTAO1
Trypanosoma evansi COLPROT 146
Trypanosoma brucei cepa Waghorn/ATCC 30118 COLPROT 360
Trypanosoma mega COLPROT 029
Trypanosoma dionisii COLPROT 343
Trypanosoma conorhini cepa Deane COLPROT 086
Leishmania (L.) amazonensis cepa (IFLA/BR/1967/PH8) 10C/L0575
Leishmania (V.) guyanensis cepa IOC/L0565
(MHOM/BR/1975/M4147)

Leishmania (L.) major cepa (MHOM/SU/1973/5-ASKH) IOC/L0581
Leishmania (L.) mexicana cepa (MHOM/BZ/1982/BEL21) 10C/L0561

Leishmania (V.) braziliensis cepa IOC/L0566
(MHOM/BR/1975/M2903)

Leishmania (L.) infantum cepa (MHOM/BR/1974/PP75) IOC/L0579
Plasmodium vivax (isolado) PV1
Plasmodium vivax (isolado) PV2
Plasmodium vivax (isolado) PV3
Plasmodium falciparum cepa FUP FUP
Plasmodium falciparum cepa PSS1 PSS1
Plasmodium falciparum cepa W2 W2
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3. 1. 1. Extragdao do DNA genémico

Os parasitas foram lavados em PBS estéril (1x) nas seguintes concentra¢des
finais: NaCl 137 mM, fosfato 10 mM, KCI 2.7 mM, e entao centrifugados por 12 minutos
a 15.000 x g. O sobrenadante foi entdo removido e foi adicionado PBS (1x) novamente
e, novamente, as amostras firam centrifugadas a 15.000 x g por 12 minutos, e mais
uma terceira vez foi adicionado PBS (1x) e as amostras foram centrifugadas a 15.000
X g por 12 minutos.

ApOs esta etapa de lavagem, os parasitos foram submetidos a extragcdo com o
kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen), onde o protocolo foi seguido de acordo com
as orientacdes do fabricante.

Para eletroforese foi utilizada a fonte da cuba de eletroforese fabricada pela
empresa Major Science, modelo MP-3AP, que foi ajustada em todos os ensaios para
100 V, 430 mA, por aproximadamente 1 hora. A eletroforese se deu em uma cuba
fabricada pela empresa Loccus Biotecnologia, modelo LCH 13x15. O tampao utilizado
para preparar o gel e na cuba para a passagem da corrente foi o TAE (Tris-acetato
40mM, EDTA 2mM e pH 8,5). Os DNAs extraidos foram dispostos nos pogos do gel
de agarose a 1%, contendo GelRed™ (BIOTIUM) 50x diluido para se ligar ao DNA e
ser passivel de observagao aluz U.V., a fim de se avaliar o grau de preservagao desse

DNA gendmico e sua concentragao.

3. 2. Escolha e desenho dos iniciadores

Durante um trabalho prévio desenvolvido no laboratério, 348 grupos de
ortélogos foram identificados utilizando o software OrthoMCL, a fim de identificar o
core de proteinas comuns aos 22 protozoarios com genomas disponiveis em bancos
de dados publicos (Tschoeke, D. A., 2013). A partir destes resultados, os grupos que
continham proteinas presentes no maior numero de espécies foram utilizados para o
desenho de trinta e nove pares de iniciadores (Anexo 8. 1) fruto de um outro trabalho
desenvolvido no laboratério (Rona, L. D. P.), onde sequéncias nucleotidicas dos
genes ortdlogos foram obtidas a partir do banco de dados do GenBank, traduzidas em
proteinas, armazenadas localmente e validadas usando as ferramentas KOGnitor e
COGhnitor, que mostra se a sequéncia selecionada pertence ao KOG/COG (grupos de

genes ortélogos eucariotos/procariotos) respectivo utilizado na busca. Apds esta
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validagao in silico, as sequéncias foram utilizadas para construir os alinhamentos que
serviram para o desenho de iniciadores degenerados empregados para gerar
fragmentos amplificados por PCR.

Os programas utilizados para o desenho dos iniciadores foram: MAFFT para a
construgcao de alinhamentos multiplos de cada KOG/COG, JalView para visualiza-los
e 0 Primer3Plus para o desenho de iniciadores. Todo o processo foi realizado pelo
pipeline Primer Designer (http://kineto2.biowebdb.org/primer_designer) para integrar
estes programas, escritos em linguagem de programacao Perl. Apds 0 processo
automatizado de validacao, alinhamento e desenho dos iniciadores, foi realizada uma
analise final dos iniciadores manualmente, onde foi feita a degeneragdo dos mesmos,

baseada na tabela 3.

Tabela 3. Degeneragoes das bases nucleotidicas de acordo com a nomenclatura

da IUPAC. Degeneracéo utilizada nos iniciadores desenhados.

Base Bases
degenerada nucleotidicas

M AouC
W AouT
S GouC
K GouT
Y CouT
R AouG
B C,GouT
D A, GouT
H A,CouT
v A, CouG
! A,C,GouT
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Apoés as anadlises dos iniciadores desenhados pertencentes a sete loci diferentes, Seryl-tRNA synthetase — SerRS, Leucyl-tRNA
synthetase — LeuRS, Triosephosphate isomerase — TPI, U5 snRNP spliceosome subunit — U5 snRNP, Mismatch repair ATPase 8 — MSHS,
Methionyl-tRNA synthetase — MetRS, GTP-binding protein — DRG1., nove pares foram selecionados para serem utilizados neste estudo,

e estdo presentes na tabela a seguir:

Tabela 4. Sequéncias dos iniciadores usados para amplificar os fragmentos dos genes. Iniciadores degenerados para amplificar as

17 diferentes espécies de espécies de Protozoarios.

n° do Grupo de Tamanho
Iniciador Gene Protozoarios Forward Reverse do
Fragmento
27 DRG1 Kinetoplastea CGSACGCARAAGAACAA ATDCCRCCVCGRTCCTT 518 pb
28 Apicomplexa TCCAAAACRGGAGATGCRAGAAT TGTCATCTACWGTRGCTTCACA 510 pb
20 MSH3 e Kinetoplastea TIYTDACIGGDCCBAAYATGG GAIGTVCCHCKICCIARYTCRTCBA 265 pb
MSHS8 Kinetoplastea 268 pb
30 TPI Kinetoplastea AACTGGAARTGYAAYGG CCAHACVGGYTCGTAGGC 480 pb
34 U5 snRNP Kinetoplastea GARGTRGARTACATGGA CGCACVTCRTCMGCYTC 656 pb
35 Apicomplexa CTGTRTATGAAGTRGACCC TACTGAAATACAAAKGASGAAAAT 410 pb
38 LeuRS Kinetoplastea AAYTGGCTIGCIGACTGGC CGBAGRTCRACRGGRTACCA 350 pb
143 MetRS Kinetoplastea CATGTTCCGKCTKAGCG ATCYTTCGTCCACCASCCAT 439 pb
172 SerRS Kinetoplastea GDGAVGADAAGTAYYTGATTGC ~ AGCATCTCHRDBCCCATCAT 577 pb
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3. 3. Padronizagao inicial das PCRs singleplex

Para que fosse possivel padronizar uma reagao de PCR singleplex, como pode
ser observado na tabela 5, para cada um dos /oci utilizados neste estudo, cada locus
foi testado separadamente para os géneros Trypanosoma, Leishmania e Plasmodium,
a fim de se obter uma temperatura de hibridacdo que servisse para todos, bem como
as demais condi¢des de ciclagem e concentragdes dos reagentes para um posterior
ensaio multiplex (vide item 3. 4, nesta se¢édo). Um controle negativo foi utilizado em
todos os protocolos, e as condi¢des de ciclagem para cada reagao foram as mesmas.
As reagdes de PCR foram realizadas utilizando as seguintes condi¢des: (1) 95°C de
desnaturagao inicial por cinco minutos, seguido de (2) 40 ciclos com 95°C de
desnaturacao, 58°C de temperatura de hibridacdo e 72°C como temperatura de
extensdo, sendo cada um por um minuto, e como a extenséo final a (3) 72°C por dez
minutos, seguido de 4°C por tempo indeterminado. Além disso, todas as reagdes

foram realizadas utilizando o termociclador Verit® da Applied Biosystems.

Tabela 5. Protocolo para os ensaios singleplex. Protocolo padronizado para todas
as reagdes de PCR singleplex, com um volume final de 50 pL. Como amostras, foram
utilizados um representante de cada género, Leishmania, Trypanosoma e
Plasmodium. Espécies utilizadas: Trypanosoma cruzi cepa CL-Brener, T. cruzi cepa
Y, T. lewisi, T. vivax, T. evansi, T. brucei, T. mega, T. dionisii, T. conorhini, Leishmania
amazonensis, L. major, L. mexicana, L. guyanensis, L. braziliensis, L. infantum,
Plasmodium vivax (PV1, PV2 e PV3) e P. falciparum (FUP, PSS1 e W2).

Reagente Volume (ulL)

H20 Milli Q (g.s.p.) 28,5
Buffer 5X Green 10
MgCl, 50 mM 4
dNTP 10 mM 2
Iniciador 5° 10mM 2
Iniciador 3° 10mM 2

DNA polimerase GoTaq Flexi 5U/uL 0,5
DNA 1

Total 50
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ApOs cada reacgao, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 2%, devido
ao tamanho dos fragmentos, e foi adicionado GelRed™ (BIOTIUM) 50x diluido, a fim

de se avaliar o tamanho dos fragmentos de DNA e a presencga de inespecificidade.
3. 4. Padronizagao inicial da PCR multiplex

Para que fosse possivel padronizar uma reagao de PCR multiplex para a genotipagem
dos protozoarios da classe Kinetoplastea, um total de seis protocolos (tabela 6 e
quadro 1) foram adotados e testados com o objetivo de observar qual a combinagao
de iniciadores mostraria um melhor resultado para a analise multilocus dos loci
utilizados neste estudo. Um controle negativo foi utilizado em todos os protocolos, e
as condigdes de ciclagem para cada reagao foram as mesmas. As reagbes de PCR
foram realizadas utilizando as seguintes condigdes: (1) 95°C de desnaturagao inicial
por cinco minutos, seguido de (2) 40 ciclos com 95°C de desnaturagado, uma variagao
temperatura de hibridacdo dos iniciadores nas diferentes reagdes e 72°C como
temperatura de extensao, sendo cada um por um minuto, e (3) a extensao final a 72°C
por dez minutos, seguido de 4°C por tempo indeterminado. Além disso, todas as
reacdes foram realizadas utilizando o termociclador Veriti® da Applied Biosystems.
Apoés cada reacéo, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose a 2%, devido ao
tamanho dos fragmentos, e foi adicionado aos géis brometo de etidio para se ligar ao
DNA e ser passivel de observagdo na luz U.V., a fim de se avaliar o tamanho dos

fragmentos de DNA e a presenga de inespecificidade.
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Tabela 6. Protocolo comum as seis reagdes de PCR multiplex.

Reagente Volume (ulL)

H2O Milli Q (q.s.p.) variavel
Buffer 5X Green 10
MgCl, 50 mM variavel
dNTP 10 mM 2
Iniciador 5° 10 mM variavel
Iniciador 3° 10 mM variavel
DNA polimerase GoTaq Flexi 5U/uL 0,5
DNA (50 ng) 1

Total 50
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Quadro 1. Comparacao dos seis protocolos de PCR multiplex adotados contendo as espécies utilizadas, as temperaturas adotadas, a

concentragdo de MgClI2 e o conjunto de marcadores que foi utilizado.

infantum

infantum

Multiplex 1 Multiplex 2 Multiplex 3 Multiplex 4 Multiplex 5 Multiplex 6
LeuRS LeuRS LeuRS LeuRS LeuRS LeuRS
TPI U5 snRNP MSH TPI U5 snRNP U5 snRNP
Marcador MSH MSH DRG1 DRG1
U5 snRNP MSH
DRG1
Temperatura 58 °C 60 °C 59 °C 59 °C 59 °C 59 °C
MgCl, 4 mM 4 mM 3mM 4 mM 4 mM 4 mM
Trvpanosoma cruzi Trypanosoma cruzi| Trypanosoma cruzi| Trypanosoma cruzi|Trypanosoma cruzi
yp cepa CL-Brener, T.[cepa CL-Brener, T.|cepa CL-Brener, T.|cepa CL-Brener, T.
cepa CL-Brener, T. ; . ; ;
. cruzicepaY, T. cruzicepaY, T. cruzicepaY, T. cruzicepaY, T.
cruzicepaY, T. L ! L ! L ) o )
L , lewisi, T. vivax, T. | lewisi, T. vivax, T. | lewisi, T. vivax, T. | lewisi, T. vivax, T.
lewisi, T. vivax, T. . , . ! . ) . )
. .| evansi, T. brucei, | evansi, T. brucei, | evansi, T. brucei, | evansi, T. brucei,
evansi, T. brucei,
T T. mega, T. T. mega, T. T. mega, T. T. mega, T.
. mega, T. e e e e
. oo dionisii, T. dionisii, T. dionisii, T. dionisii, T.
. . T.cruzicepaY e dionisii, T. . . . .
Espécies . . conorhini, conorhini, conorhini, conorhini,
L. guyanensis conorhini, . : . : . 4 . 4
. ’ Leishmania Leishmania Leishmania Leishmania
Leishmania . ) ) )
. amazonensis, L. | amazonensis, L. | amazonensis, L. | amazonensis, L.
amazonensis, L. . ! ! .
| major, L. major, L. major, L. major, L.
major, L. ; ; ; ;
; mexicana, L. mexicana, L. mexicana, L. mexicana, L.
mexicana, L. ) ) . )
P guyanensis, L. guyanensis, L. guyanensis, L. guyanensis, L.
braziliensis e L. i Sel i Sel i Sl i Sl
infantum braziliensis e L. braziliensis e L. braziliensis e L. braziliensis e L.

infantum

infantum
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3. 5. Visualizagao dos produtos de PCR

Os produtos de PCR singleplex foram observados a partir de uma eletroforese
em gel de agarose a 2%, onde foi adicionado GelRed™ (BIOTIUM) 50x diluido e o
marcador de peso molecular GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas®) foi corrido
no gel junto com as amostras para que pudéssemos observar o tamanho dos
fragmentos.

Os produtos de PCR muiltiplex e as diluicbes foram observados a partir de uma
eletroforese em gel de agarose 2%, que foram corados com brometo de etidio a uma
concentragao final de 1 ug/mL e o marcador de peso molecular GeneRuler 100 bp
DNA Ladder (Fermentas®) foi corrido no gel junto com as amostras para que
pudéssemos observar o tamanho dos fragmentos.

A fonte da cuba de eletroforese, fabricada pela empresa Major Science, modelo
MP-3AP, que foi ajustada em todos os ensaios para 100 V, 430 mA, por
aproximadamente 1 hora. A eletroforese se deu em uma cuba fabricada pela empresa
Loccus Biotecnologia, modelo LCH 13x15. O tampao utilizado para preparar os géis e
na cuba para a passagem da corrente foi o TAE (Tris-acetato 40mM, EDTA 2mM e
pH 8,5).

Para a fotodocumentagcdo dos géis das PCRs singleplex, foi utilizado o
fotodocumentador da Loccus Biotecnologia modelo L-PIX. Para a fotodocumentagéo
dos géis de sensibilidade e das PCRs muiltiplex, foi utilizado o fotodocumentador DNR
modelo MiniBis Pro, utilizado no Laboratdrio de Bioquimica de Proteinas e Peptideos
(IOC/FIOCRUZ).

3. 6. Purificagado dos produtos de PCR e sequenciamento

ApOs a visualizagao dos produtos de PCR em gel de agarose, os fragmentos
que apresentaram banda unica foram purificados de forma direta, ou seja, o restante
da reacao do tubo foi submetido a purificacdo direta. As amostras que apresentaram
alguma inespecificidade foram totalmente submetidas a eletroforese seguido da
excisao da banda do gel. Ambas as purificagdes foram feitas com o kit de purificagéo
em coluna Wizard SV Gel and PCR Clean-up System (Promega), visando seu

posterior sequenciamento.
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Para a realizagdo do sequenciamento, foram adicionados 3 uL do produto de
PCR purificado em 1ulL do seu respectivo iniciador (cada amostra com uma reagao
com o respectivo iniciador forward, e outra reagao para reverse) a 3,2 pmoles e H,O
Milli-Q (Millipore) para completar o volume final de 7,5 uL por tubo ou pogo de reagao.
Foram utilizados tubos Eppendorf de 1,5 mL e microplaca de 96 pogos Axygen. Apos
esse processo, as amostras foram enviadas a Plataforma de Sequenciamento
PDTIS/FIOCRUZ e foram sequenciadas em sequenciador capilar ABI 3700, utilizando
o reagente BigDye Terminator 3.1 Cycle Sequencing Kit, pelo método de Sanger, onde

somente uma fita do DNA é lida por corrida.

3. 7. Analise das sequéncias obtidas

O resultado do sequenciamento foi gravado em uma midia tipo CD na proépria
plataforma de sequenciamento PDTIS (IOC/FIOCRUZ). As sequéncias que
apresentavam seus cromatogramas, com software Chromas lite 2.1.1 (Technelysium
PTY LTD, 1998), com ambiguidade baixa e alta confiabilidade foram submetidas a
uma busca por similaridade utilizando o blastn (nucleotideo contra banco de dados de
nucleotideo) e o blastx (nucleotideo contra banco de dados de proteina)
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch) (Altschul et al.
1990; 1997) contra o banco de dados do NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov/), a fim
de confirmar se as sequéncias obtidas no sequenciamento foram realmente as
sequéncias esperadas dos seus respectivos /oci.

As sequéncias foram alinhadas e editadas utilizando o software BioEdit 7.2.5.
Para o alinhamento das sequéncias foi utilizado o alinhador ClustalW (Thompson et
al, 1997), que é um recurso presente no software BioEdit 7.2.5. Apds o alinhamento
das sequéncias, as mesmas foram editadas com base no tamanho, para que todas as
sequéncias apresentassem o mesmo tamanho e, além disso, as sequéncias foram
comparadas com seus respectivos cromatogramas, utilizando o software Chromas lite
211 (Technelysium PTY LTD, 1998), para evitar possiveis artefatos de

sequenciamento.
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3. 8. Construcgao das arvores filogenéticas

As arvores filogenéticas foram construidas a partir das sequéncias alinhadas
pelo software ClustalW pelo método de reconstru¢gao de Neighbor-Joining, onde foi
utilizado o modelo distancia-p e a opgao complete deletion para a remogéao de gaps e
de dados perdidos antes do inicio das analises. Todas as arvores foram construidas
com valores de bootstrap baseados em 1000 réplicas. Para cada locus de
Kinetoplastea e de Apicomplexa foi construida uma arvore com os organismos que
apresentaram sequéncias de qualidade utilizando o software MEGA 6.0.6 (Tamura et
al. 2013).
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4. RESULTADOS



4. 1. Teste de sensibilidade dos iniciadores desenhados, a partir de

diluicoes seriadas do DNA dos protozoarios.

Para cada um dos iniciadores foram realizados testes de sensibilidade que
consistiram numa diluicdo seriada das amostras de DNA dos parasitas testados,
seguida da reacédo de PCR padrao de singleplex para cada um dos géneros testados.
A tabela 7 representa esse resultado de forma simplificada, onde € possivel comparar
os iniciadores por género testado.

A menor concentragcao em que foi obtida amplificacdo de produto de PCR foi as
concentragdes de 10 pg/uL de DNA, onde as amostras de Leishmania para SerRS e
TPI, Trypanosoma para DRG1, MetRS e U5 snRNP e Plasmodium em U5 snRNP
foram amplificadas com sucesso, bem como para a concentragao de 1 pg/pL de DNA,
a concentracdo mais baixa, para Leshmania e Trypanosoma com o marcador LeuRS.
Enquanto isso, o par de iniciadores que mostrou a menor sensibilidade foi para a
familia génica MSH, onde para o género Leishmania obteve-se amplificacdo até a
concentragao de 10 ng/uL, e na espécie do género Trypanosoma houve amplificagéo
até uma concentragdo menor de DNA, 100 pg/uL. Estes resultados indicam uma maior
sensibilidade, ou seja, esses iniciadores necessitam de uma menor quantidade de
molde de DNA dos loci LeuRS, MetRS e U5 snRNP, no caso deste ultimo para os trés

géneros testados, e uma menor sensibilidade para MSH.

4. 1. 1. Classe Kinetoplastea

Foram selecionados um representante de cada um dos dois géneros
analisados neste estudo. Os tripanossomatideos escolhidos foram Trypanosoma cruzi
cepa Y, e Leishmania (V.) guyanensis cepa MHOM/BR/1975/M4147, os mesmos
foram selecionados por apresentarem amplificagao para todos os loci estudados nos
ensaios singleplex previamente descritos. As mesmas amostras diluidas em série

foram utilizadas para todos os loci, e as dilui¢des variaram de 100 ng a 0,1 fg.
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4.1.1.1. Locus Seryl-tRNA synthetase (SerRS)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

<«— 600 pb

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio para
SerRS para Leishmania. Teste com diluicées locus Seryl-tRNA synthetase (par de
iniciadores 172) para o género Leishmania. Na lane 1, contém o marcador de peso
molecular 100 pares de base, nas lanes de 2 a 12 estdo respectivamente as
concentragdes de 100 ng, 50 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg, 1 fg

e 0,1 fg, por fim, na lane 13 contém o controle negativo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

<«— 600 pb

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio para
SerRS para Trypanosoma. Teste com dilui¢des locus Seryl-tRNA synthetase (par de
iniciadores 172) para o género Trypanosoma. Na lane 1, contém o marcador de peso

molecular 100 pares de base, nas lanes de 2 a 12 estdo respectivamente as
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concentragdes de 100 ng, 50 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg, 1 fg

e 0,1 fg, por fim, na lane 13 contém o controle negativo.

4.1.1. 2. Locus Triosephosphate isomerase (TPI)

1 2 3 4 5 6 7.8 9 10 1112 13

<«— 480 pb

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio para
TPI para Leishmania. Teste com diluicbes locus Triosephosphate isomerase (par de
iniciadores 30) para o género Leishmania. Na lane 1, contém o marcador de peso
molecular 100 pares de base, nas lanes de 2 a 12 estdo respectivamente as
concentragdes de 100 ng, 50 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg, 1 fg

e 0,1 fg, por fim, na lane 13 contém o controle negativo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

<«— 480 pb

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio para
TPI para Trypanosoma. Teste com diluigdes locus Triosephosphate isomerase (par
de iniciadores 30) para o género Trypanosoma. Na lane 1, contém o marcador de peso

molecular 100 pares de base, nas lanes de 2 a 12 estdo respectivamente as
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concentragdes de 100 ng, 50 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg, 1 fg

e 0,1 fg, por fim, na lane 13 contém o controle negativo.

4.1.1. 3. Locus Leucyl-tRNA synthetase (LeuRS)

2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 - 13

<«— 350 pb

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio para
LeuRS para Leishmania. Teste com dilui¢ées locus Leucyl-tRNA synthetase (par de
iniciadores 38) para o género Leishmania. Na lane 1, contém o marcador de peso
molecular 100 pares de base, nas lanes de 2 a 12 estdo respectivamente as
concentragdes de 100 ng, 50 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg, 1 fg

e 0,1 fg, por fim, na lane 13 contém o controle negativo.

<«— 350 pb

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio para
LeuRS para Trypanosoma. Teste com diluigdes locus Leucyl-tRNA synthetase (par
de iniciadores 38) para o género Trypanosoma. Na lane 1, contém o marcador de peso
molecular 100 pares de base, nas lanes de 2 a 12 estdo respectivamente as
concentragdes de 100 ng, 50 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg, 1 fg
e 0,1 fg, por fim, na lane 13 contém o controle negativo.
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4.1.1. 4. Locus U5 snRNP spliceosome subunit (U5 snRNP)

1 2 3 4 5 6 7.8 910 11 12 13

<« 600 pb

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio para
U5 snRNP para Leishmania. Teste com diluicbes locus U5 snRNP spliceosome
subunit (par de iniciadores 34) para o género Leishmania. Na lane 1, contém o
marcador de peso molecular 100 pares de base, nas lanes de 2 a 12 estéo
respectivamente as concentragdes de 100 ng, 50 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg,

100 fg, 10 fg, 1 fg e 0,1 fg, por fim, na lane 13 contém o controle negativo.

1 2 3 5 6 7 8 9 10 11 12 13

<« 600 pb

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio para
U5 snRNP para Trypanosoma. Teste com diluicbes locus U5 snRNP spliceosome
subunit (par de iniciadores 34) para o género Trypanosoma. Na lane 1, contém o
marcador de peso molecular 100 pares de base, nas lanes de 2 a 12 estéo
respectivamente as concentragdes de 100 ng, 50 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg,
100 fg, 10 fg, 1 fg e 0,1 fg, por fim, na lane 13 contém o controle negativo.
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4.1.1.5. Locus Mismatch repair ATPase MSH2, MSH3 e MSH8 (MSH2,
MSH3 e MSH8)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13

<«— 250 pb

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio para
MSH para Leishmania. Teste com diluicbes locus Mismatch repair ATPase MSH?2,
MSH3 e MSH8 (par de iniciadores 20) para o género Leishmania. Na lane 1, contém
o marcador de peso molecular 100 pares de base, nas lanes de 2 a 12 estéo
respectivamente as concentragcdes de 100 ng, 50 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg,
100 fg, 10 fg, 1 fg e 0,1 fg, por fim, na lane 13 contém o controle negativo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 - 13

<«— 250 pb

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio para
MSH para Trypanosoma. Teste com diluicées locus Mismatch repair ATPase MSH?2,
MSH3 e MSHS (par de iniciadores 20) para o género Trypanosoma. Na lane 1, contém

o marcador de peso molecular 100 pares de base, nas lanes de 2 a 12 estéo
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respectivamente as concentragcdes de 100 ng, 50 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg,
100 fg, 10 fg, 1 fg e 0,1 fg, por fim, na lane 13 contém o controle negativo.
4.1.1. 6. Locus Methionyl-tRNA synthetase (MetRS)

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
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<«— 550 pb

Figura 13. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio para
MetRS para Leishmania. Teste com diluicées locus Methionyl-tRNA synthetase (par
de iniciadores 143) para o género Leishmania. Na lane 1, contém o marcador de peso
molecular 100 pares de base, nas lanes de 2 a 12 estdo respectivamente as
concentragdes de 100 ng, 50 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg, 1 fg

e 0,1 fg, por fim, na lane 13 contém o controle negativo.
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<«— 550 pb

Figura 14. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio para
MetRS para Trypanosoma. Teste com diluigdes locus Methionyl-tRNA synthetase
(par de iniciadores 143) para o género Trypanosoma. Na lane 1, contém o marcador
de peso molecular 100 pares de base, nas lanes de 2 a 12 estdo respectivamente as
concentragdes de 100 ng, 50 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg, 1 fg

e 0,1 fg, por fim, na lane 13 contém o controle negativo.
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4.1.1.7. Locus GTP-binding protein (DRG1)

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13

<«— 500 pb

Figura 15. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio para
DRG1 para Leishmania. Teste com diluigdes locus GTP-binding protein (par de
iniciadores 27) para o género Leishmania. Na lane 1, contém o marcador de peso
molecular 100 pares de base, nas lanes de 2 a 12 estdo respectivamente as
concentragdes de 100 ng, 50 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg, 1 fg

e 0,1 fg, por fim, na lane 13 contém o controle negativo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

<«— 500 pb

Figura 16. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio para
DRG1 para Trypanosoma. Teste com diluigdes locus GTP-binding protein (par de
iniciadores 27) para o género Trypanosoma. Na lane 1, contém o marcador de peso
molecular 100 pares de base, nas lanes de 2 a 12 estdo respectivamente as
concentragdes de 100 ng, 50 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg, 1 fg

e 0,1 fg, por fim, na lane 13 contém o controle negativo.
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4. 1. 2. Filo Apicomplexa

Foram selecionados um representante do género Plasmodium para realizar as
diluicbes. O Plasmodium falciparum cepa FUP foi selecionado por apresentar
resultados positivos para os dois /oci estudados nos ensaios singleplex previamente
descritos. A presente amostra diluida em série foi utilizada para ambos os /loci, e as

diluicbes variaram de 100 ng a 0,1 fg.

4.1.2.1. Locus U5 snRNP spliceosome subunit (U5 snRNP)

1.2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 - 13

<«— 400 pb

Figura 17. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio para
U5 snRNP. Teste com diluigdes locus U5 snRNP splicecosome subunit (par de
iniciadores 35) para o género Plasmodium. Na lane 1, contém o marcador de peso
molecular 100 pares de base, nas lanes de 2 a 12 estdo respectivamente as
concentragdes de 100 ng, 50 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg, 1 fg

e 0,1 fg, por fim, na lane 13 contém o controle negativo.
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4.1. 2. 2. Locus GTP-binding protein (DRG1)

1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 - 13

<«— 450 pb

Figura 18. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio para
DRG1. Teste com dilui¢des locus GTP-binding protein (par de iniciadores 28) para o
género Plasmodium. Na lane 1, contém o marcador de peso molecular 100 pares de
base, nas lanes de 2 a 12 estéo respectivamente as concentragbes de 100 ng, 50 ng,
10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg, 1 fg e 0,1 fg, por fim, na lane 13 contém

o controle negativo.
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Tabela 7. Resultado do ensaio de sensibilidade. Resultado do teste de
sensibilidade a partir da diluicao seriada dos DNAs de Trypanosoma cruzi cepa Y,
Leishmania guyanensis e Plasmodium falciparum cepa FUP. Os pares de iniciadores
estdo representados através de seus cddigos numéricos. As concentragdes utilizadas
foram 100 ng, 50 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 1 fg, 1 fg e 0,1 fg. Onde

(+) representa o resultado positivo e (-) representando os negativos.

ng pg fg |

Concentragao
100 50 10 1 {100 10 1 (100 10 1 O/
Par de iniciadore

172 Leishmania
172 Trypanosoma
30 Leishmania
30 Trypanosoma
38 Leishmania
38 Trypanosoma
34 Leishmania
34 Trypanosoma
20 Leishmania
20 Trypanosoma
143 Leishmania
143 Trypanosoma
27 Leishmania
27 Trypanosoma
35 Plasmodium
28 Plasmodium

+ +|+ |+ +]|+ +
+ |+ |+ +|+ o+

+ +|+

|+ + +|+ +|+ +|+ ]|+ +]|+ +]+ +
+|+|+ +|+ +|+ +H|F ]|+ |+ ]+ o+
+ |+ + +|+ +|+ +|+ ]|+ |+ ]+
+|+|+ +|+ +|+

+|+|+
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4. 2. Padronizacao inicial da PCR singleplex para todos os loci

Durante a padronizagao inicial da reagdo de PCR singleplex para todas as
amostras, foram utilizadas as mesmas condicdes para todos os pares de iniciadores.
Isto foi feito para que fosse possivel posteriormente desenhar uma uma reacéo de
PCR multiplex abrangendo a maior quantidade de /loci possivel, desta forma,
estabeleceu-se um protocolo para os diferentes iniciadores utilizados no presente
trabalho. Na tabela 8, foi possivel sumarizar os resultados obtidos com os ensaios
singleplex, onde foram testados um total de 17 amostras de DNA para 9 pares de
iniciadores para espécies de Kinetoplastea e Apicomplexa.

Inicialmente foi testado o par de iniciadores 38 para o locus LeuRS, que
apresentou amplificagdo para todas as espécies testadas (Figuras 19 e 20), assim
como os iniciadores para os loci TPl e MSH. Para assegurar que nao haveria
contaminagao de espécies de um género em reagdes com espécies do outro género,
as reacoes foram realizadas separadamente, e isto ocorreu para todos os loci. O locus
DRG1 (par de iniciadores 27) nao apresentou amplificagdo somente das espécies T.
mega e T. brucei.

Os loci U5 snRNP, MetRS e SerRS, par de iniciadores 34, 143 e 172,
respectivamente, ndo apresentaram amplificacdo para todas as espécies testadas. O
par de iniciadores par 34 nao amplificou as amostras de T. mega e T. vivax, o par 143
nao amplificou as amostras de T. mega, T. conohrini e T. vivax, € o par de iniciadores
172 ndo amplificou as amostras de T. lewisi, T. conorhini, T. vivax, T. evansi e T.
brucei, onde o par 172 mostrou ser o par de iniciadores com a menor abrangéncia
dentre os testados.

Os iniciadores para MetRS e SerRS apresentaram o menor numero de espécies
amplificadas, e os iniciadores para MetRS apresentaram bandas inespecificas em
algumas espécies, mas através do método de excisdo da banda foi possivel
sequenciar a banda esperada. Os iniciadores para o locus SerRS nao apresentaram
bandas inespecificas, porém foi o par de iniciadores que amplificou 0 menor numero
de espécies, sendo 10 dos 15 Kinetoplastea utilizados. Em MetRS, ndo houve
amplificacdo em T. vivax, T. mega e T. conorhini.

Nos testes com os iniciadores para Apicomplexa, foram utilizadas duas
espécies deste filo, P. vivax e P. faciparum. O locus DRG1 (par de iniciadores 28),

mostrou-se eficiente para ambas as espécies (Figura 21), porém as cepas de P.
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falciparum (cepas FUP, PSS1 e W2) amplificaram P. vivax (PV1, PV2 e PV3), que
possuem a uma mesma cepa, sendo que a amostra PV2 nao funcionou em nossos
testes. Ja o locus para U5 snRNP (iniciadores par 35) embora também tenha
funcionado para ambas as amostras testadas, mantendo um padréo de amplificagao
semelhante ao visto com o par de iniciadores 28, o presente par de iniciadores se
mostrou mais sensivel e ainda houve amplificagdo da amostra PV2, que nao
apresentou amplificagao para o outro locus testado (DRG1). Apesar desta amostra ter

sido amplificada, sua especificidade foi baixa, como pode ser observado na figura 22.

Para o locus LeuRS, todas as amostras foram amplificadas. Ao observar a figura
19, é possivel perceber na lane 8 que nao houve amplificagdo, isso ocorreu porqué
uma das amostras de T. vivax testadas estava com o DNA degradado, mas a outra

amostra foi amplificada.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

<«— 350 pb

o I
v

Figura 19. Teste de PCR singleplex para o locus LeuRS (iniciadores par 38) em
Trypanosoma. Eletrorese em gel de agarose 2%, onde (1) 100 bp, (2) Trypanosoma
mega, (3) T. conorhini, (4) T. vivax 1, (5) T. cruzi CL Brener (6) T. lewisi, (7) T. dionisii,

(8) T. vivax 2, (9) T. evansi, (10) T. brucei, (11) T. cruzi Y e (12) é o controle negativo.
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Figura 20. Teste de PCR singleplex para o locus LeuRS (iniciadores par 38) em
Leishmania. Eletrorese em gel de agarose 2%, onde (1) 100 bp, (2) Leishmania
major, (3) L. amazonensis, (4) L. mexicana, (5) L. baziliensis (6) L. infantum, (7) L.

guyanensis, e (8) é o controle negativo.

<«— 550 pb

Figura 21. Teste de PCR singleplex para o locus DRG1 (iniciadores par 28).
Eletrorese em gel de agarose 2% com as amostras de P. vivax e P. falciparum, onde
na lane (1) estd o marcador de peso molecular 100 bp, na lane (2) PV1, (3) PV2, (4)
PV3, (5) FUP, (6) PSS1, (7) W2 e (8) esta o controle negativo.
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<«— 450 pb

Figura 22. Teste de PCR singleplex para o locus U5 snRNP (iniciadores par 35).
Eletrorese em gel de agarose 2% com as amostras de P. vivax e P. falciparum, onde
na lane (1) esta o marcador de peso molecular 100 bp, na lane (2) PV1, (3) PV2, (4)
PV3, (5) FUP, (6) PSS1, (7) W2 e (8) esta o controle negativo.
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Tabela 8. Resultado das PCRs singleplex. Resultado das PCRs singleplex para cada um dos nove /oci utilizados no presente estudo,
Leucyl-tRNA synthetase(par de iniciadores 38), GTP-binding protein (par de iniciadores 27), Triosephosphate isomerase (par de
iniciadores 30), U5 snRNP spliceosome subunit (par de iniciadores 34), Mismatch repair ATPase MSH2, MSH3 e MSHS8 (par de iniciadores
20), Methionyl-tRNA synthetase (par de iniciadores 143), Seryl-tRNA synthetase (par de iniciadores 172), GTP-binding protein (par de
iniciadores 28) e U5 snRNP spliceosome subunit (par de iniciadores 35), respectivamente. Os protozoarios parasitas utilizados estao
listados abaixo e correlacionados com os /oci para os quais foram testados. Onde (+) representa o resultado positivo (houve amplificagéo)

e (-) representando os negativos (ndo houve amplificagao)

Loci | LeutRNA U5 MSH2, MettRNA Ser tRNA us
synthetase DRG1 TPl snRNP 3e8 synthetase synthetase DRG1 snRNP
Parasitas (38) (27) (30) (34) (20) (143) (172) (28) (35)

Trypanosoma cruzi CL Brener + + - -
Trypanosoma cruzi cepa Y +
Trypanosoma lewisi +
Trypanosoma mega
Trypanosoma dionisii
Trypanosoma conorhini
Trypanosoma vivax
Trypanosoma evansi
Trypanosoma brucei
Leishmania braziliensis
Leishmania guyanensis
Leishmania major
Leishmania mexicana
Leishmania amazonensis
Leishmania infantum
Plasmodium vivax
Plasmodium falciparum

+ + + + + + + + + + + + + + +
+ + + + v + + +
+ + + + + + + + + + + + + + +
+ + v + + +
+ + + + + + + + + + + + + + +
1 1
v+ + 0+
1 1 1
1 1 1

+ + + + + +
+ + + + + + + +
+ + + + + + + +

'
'
'
'
'
'
'
+
+

'
'
'
'
'
'
'
+
+
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4. 3. Padronizagao da PCR multiplex

Para os ensaios de PCR muiltiplex foram utilizados os loci LeuRS, U5 snRNP,
MSH, TPl e DRG1, pois eram os iniciadores com a maior eficiéncia dentre os sete
testados. Além disso, foram utilizados apenas dois loci para Apicomplexa nos
ensaios singleplex, desta forma, devido ao numero limitado de iniciadores
disponiveis nao foi realizada a PCR muiltiplex. O locus para TPI foi encontrado em
diversos estudos na literatura como locus de protozoarios em estudos multilocus
(Lemee et al, 2004; Ghoneim et al, 2012; Hu et al, 2015), bem como o loci U5
snRNP, onde o complexo snRNP foi utilizado como marcador para a identificagcao

de retinite pigmentosa (Benaglio et al, 2014).

4. 3. 1. Multiplex 1 — Para este ensaio, foram utilizados dois pares de

iniciadores para LeuRS com 350 pb e TPl com 480 pb.

Primeiramente foram testados em duas espécies a reagao
multiplex contento dois loci, LeuRS e TPIl. Nesta reagado, foi possivel
visualizar claramente as bandas esperadas, mas, além disso, também se
observou bandas inespecificas. Os iniciadores selecionados neste primeiro
teste foram os que nao apresentavam bandas inespecificas para estes /oci.
Para a reacao de PCR muiltiplex 2 a temperatura de hibridagao foi aumentada

a fim de aumentar a estringéncia.
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TPI <— 480pb
LeuRS «— 350 pb

Figura 23. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio
da PCR multiplex 1. Eletroforese para os loci LeuRS e TPI. Nas lanes estao
presentes o marcador de peso molecular 100 bp (1), Trypanosoma cruzi cepa Y (2)
e Leishmania guyanensis (3) e controle negativo (4), com uma temperatura de
hibridagao de 58°C.

4. 3. 2. Multiplex 2 — Para esta reagao, foram utilizados trés pares de
iniciadores, sendo eles LeuRS com 350 pb, MSH3, 6 e 8 com 265/268 pb
e U5 snRNP com 656 pb.

A reacao multiplex 2, foi executada com uma temperatura de hibridagao de
60°C e diminuiu a inespecificidade, foram testados trés /oci, LeuRS, U5 snRNP e
MSH, por possuirem tamanhos significativamente diferentes. Apesar de ndo haver
amplificacdo inespecifica, algumas amostras que funcionavam normalmente
quando avaliadas no PCR singleplex nao amplificaram. Nesta reacao, era esperado
que nao houvesse amplificagdo de T. vivax e T. mega com o par de iniciadores 34,
que também ndo amplificou as amostras de T. dionisii e L. braziliensis. Porém, as
amostras de T. vivax, T. mega, T. evansi e T. brucei ndo amplificaram para nenhum
dos trés loci, sugerindo que um aumento de temperatura de dois graus pode ter sido

o suficiente para que nao ocorresse mais a amplificagao.
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U5 snRNP <— 650 pb
LeuRS <«— 350 pb

MSH3,6¢8 +— 250 pb

Figura 24. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio
da PCR multiplex 2. Eletroforese em gel de agarose 2% da PCR multiplex para os
iniciadores LeuRS, MSH3, 6 e 8 e U5 snRNP. Sendo (1) 100 bp, (2) Trypanosoma
cruzi cepa CL-Brener, (3) T. lewisi, (4) T. vivax, (5) T. evansi, (6) T. brucei, (7) T.
mega, (8) T. dionisii, (9) T. conorhini, (10) Leishmania amazonensis, (11) L. major,
(12) L. mexicana, (13) L. braziliensis, (14) L. infantum e (15) controle negativo, com

uma temperatura de hibridaca de 60°C.

4. 3. 3. Multiplex 3 — Para este ensaio, foram utilizados os pares de
iniciadores para LeuRS com 350 pb, U5 snRNP com 656 pb e MSH3, 6
e 8 com 265/268 pb.

Na reagao multiplex 3, foram utilizadas as mesmas espécies, porém com uma
temperatura de 58°C, mantendo os trés loci testados na multiplex 2, e reduzindo a
concentragédo de MgCl, de 4 mM para 3 mM, com o objetivo de testar se sua
diminuicdo ndo ocasionaria alguma variagcdo no padrdao de amplificacdo, ou se
somente reduziria a inespecificidade. Foi possivel observar a auséncia de
amplificacdo para o locus U5 snRNP, e a ndo amplificagdo das espécies T. mega,
T. evansi, T. brucei, T. conorhini, L. amazonensis e L. guyanensis, desta forma, foi
escolhido utilizar a concentragdo maxima de MgCl, de 4 mM por reagéo para que

fosse possivel amplificar todas as amostras com todos os /oci testados.
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LeuRS < 350 pb
MSH3, 6 ¢ 8 +— 250 pb

Figura 25. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio
da PCR multiplex 3. Eletroforese em gel de agarose 2% da PCR multiplex com os
iniciadores para LeuRS, U5 snRNP e MSH3, 6 e 8. Sendo (1) 100 bp, (2)
Trypanosoma cruzi cepa CL-Brener, (3) T. cruzicepa Y, (4) T. mega, (5) T. lewisi,
(6) T. vivax, (7) T. evansi, (8) T. brucei, (9) T. dionisii, (10) T. conorhini, (11)
Leishmania amazonensis, (12) L. guyanensis, (13) L. major, (14) L. mexicana, (15)
L. braziliensis, (16) L. infantum e (17) controle negativo, com uma temperatura de
hibridagao de 58°C.

4. 3. 4. Multiplex 4 — Para este ensaio, foram utilizados cinco loci, sendo
eles LeuRS com 350 pb, U5 snRNP com 656 pb, DRG1 com 518 pb, TPI
com 480 pb e MSH3, 6 e 8 com 265/268 pb.

Para a multiplex 4 foram utilizados cinco possiveis pares de iniciadores que
poderiam ser utilizados para a padronizagao da PCR multiplex. Devido a competigdo
pelo template de DNA, os iniciadores degenerados que possuem maior afinidade
pelo fragmento de DNA acabam amplificando os fragmentos com maior eficacia.
Observou-se na reagao de PCR multiplex 4 este padrao, onde os iniciadores para
LeuRS e DRG1 amplificaram com maior eficiéncia, enquanto os outros marcadores,
nao amplificaram em todas as amostras testadas. Inclusive, o marcador MSH, que
manteve sua amplificagdo nas ultimas 3 reagdes de PCR multiplex, nao obteve
amplificagcdo para grande parte das amostras. Além disso, a temperatura de

hibridagdo, em 59°C, e a concentragéo de MgCl,, em 4 mM, foram modificadas.
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U5 snRNP  €— 50 pb
DRGI <— 500 pb

lars < 3505
MSH3,6¢e8 <— 250 pb

Figura 26. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio
da PCR multiplex 4. Eletroforese em gel de agarose 2% da PCR multiplex com os
iniciadores para LeuRS, U5 snRNP, DRG1, TPl e MSH3, 6 e 8. Sendo (1) 100 bp,
(2) Trypanosoma cruzi cepa CL-Brener, (3) T. conorhini, (4) T. lewisi, (5) T. mega,
(6) T. dionisii, (7) T. cruzi cepa Y, (8) T. vivax, (9) T. evansi, (10) T. brucei, (11)
Leishmania braziliensis, (12) L. guyanensis, (13) L. major, (14) L. mexicana, (15) L.
amazonensis, (16) L. infantum e (17) controle negativo, com uma temperatura de

hibridagao de 59°C.

4. 3. 5. Multiplex 5 - Para este ensaio, foram utilizados trés /loci, sendo
eles LeuRS com 350 pb, U5 snRNP com 656 pb e DRG1 com 518 pb.

Devido a quantidade de loci que utilizados na reacado de multiplex 4, os pares
de iniciadores para TPl e MSH foram retirados com o objetivo de permanecerem
apenas os marcadores mais eficientes na reacao de multiplex 5. Esta reagao foi a
que melhor apresentou resultado dentre as seis, apesar das bandas inespecificas
encontradas. Essa inespecificidade na amplificacdo ocorre também pelo fato de
serem diferentes marcadores degenerados e uma reagao de PCR multiplex que
precisa de padronizagao entre a classe Kinetoplastea, que abrange um grande
numero de espécies. Nesta reagcdo, a amostra de T. mega nao foi amplificada para
nenhum dos loci e deveria amplificar o locus LeuRS, a amostra de T. brucei
apresentou bandas inespecificas e T. vivax amplificou somente para o locus DRG1,

embora devesse amplificar também para o locus LeuRS.
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U5 snRNP «+— 650 pb
DRGI <«— 500 pb
LeuRS  <«— 350 pb

Figura 27. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio
da PCR multiplex 5. Eletroforese em gel de agarose 2% da PCR multiplex com os
iniciadores para LeuRS, U5 snRNP e DRG1. Sendo (1) 100 bp, (2) Trypanosoma
cruzi cepa CL-Brener, (3) T. cruzi cepa Y (4) T. brucei, (5) T. lewisi, (6) T. dionisii,
(7) T. conorhini, (8) T. vivax, (9) T. evansi, (10) T. mega, (11) Leishmania
braziliensis, (12) L. guyanensis, (13) L. major, (14) L. mexicana, (15) L.
amazonensis, (16) L. infantum e (17) controle negativo, com uma temperatura de

hibridagao de 59°C.

4. 3. 6. Multiplex 6 - Para este ensaio, foram utilizados quatro /oci,
sendo eles LeuRS com 350 pb, U5 snRNP com 656 pb e DRG1 com 518
pb e MSH3, 6 e 8 com 265/268 pb.

Na reacao de PCR multiplex 6, foram adicionados os iniciadores utilizados na
reagao 5, juntamente com o par de iniciadores para MSH. A partir do momento que
este marcador foi adicionado, houve amplificacdo para este locus somente em T.
mega e L. amazonensis, das 15 amostras testadas amplificaram para este locus.

Além disso, T. brucei ndo amplificou para nenhum dos /oci testados.
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U5 snRNp <«— 650 pb
DRGI <+« 500 pb

LeuRS <«— 350 pb
MSH3,6¢8 «— 250 pb

Figura 28. Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio
da PCR multiplex 6. Eletroforese em gel de agarose 2% da PCR multiplex com os
iniciadores para LeuRS, U5 snRNP, DRG1 e MSH3, 6 e 8. Sendo (1) 100 bp, (2)
Trypanosoma cruzi cepa CL-Brener, (3) T. conorhini, (4) T. lewisi, (5) T. dionisii, (6)
T. mega, (7) T. cruzi cepa Y, (8) T. vivax, (9) T. evansi, (10) T. brucei, (11)
Leishmania braziliensis, (12) L. guyanensis, (13) L. major, (14) L. mexicana, (15) L.
amazonensis, (16) L. infantum e (17) controle negativo, com uma temperatura de
hibridagao de 59°C.
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Apds o desenvolvimento dos protocolos e sequenciamento das amostras dos /oci presentes neste estudo, péde-se perceber uma
diferenca no comprimento das sequéncias em comparagao com o comprimento esperado. Apesar de um tamanho menor das sequéncias

oriundas do sequenciamento, esta diferenca se mostrou irrelevante para a analise dos dados.

Tabela 9. Comparagao do comprimento dos fragmentos de DNA dos /oci utilizados. Relagdo entre o tamanho esperado em pares de
base, com os diferentes tamanhos de fragmentos observados durante as analises.

Tamanho em pares de base

Loci Leu tRNA U5 Met tRNA Ser tRNA U5
synthetase DRG1 TPl snRNP MSH8 synthetase synthetase DRG1 snRNP
Fonte do produto (38) (27) (30) (34) (20) (143) (172) (28) (35)
Tamanho esperado do

fragmento 350 518 480 656 268 439 577 510 410
Eletroforese do fragmento de

PCR 350 500 480 650 250 440 580 500 400
Alinhamento utilizado para a

filogenia (ap6s complete
deletion) 264 356 370 376 158 314 547 376 270
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4. 4. Andlise Filogenética dos loci utilizados
4. 4. 1. Classe Kinetoplastea

4.4.1.1. Arvore filogenética do gene SerRS (par 172)

100 Lmexicana 172R seq2 06 D08
100 _L Lamazonensis 172R seq2 08 F08
100 L——— @& Linfantum 172R seq2 10 HO8
— Lbraziliensis 172R seq2 H12

100 .- @ Lguyanensis 172R seq2 02 HO7
Lmajor 172R seqg2 04 BO8
Tconorhini 172R seq2 B09
- TeruziCL 172R seq2 H04
TeruziY 172R seq2 HO6

100
Tlewisi 172R seq2 HO8

o —
0.02

Figura 29. Arvore filogenética para SerRS. Reconstrugéo filogenética com as
sequéncias obtidas para o par de iniciadores 172 (Seryl-tRNA synthetase - SerRS)
de espécies da classe Kinetoplastea, pertencentes aos géneros Trypanosoma e
Leishmania pelo método de Neighbor-Joining, utilizando como modelo distancia-p
e com a opcao complete deletion. Os numeros nos ramos sao os valores de
bootstrap, baseados em 1000 réplicas. O cédigo alfanumérico ao lado de cada
espécie representa o numero do par de iniciadores, seguido de “F” (foward) ou “R”
(reverse), indicando quais sequéncias foram utilizadas para a construgéo da arvore,
“seq 1 ou 2” significa de qual sequenciamento a sequéncia foi obtida e o codigo que
vai de AO1 até H12 esta relacionado a orientacdo em que a amostra estava

localizada na placa de sequenciamento de 96 pocos.
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4.4.1. 2. Arvore filogenética do gene LeuRS (par 38)

TcruziY 38F A03
100] Tlewisi 38F A05
| TeruziCL 38F A01
51 Tconorhini 38F A11
60 | Tmega 38F A07
100 | ® Tdionisi 38F A9
100 Tvivax 38F BO1
| Tevansi 38F B03
100! @ Tbrucei 38F B05
Lmajor 38F B11
100 Lbraziliensis 38F BO7
100 Lguyanensis 38F B09
100| ——  Linfantum38F C05

0 | Lmexicana 38F C01
80
100 Lamazonensis 38F C03

100

R —
0.05

Figura 30. Arvore filogenética para LeuRS. Reconstrugdo filogenética com as
sequéncias obtidas para o par de iniciadores 38 (Leucyl-tRNA synthetase- LeuRS)
de espécies da classe Kinetoplastea, pertencentes aos géneros Trypanosoma e
Leishmania pelo método de Neighbor-Joining, utilizando como modelo distancia-p
e com a opcao complete deletion. Os numeros nos ramos sao os valores de
bootstrap, baseados em 1000 réplicas. O cédigo alfanumérico ao lado de cada
espécie representa o numero do par de iniciadores, seguido de “F” (foward) ou “R”
(reverse), indicando quais sequéncias foram utilizadas para a construgéo da arvore,
“seq 1 ou 2” significa de qual sequenciamento a sequéncia foi obtida e o codigo que
vai de AO1 até H12 esta relacionado a orientacdo em que a amostra estava

localizada na placa de sequenciamento de 96 pocos.
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4.4.1. 3. Arvore filogenética do gene TPI (par 30)

9% TeruziCL 30F seq1 C08
100 ’_{ TcruziY 30F seq1 C10
o7 L Tlewisi 30F seq1 C12
Tconorhini 30F seq1 D05
Tvivax 30F seq1 DO7

| Tmega 30F seq1 D01
100 |4 Tdionisi 30F seq1 D03
Lmajor 30F seq1 E0S

81

100 r Lbraziliensis 30F seq1 EO1
100 L Lguyanensis 30F seq1 E03

0.05

Figura 31. Arvore filogenética para TPl. Reconstrugdo filogenética com as
sequéncias obtidas para o par de iniciadores 30 (Triosephosphate isomerase - TPI)
de espécies da classe Kinetoplastea, pertencentes aos géneros Trypanosoma e
Leishmania pelo método de Neighbor-Joining, utilizando como modelo distancia-p
e com a opcao complete deletion. Os numeros nos ramos sao os valores de
bootstrap, baseados em 1000 réplicas. O cédigo alfanumérico ao lado de cada
espécie representa o numero do par de iniciadores, seguido de “F” (foward) ou “R”
(reverse), indicando quais sequéncias foram utilizadas para a construgéo da arvore,
“seq 1 ou 2” significa de qual sequenciamento a sequéncia foi obtida e o codigo que
vai de AO1 até H12 esta relacionado a orientacdo em que a amostra estava

localizada na placa de sequenciamento de 96 pocos.
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4. 4.1. 4. Arvore filogenética do gene U5 snRNP (par 34)

751 @ TeruziCL 34 seq2 A02
100 [l Tlewisi 34 seq2 A06
100 L & Tdionisi34 seq2 A08
Tconorhini 34 seq2 A10

r Tevansi 34 seq2 A12
100 L— @ Tbrucei 34 seq2 B2
Lmajor 34 seq2 B08

100 I: Lbraziliensis 34 seq2 B04
100 Lguyanensis 34 seq2 B06
93 Lamazonensis 34 seq2 B12
{ Linfantum 34 seq2 C02

0.05

Figura 32. Arvore filogenética para U5 snRNP. Reconstrugao filogenética com as
sequéncias obtidas para o par de iniciadores 34 (U5 snRNP spliceosome subunit -
U5 snRNP) de espécies da classe Kinetoplastea, pertencentes aos géneros
Trypanosoma e Leishmania pelo método de Neighbor-Joining, utilizando como
modelo distancia-p e com a opgao complete deletion. Os numeros nos ramos sao
os valores de bootstrap, baseados em 1000 réplicas. O cddigo alfanumérico ao lado
de cada espécie representa o numero do par de iniciadores, seguido de “seq 1 ou
2”, que significa de qual sequenciamento a sequéncia foi obtida e o cédigo que vai
de AO1 até H12 esta relacionado a orientagdo em que a amostra estava localizada

na placa de sequenciamento de 96 pocos.
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4.4.1. 5. Arvore filogenética do gene MSH8 (par 20)

TeruziCL MSH8 G01 seq1

| TeruziY MSH8 G03 seq1
TlewisiMSH8 FO5 seq2
— Lbraziliensis MSH8 G08 seq2

100L—  Lguyanensis MSH8 G10seq2

0.05

Figura 33. Arvore filogenética para MSH. Reconstrugdo filogenética com as
sequéncias obtidas para o par de iniciadores 20 (Mismatch repair ATPase 8 - MSH8)
de espécies da classe Kinetoplastea, pertencentes aos géneros Trypanosoma e
Leishmania pelo método de Neighbor-Joining, utilizando como modelo distancia-p
e com a opcao complete deletion. Os numeros nos ramos sao os valores de
bootstrap, baseados em 1000 réplicas. O cédigo alfanumérico ao lado de cada
espécie representa o numero do par de iniciadores, seguido de “seq 1 ou 2”, que
significa de qual sequenciamento a sequéncia foi obtida e o cddigo que vai de A01
até H12 esta relacionado a orientagdo em que a amostra estava localizada na placa

de sequenciamento de 96 pocos.

4.4.1. 6. Arvore filogenética do gene MetRS (par 143)

TeruziCL 143R seq1 F02
100‘ TcruziY 143R seq1 F04
’ Tlewisi 143R seq1 F06

Tdionisi 143R seq2 E06

| Tevansi 143R seq2 EO8
100 - @ Tbrucei 143R seq2 E10

Lmajor 143R seq1 F10

Linfantum 143R seq2 FO4

99 Lguyanensis 143R seq2 E12
97 I— Lbraziliensis 143R seq1 FO8

100

|
0.05

Figura 34. Arvore filogenética para MetRS. Reconstrugéo filogenética com as

sequéncias obtidas para o par de iniciadores 143 (Methionyl-tRNA synthetase -
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MetRS) de espécies da classe Kinetoplastea, pertencentes aos géneros
Trypanosoma e Leishmania pelo método de Neighbor-Joining, utilizando como
modelo distancia-p e com a opgao complete deletion. Os numeros nos ramos sao
os valores de bootstrap, baseados em 1000 réplicas. O cddigo alfanumérico ao lado
de cada espécie representa o numero do par de iniciadores, seguido de “F” (foward)
ou “R” (reverse), indicando quais sequéncias foram utilizadas para a construgao da
arvore, “seq 1 ou 2” significa de qual sequenciamento a sequéncia foi obtida e o
cédigo que vai de A01 até H12 esta relacionado a orientagdo em que a amostra

estava localizada na placa de sequenciamento de 96 pogos.

4.4.1.7. Arvore filogenética do gene DRG1 (par 27)

100 Lguyanensis_27R_seq2_D07
99 Linfantum 27R_seq2_E03

97 ———  Lbraziliensis_27R_seq2_D06

— Lamazonensis_27R_seq2_E02
100L—  Lmajor 27R _seq2 D10
Lmexicana_27R_seq2_D12
Tevansi_27R_seq2 D04
Tvivax_27R_seq2 D02

Tconorhini_27R_seq2_C11
Tdionisi_27R_seq2_C10
Tlewisi_27R_seq2_C08

100 TeruziCL_27R_seq2 C04
TeruziY_27R_seq2_C06

99

73

73

100

P
0.02

Figura 35. Arvore filogenética para DRG1. Reconstrugéo filogenética com as
sequéncias obtidas para o par de iniciadores 27 (GTP-binding protein - DRG1) de
espécies da classe Kinetoplastea, pertencentes aos géneros Trypanosoma e
Leishmania pelo método de Neighbor-Joining, utilizando como modelo distancia-p
e com a opcao complete deletion. Os numeros nos ramos sao os valores de
bootstrap, baseados em 1000 réplicas. O cédigo alfanumérico ao lado de cada
espécie representa o numero do par de iniciadores, seguido de “F” (foward) ou “R”
(reverse), indicando quais sequéncias foram utilizadas para a construgéo da arvore,

“seq 1 ou 2” significa de qual sequenciamento a sequéncia foi obtida e o codigo que
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vai de AO1 até H12 esta relacionado a orientacdo em que a amostra estava

localizada na placa de sequenciamento de 96 pocos.
4. 4. 2. Filo Apicomplexa

4.4.2.1. Arvore filogenética do gene U5 snRNP (par 35)

77 ,\— Pfalciparum FUP 35 seq1 HO7
Pfalciparum PSSI 35 seq1 HO9

— Pfalciparum W2 35 seq1 H11

Pvivax PV135seq1 H05

A
0.02

Figura 36. Arvore filogenética para U5 snRNP. Reconstrugao filogenética com as
sequéncias obtidas para o par de iniciadores 35 (U5 snRNP spliceosome subunit -
U5 snRNP) de espécies do filo Apicomplexa, correspondente as espécies
Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax pelo método de Neighbor-Joining,
utilizando como modelo distancia-p e com a opgao complete deletion. Os numeros
nos ramos sao os valores de bootstrap, baseados em 1000 réplicas. O codigo
alfanumeérico ao lado de cada espécie representa o numero do par de iniciadores,
seguido de “seq 1 ou 2”, que significa de qual sequenciamento a sequéncia foi
obtida e o cddigo que vai de AO1 até H12 esta relacionado a orientagdo em que a

amostra estava localizada na placa de sequenciamento de 96 pogos.

4.4.2. 2. Arvore filogenética do gene DRG1 (par 28)

Pfalciparum_FUP_28 seq1_HO07

0 | Pfalciparum_PSSI_28_seq1_H09

— |— Pfalciparum_W2_28 seq1_H11
Pvivax PV1_28 seq1_HO05

0.02

Figura 37. Arvore filogenética para DRG1. Reconstrugéo filogenética com as
sequéncias obtidas para o par de iniciadores 28 (GTP-binding protein - DRG1) de

espécies do filo Apicomplexa, correspondente as espécies Plasmodium falciparum
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e Plasmodium vivax pelo método de Neighbor-Joining, utilizando como modelo
distancia-p e com a opcao complete deletion. Os nimeros nos ramos sao os valores
de bootstrap, baseados em 1000 réplicas. O cddigo alfanumérico ao lado de cada
espécie representa o numero do par de iniciadores, seguido de “seq 1 ou 27, que
significa de qual sequenciamento a sequéncia foi obtida e o cddigo que vai de A01
até H12 esta relacionado a orientagdo em que a amostra estava localizada na placa

de sequenciamento de 96 pocos.
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5. DISCUSSAO



5. 1. Teste de sensibilidade para os iniciadores testados

Dos loci encontrados na literatura, € possivel perceber que quando os
trabalhos relatam a sensibilidade dos iniciadores, s&o iniciadores especificos para
uma determinada espécie, e ndo degenerados para um grupo de espécies. A
utilizacédo de um par de iniciadores para o locus TPIl, em Giardia lamblia, em um
estudo de Molina e colaboradores em 2007, mostrou uma amplificacdo de até 1
pg/uL, enquanto os os iniciadores utilizados no presente trabalho para este locus
apresentou amplificagado até uma concentragao de até 10 pg/pL. Outros estudos de
genotipagem utilizando os géneros Leishmania e Trypanosoma utilizando PCR
singleplex possuem uma sensibilidade de até 10 fg/uL, mas somente com a
utilizacao de iniciadores especificos (Chiurillo et al, 2003; Aradaib & Mahid 2006;
Winne et al, 2014).

5. 2. Padronizagao inicial dos ensaios dos PCRs singleplex

O locus TPI, por se tratar de um gene que esta envolvido na via glicolitica,
acaba sendo bastante utilizado em diversos estudos, inclusive para genotipagem.
Joachim e Von Samson-Himmelstjerna em 2001, por exemplo, utilizaram este locus
para a genotipagem de duas espécies de protozoarios parasitas do género
Oesophagostomum que acometem o intestino de porcos. Para isso eles também
utilizaram iniciadores degenerados para este género, e utilizaram cDNA. Como
descrito pelos autores, os resultados obtidos foram satisfatérios na genotipagem.

Para o locus U5 snRNP, ndo foi observada amplificagcdo para este par de
iniciadores em T. mega e T. vivax. Iniciadores para U5 snRNP ja foram utilizados
na caracterizagdo molecular de T. brucei e T. cruzi (Ambrosio et al, 2007), neste
estudo, os autores caracterizaram as subunidades U2, U4, U5 e U6, e quando
compararam os resultados obtidos com T. cruzi frente aos encontrados para T.
brucei, puderam perceber que a subunidade U5 é menos conservada em T. cruzi,
bem como apresentam diferencas na estrutura secundaria, mas que sao
compartilhadas entre os tripanossomatideos. Nos resultados de sequenciamento
obtidos no presente trabalho, nao foi possivel observar essa diferengca com relagao
a conservagao de T. cruzi frente as outras espécies testadas (Apéndice 9. 1). Para

o locus DRG1, ndo houve amplificacéo de T. mega e T. vivax.
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As amostras de cultura, no caso das amostras de P. falciparum, mostraram
amplificagdo para todas as amostras testadas, enquanto a amostra de P. vivax ndo
mostrou amplificagao (iniciadores par 28) ou mostrou bandas inespecificas. No caso
de amostras clinicas, este padrao pode ser observado, uma vez que contaminantes
provenientes do hospedeiro e inibidores podem gerar artefatos e inclusive impedir
a amplificagdo correta das amostras (Miao & Cui, 2011).

Dos iniciadores testados em Kinetoplastea, alguns representam alvos para
novos farmacos contra doencgas transmitidas por essas espécies, como € o caso do
locus MetRS, que é um alvo de inibidores seletivos para T. brucei, que por sua vez
acaba super-expressando o gene para MetRS com o objetivo de resistir a agao
dessas drogas. Os parasitas resistentes apresentam niveis mais baixos de
parasitemia e mortalidade em camundongos do que a estirpe progenitora, indicando
que as alteragdes genéticas afetam a aptiddo dos parasitas. Os estudos indicam
que a resisténcia aos inibidores de MetRS pode ser induzida, mas que ocorre de
forma relativamente lenta e com um custo para a viruléncia dos parasitas (Ranade
et al, 2013).

Assim como MetRS, LeuRS tem chamado a atengao por causa de estudos
que validaram clinicamente este locus como um alvo anti-microbial (Rock et al,
2007; Zhu et al, 2009), mais atualmente, Ding e colaboradores (2010 e 2011),
descreveram inibidores de LeuRS em T. brucei, representando um bom alvo para a
pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos (Zhang et al, 2013).

Os testes realizados em Apicomplexa envolviam testes contendo amostras
isoladas de pacientes, todos os iniciadores foram desenhados com o objetivo de
nao amplificarem DNA humano, podendo servir também como uma ferramenta de
diagndstico. Apesar de nao ter havido amplificagdo em PV2, as amostras PV1 e

PV3 foram amplificadas.
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5. 3. Padronizagao inicial dos ensaios dos PCRs multiplex

A melhor reacao multiplex desenhada para estes loci foi a reacdo 5. Apesar
da amplificacdo de algumas bandas inespecificas, foi possivel identificar de forma
clara os marcadores utilizados e, além disso, s&do iniciadores degenerados
desenhados para a amplificagdo de um grande numero de espécies pertencentes a
classe Kinetoplastea. As amostras que melhor amplificaram foram: T. cruzi (ambas
as cepas), T. lewisi, T. dionisii, L. major, L. mexicana, L. amazonensis e L. infantum.
Uma possivel solucdo para esta questdo relacionada com a inespecificidade,
poderia ser solucionado através da técnica de RCA (Rolling Circle Amplification)
(Lizardi et al., 1998), que através de uma sonda, permite a circularizagdo dos
fragmentos de PCR obtidos em uma reacgao isotérmica apds a reagdo de PCR
multiplex, seguida de degradagéo dos fragmentos linearizados e replicagao circulo-
rolante dos amplicons circularizados. Em um estudo de Fredriksson e colaboradores
em 2007, os autores desenvolveram um ensaio multiplex utilizando 170 pares de
iniciadores para 10 marcadores diferentes relacionados a cancer. Ainda assim, ndo
houveram problemas com inespecificidade, onde conseguiram amplificar os

marcadores de forma clara sem inespecificidade.

5. 4. Arvores filogenéticas para Kinetoplastea e Apicomplexa

5. 4. 1. Arvores das espécies de Kinetoplastea

Foram construidas no total 7 arvores filogenéticas para os 7 loci testados e
suas respectivas amostras. Os valores de bootstrap sao valores atribuidos a um
teste estatistico de reamostragem em que refletem a robustez da analise
filogenética gerada, ou seja, a reprodutibilidade da arvore construida e o quao ela
se aproxima da realidade (Gillespie, 1986). Todos os valores de bootstrap das
arvores construidas foram valores superiores a 90% em quase todos os casos. Em
todos os casos foi possivel separar corretamente os géneros Trypanosoma e
Leishmania.

Na classe Kinetoplastea, a analise filogenética demonstra que a maioria dos
genes ortélogos compartilhados por espécies estudadas gera arvores filogenéticas

consistentes com a filogenia geral e aceita do grupo (Ocafia e Davila, 2011). Em
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geral, a filogenia dos genes de Leishmania spp. foi consistente com a filogenia de
espécie, onde os ortdlogos LeuRS, SerRS, U5 snRNP e TPI exibiram uma topologia
similar em suas arvores.

A filogenia do género Trypanosoma, como proposto por Stevens e
colaboradores (1999, 2000), foi reconstruido com sucesso em arvores filogenéticas
dos genes ortdlogos MetRS, TPl e DRG1. Trypanosoma e Leishmania sédo géneros
dindmicos e polimérficos (Devera et al, 2003; Guhl & Ramirez, 2011), que tém
genomas complexos, rearranjos cromossémicos (Panunzi & Anguero, 2014) e
aneuploidia em mosaico (Minning et al, 2011; Mannaert et al, 2012).

A arvore filogenética para SerRS pbde ser construida baseada em todas as
sequéncias dos amplicons obtidos. Agruparam juntas as duas cepas de T. cruzi,
como era esperado e T. lewisi, que agrupa junto a eles em diversos momentos. T.
conorhini, que pertence ao clado de T. cruzi (Hamilton et al, 2007), encontra-se
agrupado ao clado formado por T. cruzi (cepas CL Brener e Y) e T. lewisi.

Na topologia das amostras de Leishmania, foi possivel perceber na arvore
para o marcador SerRS, que as Leishmania dos subgéneros Viannia agruparam
juntas, L. braziliensis e L. guyanensis, ambas espécies do novo mundo. As espécies
do subgénero Leishmania do novo mundo também agruparam juntas, formando um
clado composto por L. infantum, L. amazonensis e L. mexicana. Em um clado
separado, ficou disposta L. major, que é do subgénero Leishmania mas pertence ao
velho mundo, esses dados corroboram com o que seria esperado numa analise
dessas espécies, condizendo com o que € encontrado na filogenia de Kinetoplastea
(Ocafia e Davila, 2011).

Na topologia da arvore do marcador LeuRS, foi possivel perceber a mesma
correlacao entre as espécies de Leishmania, onde mais uma vez as Leishmania dos
subgéneros Viannia agruparam juntas, L. braziliensis e L. guyanensis, ambas
espécies do novo mundo. As espécies do subgénero Leishmania do novo mundo
também agruparam juntas, formando um clado composto por L. infantum, L.
amazonensis e L. mexicana. Em um clado separado, ficou disposta L. major, que é
do subgénero Leishmania mas pertence ao velho mundo, esses dados corroboram
com o que seria esperado numa analise dessas espécies, condizendo com o que &
encontrado na filogenia de Kinetoplastea (Ocafia e Davila, 2011).

Sao descritos trés grandes clados em Trypanosoma, o clado de T. cruzi, o

clado de T. brucei e o clado aquatico (com espécies de peixes e anfibios). No
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entanto, a hipotese atual € a de que o género Trypanosoma seja de origem
monofilética com um unico ancestral comum para parasitas de mamiferos, aves,
répteis, anfibios e peixes (Hollar & Maslov, 1997; Wright et al, 1999; Haag et al,
1998; Stevens et al, 1999; Lukes et al, 2002). Dentre as espécies presentes nesse
estudo, no clado de T. cruzi, estao presentes T. cruzi, T. conorhini e T. dionisii, no
clado de T. lewisi (clado vizinho ao clado de T. cruzi) esta presente somente o
proprio T. lewisi, no clado de T. brucei estdo presentes T. brucei e T. evansi, no
clado aquatico esta presente somente T. mega (Hamilton et al, 2007).

Na arvore de Trypanosoma para o marcador LeuRS, se pode perceber um
agrupamento semelhante aos grandes clados descritos na literatura (Hollar &
Maslov, 1997; Wright et al, 1999; Haag et al, 1998; Stevens et al, 1999; Lukes et al,
2002). Embora T. lewisi pertenca a um clado diferente de T. cruzi e T. conorhini, o
fato de pertencer a um clado préximo acabou favorecendo o agrupamento
observado neste trabalho, mas mesmo pertencendo ao clado, para este locus a
sequéncia de T. dionisii acaba agrupando com o Trypanosoma do clado aquatico T.
mega.

A arvore do marcador TPI foi semelhante com a topologia das arvores de
LeuRS e SerRS, néo foi possivel presumir a frequéncia de mutagdes que levaram
a essa topologia, nem mesmo a sua ordem. A arvore para o locus TPI foi semelhante
a topologia para a arvore de espécie tanto para as analises do género Leishmania,
quanto para as analises do género Trypanosoma.

Observando o agrupamento do género Trypanosoma em U5 snRNP, pode-se
perceber que a topologia das espécies se encontra um pouco diferente. As espécies
T. cruzi, T. lewisi, T. dionisii € T. conorhini agrupam num so clado, sendo assim,
com excegao de T. lewisi, houve o agrupamento do clado de T. cruzi. Como nao
houve amplificacdo para T. mega e T. vivax, os mesmos nao estao inclusos nessa
analise, bem como o da sequéncia de T. cruzi cepa Y que ndo possuia uma
qualidade de acordo para ser introduzida a essa analise. A topologia das amostras
do género Leishmania, exceto L. mexicana, que estava com uma qualidade muito
ruim, foram condizentes com a literatura e com as outras amostras, onde L. infantum
e L. amazonensis (subgénero Leishmania e do novo mundo) foram agrupadas, bem
como L. braziliensis e L. guyanensis (subgénero Viannia, e do novo mundo), € num
clado mais distante encontrava-se L. major, subgénero Viannia, porém do velho

mundo.
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O par de iniciadores 20, para o locus MSH, ndo amplificam apenas um gene,
mas sim sao capazes de amplificar ao menos 4 diferentes genes pertencentes a
familia MSH, que sdo MSH2, MSH3 e MSH8. A arvores de MSH8 foi construida com
base nas 5 sequéncias confirmadas do gene. As espécies que apresentaram
sequéncias para este gene foram T. cruzi (cepas CL Brener e Y) e T. lewisi, 0 que
€ de condizente devido a semelhanca destas espécies. Em Leishmania as duas
espécies do subgénero Viannia contidas nesta analise, L. braziliensis e L.
Guyanensis foram agrupadas em um clado. Através de buscas por similaridade
utilizando o Blast com o produto do sequenciamento, onde foi possivel identificar:
MSH2 em T. dionisiie T. mega e MSH3 em T. brucei e T. vivax.

Na arvore de MetRS, as sequéncias de L. mexicana e de L. amazonesis nao
foram adicionadas por ndo terem ficado com qualidade. As sequéncias de T. cruzi
(ambas as cepas), T. lewisi e T. dionisii agruparam separadas de T. evansi e T.
brucei de acordo com a literatura, por pertencerem a clados diferentes (Hamilton et
al, 2007), e as Leishmania braziliensis e L. guyanensis agruparam formando o clado
do subgénero Viannia, aonde de forma mais externa estava presente L. infantum, e
mais externa ainda L. major, a unica espécie presente do velho mundo analisada.

O locus DRG1, apresentou arvores inconsistentes e desta forma nao pode ser
extrapolada para gerar arvore de espécie. Foi possivel perceber a manutencao do
clado formado por T. cruzi, T. lewisi, T. conorhini e T. dionisii, € 0 agrupamento mais
externo de T. vivax. Porém, a topologia do género Leishmania apresentou grandes
diferencas, onde L. guyanensis e L. infantum formam um clado com L. braziliensis,
Leishmania major agrupou com L. amazonensis, L. mexicana se mostrou externa a
esses dois clados menores formados, mas T. evansi aparece no clado de
Leishmania, o que nao seria esperado em uma arvore de espécie para estes grupos.

Nos resultados obtidos o parasita T. lewisi demostrou muita proximidade com
o parasita T. cruzi, e segundo estudos realizados por Johnson (1933) e Weinman
(1970), T. lewisi foi registrado como sendo um parasita oportunista por compartilhar
hospedeiros vertebrados em T. cruzi e T. rangeli, pertencente ao clado de T. cruzi,
embora seja um parasita cosmopolita e ndo patogénico encontrado originalmente
em Rattus spp. T. rangeli também pode infectar humanos, porém sendo o homem
um hospedeiro intermediario ou reservatorio (Ramirez et al, 1998; de Sousa MA,
2014). Devido a proximidade de T. lewisi de T. cruzi e T. rangeli, € importante

estudos mais aprofundados sobre este parasita e os clados de T. cruzi e T. lewisi.
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Introgressao entre espécies diferentes (Ravel et al, 2006; Goodhead et al,
2013) e reproducéo clonal ou sexual (Tait, 1983; Bastein et al, 1992; Rougeron et
al, 2010, 2011; Ramirez et al, 2012; Peacock et al, 2014) estdo frequentemente
presentes nesses dois géneros. As arvores refletem a historia evolutiva dos genes,
e nem sempre pode ser Util para ser explorado e extrapolados como marcadores
para arvore de espécies. Isso foi observado principalmente no género Trypanosoma
e também para género Leishmania pelo uso do locus DRG1.

Os resultados deste estudo sugerem um polimorfismo muito maior no gene
LeuRS quando comparado ao gene DRG1. Observando os alinhamentos (Apéndice
9.1), LeuRS apresentou 61% de sitios polimérficos, enquanto o gene DRG1
apresentou 33% de sitios polimérficos. Embora o gene LeuRS tenha se mostrado
mais polimdérfico, 0 mesmo se mostrou mais eficiente na diferenciagao entre os dois
grupos de Kinetoplastea (Trypanosoma spp. e Leishmania spp.). No entanto, apesar
do locus para DRG1 ser mais conservado, nao seria o locus mais adequado para

extrapolar uma arvore de espécie.

5. 4. 2. Arvores das espécies de Apicomplexa

As arvores feitas para estas espécies Plasmodium vivax e P. falciparum, foram
reconstruidas a partir do sequenciamento das amostras amplificadas pelos
iniciadores utilizados, bem como as arvores de Kinetoplastea. Os marcadores U5
snRNP e DRG1 foram capazes de separar as espécies de Plasmodium, porém, o
marcador U5 snRNP conseguiu uma resolugao a nivel interespecifico, onde houve
o agrupamento das cepas de P. falciparum FUP e PSS1, e mais externamente a
cepa W2. Este perfil ndo foi observado para o marcador DRG1, que separou

somente a nivel de espécie P. falciparum e P. vivax.
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6. CONCLUSOES



A reacao de PCR singleplex padronizada foi eficiente para todos as
amostras testadas para todos os /oci. Nossos ensaios de singleplex
foram sensiveis o suficiente para detectar com as diluicdes seriadas
dos DNAs de Trypanosoma, Leishmania e Plasmodium até 10 pg/uL
de DNA.

A reacdo de PCR multiplex com o melhor resultado foi a reagao
numero 5, em que foram utilizados em conjunto os iniciadores dos
genes GTP-binding protein - DRG1, U5 snRNP spliceosome subunit -
U5 snRNP e Leucyl-tRNA synthetase- LeuRS, que quando integrados
permitiram a genotipagem multi-locus de tripanossomatideos dos
géneros Leishmania e Trypanosoma, pertencentes a classe

Kinetoplastea.

Embora se tenha observado divergéncias na topologia da arvore para
DRG1 do que seria esperado na arvore de espécies, 0 mesmo pode
ser considerado um bom marcador, e inclusive péde ser usado na

separagao de duas espécies do género Plasmodium com o par 28.

A metodologia aplicada para a genotipagem destas espécies de
parasitas foi bem-sucedida, e pode-se destacar apds observagao dos
resultados que o melhor marcador, para o singleplex e para o
multiplex, em termos de eficiéncia, sensibilidade e fidelidade com os
dados encontrados na literatura, foi Leucyl-tRNA synthetase-LeuRS,

que apresentou resultados satisfatorios em todas as analises.
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8. ANEXO



8. 1. Relacao dos 39 pares de iniciadores desenhados incluidos os utilizados neste estudo

Parn® |Nome do primer F Sequéncia degenerada 5- 3’ Nome do primer R Sequéncia degenerada 5- 3’ Tamanho
01 ORTHOMCL1871_F YYTIACHHTITTTGTDGGHGG ORTHOMCL1871_R GCCARTCMTGKGADASAAAIA 550
02 ORTHOMCL1872_F GCWCGHTAYTTTTAYTAYVTHGG ORTHOMCL1872_R GGDATHTCWCCMAKIARYAAY 200
03 ORTHOMCL1875_F GCHACDGADGGHHSWATTGTRGC ORTHOMCL1875_R MBRDATCATTAAADATVCCY 470
04 ORTHOMCL1878_F GAYGCIATHTGTTTTGTIATGGGTAT ORTHOMCL1878_R CYTGHAIIAYHADAAARTGDGGATTGT | 300
05 ORTHOMCL1892 F TTYTTYRTVTITTCARDTKKTTTGT ORTHOMCL1892 R GTDAGDGTBCCIGTYTTRTCRAA 300
06 ORTHOMCL1893_F ARCAYGCWKCIGAYGARAW ORTHOMCL1893_R1 IRGRYMRTKSSAHRKYWKWW 400
07 ORTHOMCL1893_F ARCAYGCWKCIGAYGARAW ORTHOMCL1893_R2 AWMAGCCRTGGMAYTGYCCD 400
08 ORTHOMCL1899_F TWYWSBRTIWSVYRYACRACR ORTHOMCL1899 R YICCHTKIABRTYMAYITCAA 240
09 ORTHOMCL1914_F TITTGACIGGDCCDAATATGG ORTHOMCL1914_R GAIGTVCCHCKICCIARYTCRTCBA 260
10 ORTHOMCL2343 F AARRTRMARMKIRTVGAAGA ORTHOMCL2343 R CACARAABGCKGMCCARTC 340
11 ORTHOMCL2344 F ATGAACCTSAACTTYGGCWGYGC ORTHOMCL2344 R CTTGTCCTTGRCGTGYGG 460
12 ORTHOMCL2351_F TGGGAHTGGAARDSWGAGRSMTA ORTHOMCL2351_R TCRWARSCKCKHRCHGTRCCRTC 260
13 ORTHOMCL2355_F CACGGHTTTGAYGGYAGYGGMGG ORTHOMCL2355_R CCRTCRAAKSMVMYAAARCC 150
14 ORTHOMCL2356_F GGWGMDSTKRMHGTKTGGGA ORTHOMCL2356_R AGCCCTTGRTGHWGRAACATCA 250
15 ORTHOMCL 2360_F TAYCAYCCVMDVWSHAAGCCVTT ORTHOMCL 2360_R GTRAAVYKKGGICCDATYTCMAYCA 100
16 ORTHOMCL 2364 _F GAYYWYACIACVTCIAAYTTIAT ORTHOMCL 2364 R ARHCCRAARTCIADMAC 100
17 ORTHOMCL 2374_F GGBKCDAAYRTHATGTG ORTHOMCL 2374_R ATYTCHTYIGAIGAYAT 100
18 ORTHOMCL 2376_F WCRGSWGAYGAHRHBGG ORTHOMCL 2376_R CCRTCRSMBGYDCCRRWVARRAT 400
19 ORTHOMCL 2378_F GARGGWGCHAAGGAYGGDAARGG ORTHOMCL 2378_R ACMAMYTGMACSACRTCCTC 700
20 ORTHOMCL 1914_F2 | TIYTDACIGGDCCBAAYATGG ORTHOMCL 1914 R GAIGTVCCHCKICCIARYTCRTCBA 220
21 ORTHOMCL 2356_F2 RTWGARGADRTYCARTGGWG ORTHOMCL 2356_R2 TCIASISWBARRTCCCA 350
22 ORTHOMCL 2380_F CAYCCVACIMRITGYIRHGARTT ORTHOMCL 2380_R GTRAARCTRTGIAYDACBCCDCC 500
23 ORTHOMCL 2351_F2 | TGGGAITGGAARDSIGARRSITA ORTHOMCL 2351_R2 TCRWARSCBCKHRCHGTRCCRTC 300
24 ORTHOMCL 2351_F3 | TKMTVVTVTGGGAITGGAA ORTHOMCL 2351_R3 TCDATVMIKYKHSCYGTYTGYAC 500
25 ORTHOMCL 2351_F2 | TGGGAITGGAARDSIGARRSITA ORTHOMCL 2351_R3 TCDATVMIKYKHSCYGTYTGYAC 500
26 ORTHOMCL 2351_F3 | TKMTVVTVTGGGAITGGAA ORTHOMCL 2351_R2 TCRWARSCBCKHRCHGTRCCRTC 300
27 ORTHOMCL 2378F_K | CGSACGCARAAGAACAA ORTHOMCL 2378R_K ATDCCRCCVCGRTCCTT 500
28 ORTHOMCL 2378F_A | TCCAAAACRGGAGATGCRAGAAT ORTHOMCL 2378R_A TGTCATCTACWGTRGCTTCACA 500
29 ORTHOMCL 1914F A | CAAACAGCYATTTCKGTAAT ORTHOMCL 1914R_A AATWGCYGTRCCRTCAAA 200
30 ORTHOMCL 0035F_KA | AACTGGAARTGYAAYGG ORTHOMCL 0035R_K CCAHACVGGYTCGTAGGC 500
31 ORTHOMCL 0035F_KA | AACTGGAARTGYAAYGG ORTHOMCL 0035R_A ATYTGGTTAGCWTKTTTTTICTCC 600
32 ORTHOMCL 1921F_K | AGCAAYACVCAYCGCCA ORTHOMCL 1921R_K TCCTCICCDCGKATRAACAT 500
33 ORTHOMCL 1921F_A | CAGATGTGTATTAACTCMGGWTTTGATA [ ORTHOMCL 1921R_A TCYCCYCTCATAAARAARTCATA 600
34 ORTHOMCL 1924F_K1 | GARGTRGARTACATGGA ORTHOMCL 1924R_K1 CGCACVTCRTCMGCYTC 600
35 ORTHOMCL 1924F_A1 | CTGTRTATGAAGTRGACCC ORTHOMCL 1924R_A1 TACTGAAATACAAAKGASGAAAAT 400
36 ORTHOMCL 1924F_K2 | CYTRAAGAAYTGGTGGT ORTHOMCL 1924R_K2 TTYTGBGGGTGYTGCTG 500
37 ORTHOMCL 1924F_A2 | GGTGGACYAATCARAGACA ORTHOMCL 1924R_A2 TCMGCACAKGARCTATTCATTTT 500
38 ORTHOMCL 2223F_K | AAYTGGCTIGCIGACTGGC ORTHOMCL 2223R_K CGBAGRTCRACRGGRTACCA 500
39 ORTHOMCL 2223F_ A |ATTTTTTGGYTRGAYGAYTGGTC ORTHOMCL 2223R_A CTGGTCCCATCACTWGTATA 800
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9. APENDICE



9. 1. Alinhamentos multiplos dos amplicons gerados

Alinhamento multiplo para o gene Leucyl-tRNA synthetase (par de iniciadores 38).

TeruziCL_38F_A01/1-264 18C TERCARTGAT CATT ACCTCACETGAC 131
TeruziY_38F_A03/1-264 18C THGANTEGAT CATT ACCTCACETEEG 131
Tlewisi_38F_A05/1-264 18C TECARTGAT CATT ACCTCACETGAC 131
Tmega_38F_A07/1-264 187 CETARTGAT CATT ACAGCCCEAGAT 131
Tdionisi_38F_A09/1-264 187 CETARTGAT CATT ACAGCCCEAGAT 131
Teonorhini_38F_A11/1-264 1 8A TRCARTGAT CATT TACCTCGCETGAC A 131
Tvivax_38F_B01/1-264 1 8A ATCATTGAC CATT ACCTCCCECGAT T 131
Tevansi_38F_B03/1-264 1 8A AN TAT CGAC ABRTT A CGAT A 131
Thrucei_38F_B05/1-264 1 8A AN T AT CGAC ABRTT A CGAT A 131
Lbraziliensis_38F_B07/1-264 168G AT CAT CGAC GAT C G C C 131
Lguyanensis_38F_B09/1-264 1 8C ANC C i G C G C C 131
Lmajor_38F_B11/1-264 168G ATCATTEGAC GAT C G T C 131
Lmexicana_38F_C01/1-264 1 8C ATC AGAC A G C C 131
Lamazonensis_38F_C03/1-264 1 8C ATICATAGAC A G C (g 131
Lchagasi_38F_C05/1-264 186G ATCATTGAC G GC C GCAAGGCGGAC 131
Consensus
CCATGATCATTCGACAGCTTGAGCCGACTCCACCATCTACATGGCCTACTACACCATTGCTCACTTCTTCCACACCGGCGCCGATGGCACGC+ACGCCTTGATGGCCATCACGACAATG+GTTCGGTGTCACG
TeruziCL_38F_A01/1-264 132 A AGAT TEAC TCATECC T
TeruziY_38F A03/1-264 132 A AGAT TBAC TCATGCCETCAAT T
Tlewisi_38F_A05/1-264 132 A AGAT TBAC G TCATECC T
Tmega_38F_A07/1-264 132 T CGAT TEAA T GCACAAGATTAAT A
Tdionisi_38F_A09/1-264 132 T CGAT TEAA T GCACAAGATTAAT A
Teonorhini_38F_A11/1-264 132 C CGAT TIGAC A C
Tvivax_38F_B01/1-264 132 G CEAC CEAC TRT C
Tevansi_38F_B03/1-264 132 BEG AGA T COAT THTC C
Thrucei_38F_BOS/1-264 132 BEG AGAT COA T THT C
Lbraziliensis_38F_B07/1-264 132 Al AGAC CGAC ARA G
Lguyanensis_38F_B09/1-264 132 Al AGAC CGAC ARA G
Lmajor_38F_B11/1-264 132 C CBAC CGAC THRAC G
Lmexicana_38F_C01/1-264 132 A CBAC CGAC CHAC CGGTGAACARCG
Lamazonensis_38F_C03/1-264 132 A GBAC CGAC CHA CGGTGAACARCG
Lehagasi_38F_C05/1-264 132 A CIGAC CEAC CHAC CGGTGAEGANG
Consensus
CCAGACATCGTTCACAGATGAGACGTTCGACTACATTTACCACGG+AAAGGCACCCCGGAGACCGT+CATGCTGT+AATGG+CTGCCGGTTGACGCGGCGGAGC+GATGCGCCA+GAGTTCGAGTATTGGTA
TeruziCL_38F A01/1-264 263 264
Teruziy_38F A03/1-264 263 264
Tlewisi_38F_A05/1-264 263 264
Tmega_38F_A07/1-264 263 264
Tdionisi_38F_A09/1-264 263 264
Tconorhini_38F_A11/1-264 263 264
Tvivax_38F_B01/1-264 263 264
Tevansi_38F _B03/1-264 263 264
Thrucei_38F_B0S/1-264 263 264
Lbraziliensis_38F_B07/1-264 263 264
Lguyanensis_38F_B09/1-264 263 264
Lmajor_38F_B11/1-264 263 264
Lmexicana_38F_C01/1-264 263 264
Lamazonensis_38F_C03/1-264 263 264
Lehagasi_38F_C05/1-264 263 264
Consensus I
CcC
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Alinhamento multiplo para o gene Seryl-tRNA synthetase (par de iniciadores 172).

l

126
126
126
126
126
126
126
126
126

TeruziCL_172R_seq2_H04/1-547
Teruziy_172R_seq2_HO6/1-547
Tlewisi_172R_seq2_HO08/1-547
Tconorhini_172R_seq2_B09/1-547
Lbraziliensis_172R_seq2_H12/1-547
Lguyanensis_172R_seq2_02_HO07/1-547
Lmajor_172R_seq2_04_B08/1-547
Lmexicana_172R_seq2_06_DO08/1-547

TETGCT CCCTTECT
Lamazonensis_172R_seq2_08_F08/1-547

TETGCTECCCTTCGT

GAC
GAC
GAC
GAC
TGT
TGT
CGT
CGT
CGT)
CCTEC

ACACBTTGCGEAA
ACAC c
ACAC
ACACEBTTGCGCAT
TGCTECCCTTTGTA
TGCTECCCTTTGT
CCCTECCCTTCAC

HHHHHHHHHH
EEELEERIaTals)
SH-HN-H-4NNNN
aoonaannnn
aoONa00r»» >
ANANAN———
AIalalalalalaXakakal
aA0OPO0D> D> D>
00000 »>» >
ARLELELEREEEE
an0000»>rr»
SH-HA-=ANAA
ANNNNNS 000
ANNNAA———
a0aOP00P> > P>
ana000»>r >

u
T
T
T
G
G
C
G|
G
G

Lechagasi_172R_seq2_10_HO08/1-547 TETGCTECCCTTTGT 126
Consensus
TCGGTCTGGTAGTT+TCGCAGATGCAGCACAT+GT+CGTGTGACAGCGCAGAGTGTACC+TTCAGCATGTGGCAGTA+TCCTT+GCTGTTGTTCCGCCGT+CTGCCCTTC+TGTTCGG+CCGAAGCGG
TeruziCL_172R_seq2_H04/1-547 127 |G A il C @ C c THEECHA A cEEcEE T G C AET TIEEC G A i C A 252
TeruziY_172R_seq2_HO06/1-547 127 A CAE C C TACCAA Al CEECEET G C ATAT TEGEC G A I C Al 252
Tlewisi_172R_seq2_H08/1-547 127 A CAE C C TACCAA Al GCEECEET G C| ATAT TEGEC G A I C A 252
Teonorhini_172R_seq2_B09/1-547 127 Al T C C T CHAA Al G G T Al G T T .l G Al C G 252
Lbraziliensis_172R_seq2_H12/1-547 127 (v A A [ AACAAC G T Al G A G s (v G Al G| G T 252
Lguyanensis_172R_seq2_02_HO07/1-547 127 (v A A G| Al ARG G T A G A G C G G| A G G G 252
Lmajor_172R_seq2_04_B08/1-547 127 G| G A G G GCACCAG Al GCEEACEA G GG C CGEC GG C ABEC 252
Lmexicana_172R_seq2_06_DO08/1-547 127 G Al Al G A AAC G T G A A G. C G A A G G Al 252
Lamazonensis_172R_seq2_08_F08/1-547 127 (v A A G| AACAAC G T G| A A G s (v A Al G| G A 252
Lchagasi_172R_seq2_10_HO8/1-547 127 CETAACA G ARCA G TECACEA G GG cl (e = PN ARRGENG C 252

Consensus

CACTTAACACCGCGGGCCCTGOGTACGTCCGTGCAGTTCCAGCACGAAACAAGCTC+CGGAA+GCGCC+GCAGCC+GGGAACCATGCCTCCAGATCCGTACTTCTTGGCCGCGGC+TTGTT+AGH+GCACCA

TeruziCl_172R_seq2_HO04/1-547 T T C A G CliE C|06 T 66 c oA A B CAgCclc
TeruziY_172R_seq2_HO6/1-547 ; T T C A G C T G A 'l CAC
Tlewisi_172R_seq2_HO08/1-547 G T T C A G CcEGT GG CGAACACAECAC
Tconorhini_172R_seq2_B09/1-547 G T T C A G CAQGT (o A T CAC
Lbraziliensis_172R_seq2_H12/1-547 A G G C o G Al T G T GCAC
Lguyanensis_172R_seq2_02_H07/1-547 A Al G| G C s (v C T (e T CAC
Lmajor_172R_seq2_04_B08/1-547 E Al G| GC G| C G T C G (v CAC
Lmexicana_172R_seq2_06_DO08/1-547 ; C G (" G C T G A A (o C ABC
Lamazonensis_172R_seq2_08 _F08/1-547 ; C G G G o T G Al Al G vl AAC
Lehagasi_172R_seq2_10_HO8/1-547 G Al G G G| [Cl T (o A A G Cl ARC
Consensus
GAGCAGATGTTGATGACGCGGTACGGCAG+CCAAGGCTCTCGTTGAAGTCCTGGGAGGTCTG+ATCATCTCCTCCAGCATCT+CCACGACT+ATCCTCGCGTGGGGAGCACACCACAAACTGCTCH
TeruziCL_172R_seq2_H04/1-547 379 Al ARG T A T C C Al CAA C CGRG T
TeruziY_172R_seq2_HO06/1-547 379 Al Al T Al T C C Al CAA = C (v T
Tlewisi_172R_seq2_HO08/1-547 379 A ARG T A C T « C A CAlA C CIGT(G T
Teconorhini_172R_seq2_B09/1-547 379 Al ARG T A C T C C Al CAA c CETA TC
Lbraziliensis_172R_seq2_H12/1-547 379 (v Al G Al I C G G C ART T T A =
Lguyanensis_172R_seq2_02_HO07/1-547 379 (v Al (v Al Al T G G C ART T T Al C!
Lmajor_172R_seq2_04_B08/1-547 379 (e G C G E C G C G GCCGCAC C G Al C
Lmexicana_172R_seq2_06_D08/1-547 379 G G (v G| ’: C T G C CAT T G G 'l
Lamazonensis_172R_seq2_08 _F08/1-547 379 G G G G C C T G C CAT T G G =
Lehagasi_172R_seq2_10_HO08/1-547 379 G C (v G| C T C G CAT C C (v C
Consensus

ACG+TTCGTCCAACTCGATGCACACGCAAGCATACCCAGCGTCOCTCCGCGGCCGTGCGCGCCGGC+TCCTTCCGCCAAGCACG+CCA+A+CCC+GCCGTACTTCATCGGCTCCTTCA++TC+CTCGAACCACTTG

TeruziCL_172R_seq2_H04/1-547 cl@ac G 547
TeruziY_172R_seq2_H06/1-547 C C G 547
Tlewisi_172R_seq2_HO08/1-547 C C G 547
Teonorhini_172R_seq2_B09/1-547 C C| G 547
Lbraziliensis_172R_seq2_H12/1-547 G| A T 547
Lguyanensis_172R_seq2_02_HO7/1-547 G A T 547
Lmajor_172R_seq2_04_B08/1-547 C C C 547
Lmexicana_172R_seq2_06_D08/1-547 G| G C 547
Lamazonensis_172R_seq2_08 FO8/1-547 G| G C 547
Lehagasi_172R_seq2_10_HO8/1-547 G G C 547

Consensus

TT+CGTGTGCTA+GCCCGCAATGCCGCCCCTCCGCTCGT+GCAATCA



Alinhamento multiplo para o gene Triosephosphate isomerase (par de iniciadores 30).

Tmega_30F_seql_D01/1-370 1 TATTGAGG Ccl@@c CCTCCAEA ccgc GCGCMTTCACG 129
Tdionisi_30F_seql_D03/1-370 lTATTCHGC CEEC c CCTCCAGA. CGCCC GCGCCETTCACG 129
Teonorhini_30F_seql_DO05/1-370 1 TATTGGC G CEEC IC| TEGCA GACGC / LK ! 129
Tvivax_30F seq1_D07/1-370 1 TATTGAGG G ceect 7] TCGTC AAG ‘ A 129
TeruziCL_30F_seql_C08/1-370 1 GGCGACTT A TGEC E ACCA | | 129
TeruziY_30F_seql_C10/1-370 1 GGCGACTT A TEEC C ACCA; | 129
Tlewisi_30F_seql_C12/1-370 1GGCCACTT A TGEGC C ACCA; T GC 129
Lbraziliensis_30F_seql_E01/1-370 1 GCACCCA E GEEG TGCA ! 129
Lguyanensis_30F_seql_E03/1-370 1 GCACCACA ; CEEA TC‘qA | 129
Lmajor_30F_seql_E05/1-370 1 GCACGGA {d GIGEG GCGCA 129
Consensus
Tmega_30F_seql_D01/1-370 258
Tdionisi_30F_seql_D03/1-370 258
Tconorhini_30F_seql_D05/1-370 258
Tvivax_30F_seql_DO07/1-370 258
TeruziCL_30F_seql_C08/1-370 258
TeruziY_30F_seql_C10/1-370 258
Tlewisi_30F_seql_C12/1-370 258
Lbraziliensis_30F_seql_E01/1-370 258
Lguyanensis_30F_seql_E03/1-370 258
Lmajor_30F_seql_E05/1-370 258
Consensus
Tmega_30F_seql_D01/1-370 259 A G T AR CEGGCGAA C G G 370
Tdionisi_30F_seql_D03/1-370 259 A G T AR CGGCGAA C G G 370
Tconorhini_30F_seql_D05/1-370 259 AT A A T CRT TGAA T C T 370
Tvivax_30F_seql_DO07/1-370 259 G T CRCEGT G C T C 370
TeruziCL_30F_seql_C08/1-370 259 C C CRT TGAA G C C 370
TeruziY_30F_seql_C10/1-370 259 o C CHTEGTGAA G C g 370
Tlewisi_30F_seql_C12/1-370 259 C C CETEGTGAA G C C 370
Lbraziliensis_30F_seql_E01/1-370 259 C T ARCEGCEACACCCTCCAGC T G CEEC 370
Lguyanensis_30F_seql_E03/1-370 259 s T ANCEECEACABCGCTGCAGC T G CEEC 370
Lmajor_30F_seql_E05/1-370 259 GGTGAAG C C ARCIEECGACAEGCTGCAGE C G CGTEC 370

Consensus

CTCGCCCGGCGGGCTTCCATGTCATTGCCTGC+TCGCGTGAAACGCT++AGCGAGCGCCAGGCGGGCCG+ACGGC+GAGGTGOGT+CTGACGCAGCTCGCCGCCATCGCGGAGAAG

91



Alinhamento multiplo para o gene U5 snRNP spliceosome subunit (iniciadores par 34) em Kinetoplastea.

TeruziCl_34_seq2_A02/1-376 1 T CACAACC A T CACCAGT C ATCA 129
Tlewisi_34_seq2_A06/1-376 1 T CACAACC A THRCCACCAGT C ATCA 129
Tdionisi_34_seq2_A08/1-376 1 T CACAACC A CHCCACCAGT C ATCA 129
Tconorhini_34_seq2_A10/1-376 1 T ARCCACC A TREARCCAGA C CECA 129
Tevansi_34_seq2_A12/1-376 1 C TACAACA G TRECCECAAT T TCEC 129
Thrucei_34_seq2_B02/1-376 1 C TACAACA G TRECCECAAT T TCEC 129
Lbraziliensis_34_seq2_B04/1-376 1 T CACTACA C CICCACAAGA G ATCA 129
Lguyanensis_34_seq2_B06/1-376 1 T CACTACA C CIECACAAGA G ATCA 129
Lmajor_34_seq2_B08/1-376 1 C CACAATG G CHRECACCAGC G GCEEC 129
Lamazonensis_34_seq2_B12/1-376 1 C \cl G G C CIET C A C C C 129
Lehagasi_34_seq2_C02/1-376 1 C CACCACA C CEECACCAGCE! G CIREC 129
Consensus
ACTCATGTCCTTGAATTCCACCACAACGTCCTGCCGGCT+ACGATGTA+TCCACCAGTGACTTATCCATGATCAGCTCCAG+AGAGGACGGAAGAAGTTCCAGTCCACGTTATCATAGAAGGCATCCTC
TeruziCl_34_seq2_A02/1-376 A A AGACEGT 258
Tlewisi_34_seq2_A06/1-376 A A AGE C GG T 258
Tdionisi_34_seq2_A08/1-376 A A AGACEGET 258
Tconorhini_34_seq2_A10/1-376 C C AGAC T 258
Tevansi_34_seq2_A12/1-376 A A AGAT &l 258
Tbrucei_34_seq2_B02/1-376 A A AGACGGC 258
Lbraziliensis_34_seq2_B04/1-376 G C G CEGC 258
Lguyanensis_34_seq2_B06/1-376 C C G CEGC 258
Lmajor_34_seq2_B08/1-376 G C G CEGC 258
Lamazonensis_34_seq2_B12/1-376 G T G CEGC 258
Lchagasi_34_seq2_C02/1-376 G T CEGACEGET 258
Consensus
TeruziCl_34_seq2_A02/1-376 A T A C G G T C A 376
Tlewisi_34_seq2_A06/1-376 A T A C G G T C A 376
Tdionisi_34_seq2_A08/1-376 ARAC T A C G G T C A 376
Teonorhini_34_seq2_A10/1-376 G C T Al T C GT! T C A 376
Tevansi_34_seq2_A12/1-376 AAAC T C C C G 'l A A 376
Thrucei_34_seq2_B02/1-376 AAAC T C C C G C A A 376
Lbraziliensis_34_seq2_B04/1-376 CAAC TC G G G T 'l G G 376
Lguyanensis_34_seq2_B06/1-376 CAAC TC G G G T ¢l G G 376
Lmajor_34_seq2_B08/1-376 CAAC C A G G T T G G 376
Lamazonensis_34_seq2_B12/1-376 ARAC C G G A T €l G G 376
Lehagasi_34_seq2_C02/1-376 CAAC C G G A T C G G 376

Consensus

ATTCCCGAAACACACGCTGCTGATCCATGGCTTCGTACCAAAGGCTACTGOTC+AGAAAGGCAGTCGACCAGCTTCTCCGATGGCACGACATTGTAGCATCCGGTACAGGTTTGAAAAGGTA
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Alinhamento multiplo para o gene Methionyl-tRNA synthetase (iniciadores par 143).

TeruziCL_143R_seql_F02/1-318 1 TGAGARGC Tr AGCA A ACACTCTF h' A AGACTTTCETAG GAGAC, TEEA E ;
TeruziY_143R_seql _F04/1-318 1 TGACARGGAT AGEA A ACACTCTG C A AGACTTTCETAG GAGA‘C, TEEA GACG
Tlewisi_143R_seql_F06/1-318 1 TCACARGC T‘ AGCA A ACACTCTF ;‘l A AGCACTTTCETAC G.AGA‘C| TECA ; ;
Tdionisi_143R_seq2_E06/1-318 1 TCACARGCAT AGCA Al ACACTCTGT C| A AGACTTTCETACABBGAGAC TEECA ; G
Tevansi_143R_seq2_E08/1-318 1 TARECEGARCAREAGEA G GCTCGTTAAA T GGATTCATETACT AGEG G
Thrucei_143R_seq2_E10/1-318 1 TARECEGARCAREAGEA G GCTCGTTAAA A T GGATTCATETACT AGEG GAGA
Lguyanensis_143R_seq2_E12/1-314 1 CCABCIGTAG| GIGEC G CTGTGTG E (o CCCGACCT@CHC GGEA C E
Lehagasi_143R_seq2_F04/1-315 1 CCAB GG CAC GiBEC C GTGTGTG C C GTCGGCTGEGAC GGEA CACG
Lbraziliensis_143R_seql_F08/1-315 1 CCIAGCINGCHAG! GIGEC G GTGTGCG C GTCGGCCGEGAC (q- [« CACG
Lmajor_143R_seql_F10/1-315 1 CGABGEECGC GCAG G GTGTGTGGAA C GTCCHCGGEGHC (q - [v GACG!

Consensus
TeruziCL_143R_seql_F02/1-318 130 THC q 1\ [« TIEC G A G
TeruziY_143R_seql_F04/1-318 130 TEC CRAEGC T8 C G A G
Tlewisi_143R_seql_F06/1-318 130 TEC CRAEGC u G A G
Tdionisi_143R_seq2_E06/1-318 130 TEC CRAEGC u - G A G
Tevansi_143R_seq2_E08/1-318 130 CEC TG G €l Cl T C T
Thrucei_143R_seq2_E10/1-318 130 o (o THGEEG (o (o T C T
Lguyanensis_143R_seq2_E12/1-314 127 CEBA THRAGTC CHTT C C C
Lehagasi_143R_seq2_F04/1-315 127 CEBA TG G C G C C C
Lbraziliensis_143R_seql_F08/1-315 127 CEBA THRACGC C G C G C
Lmajor_143R_seql_F10/1-315 127 CEA THCEGC CIEC C C T

Consensus

AAATGCACTGCGT+GCGCGCGTTTCC+GGCACCGCCAT+GCCCAGTTCTGCACAG+CTCCCTCTTACGGCGAGACGCTCAGGTCG++TAAACCCTTCTCCACCGT+CGCGAT+ACCTCACGGCGGCGGAACTCGG

TeruziCL_143R_seql_F02/1-318 259 GAACA TET G AGGA
TeruziY_143R_seql_F04/1-318 259 GAACA TET G AGGA
Tlewisi_143R_seql_F06/1-318 259 GAREA] TET G ABGA
Tdionisi_143R_seq2_E06/1-318 259 GARCA TET G ABGA
Tevansi_143R_seq2 E08/1-318 259 GCAQT CET C GEGC
Thrucei_143R_seq2_E10/1-318 259 GCACT CGT C GEGC
Lguyanensis_143R_seq2_E12/1-314 255 @CAEA GEA] A TEAC
Lchagasi_143R_seq2_F04/1-315 256 GCAEGC GEA] A GEGC
Lbraziliensis_143R_seql_F08/1-315 256 @CAEA CEA A GEGC
Lmajor_143R_seql_F10/1-315 256 GCACC CEA A GCEGCAAA

Consensus

C+ACAATCGCACCCCGGGCTTGTC+TGGTACCATTCCAGCAG+CGCTCGCGGAACGCGCTAA

93



Alinhamento multiplo para o gene GTP-binding protein (iniciador par 27) em Kinetoplastea.

TeruziCL_27R_seq2_C04/1-356 1 ART C CEECATA C A T A G CGEC 128
TeruziY_27R_seq2_C06/1-356 1 ART C GCGECATA C A T A G CGEC 128
Tlewisi_27R_seq2_C08/1-356 1 ART C CGECATA C A T A G CGEC 128
Tdionisi_27R_seq2_C10/1-356 1 ARTC CEGECATA C A T A G CEGEC 128
Tvivax_27R_seq2_D02/1-356 1 GATY C AGETANC G A T A A TEEGC 128
Tevansi_27R_seq2_D04/1-356 1 ART A AGEAAT A TE A A T A CEEA 128
Teonorhini_27R_seq2_C11/1-356 1 ARTC CIGE CAT C C A C A A CEEC 128
Lbraziliensis_27R_seq2_D06/1-356 1 GAT C TEEAATC T G G G C GEEC 128
Lmexicana_27R_seq2_D12/1-356 1 GAT C TGECATC A G G G A CGEGC 128
Lamazonensis_27R_seq2_E02/1-356 1 CATC AGCA G C C A C C G G 128
Lguyanensis_27R_seq2_D07/1-356 1 CATC T ART A G G C G C G G 128
Lehagasi_27R_seq2_E03/1-356 1 GAT C TEEAAT A G G G G C GCEEC 128
Lmajor_27R_seq2_D10/1-356 1 CAXC CECARNC G G A G C CEEC 128
Consensus
TeruziCL_27R_seq2_C04/1-356 ARCTECTEATACACAT C TEEA CGE G AGT G CCCCACTGAT 256
TeruziY_27R_seq2_C06/1-356 ARCTECTEOTACACAT C TIEA CGE G AGT G CCCCACTGAT 256
Tlewisi_27R_seq2_C08/1-356 ABRCTECTEGATACACAT C TIEA CGE G AGTG CCCCACTGAT 256
Tdionisi_27R_seq2_C10/1-356 ABRCTECTEGTACACAT C TIEA CGE G AGT G CECCACTGAT 256
Tvivax_27R_seq2_D02/1-356 AARCCECCOCCACACAT C CIET CGIC CGWC TECAACAGAT 256
Tevansi_27R_seq2_D04/1-356 AACACCCOCCACACAA T TR C TENG AGT C CCCCACCGAA 256
Teconorhini_27R_seq2_C11/1-356 ARCCECCOETACCEAC C THREA CGIC (4w CCCCACCGAT 256
Lbraziliensis_27R_seq2_D06/1-356 CACACCAGGCACCICAC G CIEC GG C CGW C CECAACAGAC 256
Lmexicana_27R_seq2_D12/1-356 CACACCAGGCACACAC C CHCA GG C CGE G CECAACAGAA 256
Lamazonensis_27R_seq2_E02/1-356 CACACCAGCGTACCICAC G CIEC CGNC CGW C ACCCACAGAC 256
Lguyanensis_27R_seq2_D07/1-356 CACACCAGGCACCCAC G CIEC CGE&¥ C CIG(C CECCACAGAC 256
Lehagasi_27R_seq2_E03/1-356 CACACCAGGCACCCAC G CIEC CG&¥ C CIG¥(C CECCACAGAC 256
Lmajor_27R_seq2_D10/1-356 CACACCAGGCACCICAC G CIREC CEEC CIGWIC ACCCACAGAC 256
Consensus
CCCCGGTAGTTCACAACACCAGG+ACACAGGTGAGCGTTGTGAACTCGTACGC+GCCACCTC+GAGTGAGTCGCA+GTGAGTTTCGTCAG+AGCCGTGGACTTCCCCACAGATGGAAAGCCAATGAAGCC
TeruziCL_27R_seq2_C04/1-356 257 AATIC AGEATCACETET T C CACATCARACECCFEA A BT C G 3 G AINE C C A 356
TeruziY_27R_seq2_C06/1-356 257 A / T Al CECCHCA ATE C 356
Tlewisi_27R_seq2_C08/1-356 257 Al T A CECCFCA ARG C 356
Tdionisi_27R_seq2_C10/1-356 257 Al T A CECCFCA ARG C 356
Tvivax_27R_seq2_D02/1-356 257 G C A AEECIEC ATCA 356
Tevansi_27R_seq2_D04/1-356 257 G T A ACCTHCA T G 356
Tconorhini_27R_seq2_C11/1-356 257 A T A i€l CCA ATEC 356
Lbraziliensis_27R_seq2_D06/1-356 257 G G G CEeT G C G 356
Lmexicana_27R_seq2_D12/1-356 257 G G G CEETEREA| TIEA 356
Lamazonensis_27R_seq2_E02/1-356 257 A A G CEETIEC CIFEC 356
Lguyanensis_27R_seq2_D07/1-356 257 G| G G CEETEC CIFEC 356
Lchagasi_27R_seq2_E03/1-356 257 G G C GBS TG C CINEC 356
Lmajor_27R_seq2_D10/1-356 257 A A G CECTHEQC CECC 356

Consensus

AATCCCACCATCACCTGTCTTCTGCACATCAAACCCTTCACCCTTCCCGCCGCCCTTCTTGGACTCAGAGGCGATGAGATCGCGCTTCAGCTGCGCCAGA
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Alinhamento multiplo para o gene Mismatch repair ATPase 8 (iniciadores par 20).

TeruziCL_MSH8_CO01_seql/1-126
TeruziY_ MSH8_GO03_seql/1-126
Tlewisi_MSH8_FO05_seq2/1-126
Lbraziliensis_MSH8_CO08 _seq2/1-127
Lguyanensis_MSH8_C10_seq2/1-127

Consensus

(U

AACTGCGCAGCGACCAATTTTTGGTGCATTTATGCCTCTTGCTACGGTGTCCCGCATCTTCACACGTATCCCGAGCCCGCGATGCTTCTCACAAGCGGACAGAGTACACTCTATCTTGAGCTGAGCGAAAC
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Alinhamento multiplo para o gene GTP-binding protein (iniciador par 28) em Apicomplexa.

Pvivax_PV1_28 _seql_H05/1-377

127
Pfalciparum_FUP_28_seql_H07/1-377 127
Pfalciparum_PSSI_28_seql_H09/1-377 127
Pfalciparum_W2_28_seql_H11/1-377 127

Consensus

CTTCTCTACCAGCTATATTTAAATATAAAGCAGCAAAAATGCCAATTATTAGCATCTTCCTCCAATAATTCGAAGGAGCAAAGGATGGGCAAGGCAAGAGGTAAACAAGTTATAGCTGTAGCCAAAAGCTG

Pvivax_PV1_28_seql_H05/1-377 128 C C T C C ABRET CGT C C 254
Pfalciparum_FUP_28_seql_H07/1-377 128 T C A C A A AT T A ATTTGGTATAAGAC Al 254
Pfalciparum_PSSI_28_seql_H09/1-377 128 T CTAATC Al ATAT T A ATTTGGTATAAGAC Al 254
Pfalciparum_W2_28 _seql_H11/1-377 128 Wi CTAATC Al ATAT T Al TGGTATAAGAC Al 254

Consensus

TTCTTTAATTCTAATCGTTTTAGATCTATTAAAACCATTAACATATAAAAAAATTATAGCAAAAACAATTACAACCGATTTCGCTATAACACTAAATAAAAAACCACCAAATATTATTTTCCAAAAAAAA

Pvivax_PV1_28 seql HOS/1-377 255 [@llc A T C IO G I G [ c B AR T G A A G G O A i G A G CEECE 377
Pfalciparum_FUP_28_seql_HO07/1-377 255 T T TATT TACTGTA T T A TAAATCA T A TATA T AG 377
Pfalciparum_PSSI_28_seql_H09/1-377 255 T T TATTACACATACTGTA T T T A TAAATCA T A TATA T AG 377
Pfalciparum_W2_28_seql_H11/1-377 255 (GAT TATTACACATACTGTA T u T A TAAATCA T A TATA T AA 377

Consensus

CATAAAGCGACGTATTAATATTACACATACTGTACCATTAAATAATTTACGATCAAGCATATCATTAAATCAATTTGTCATCAATACAGAATTATAAATGCAAATATTTCTATAAGATGTCAAGCC



Pvivax_PV1_35_seql_H05/1-270
Pfalciparum_FUP_35_seql_HO07/1-270
Pfalciparum_PSSI_35_seql_H09/1-270

Alinhamento multiplo para o gene U5 snRNP spliceosome subunit (iniciadores par 35) em Apicomplexa.

CClG CTAC 127
TGTA TGAA 127
TGTA TGAA 127
TGTA TGAA 127

ATCAGCCACAACCATTATTAGTATATAAAATCTCTCAAGCTATCAATAATTTACATAATATATCGCACACCAAGCAACAATGCAATCTCTAGCTTATCCTTCAAACTC+ATTTA+TACAATTTATCAAAA

Pfalciparum_W2_35_seql_H11/1-270

Consensus

Pvivax_PV1_35_seql_H05/1-270 C G ClcCcHTRACAG GClGCEGCHcARmT C i C C@8CAl CEEA TREC G C o [« 254
Pfalciparum_FUP_35_seql_HO7/1-270 T| A TTCTTGAATAC ATTAAGATTAATA T} AGCA T AGECC TACT AACA Al T| TTCG 254
Pfalciparum_PSSI_35_seql_H09/1-270 T) A TTATTGCAATAG TTAAGATTAATA T} AGCA AGCAA TACT ABRCA Al T| TTCG 254
Pfalciparum_W2_35_seql_H11/1-270 ul Al TTATTCAATAG TTAAGATTA T AGCA ul AGCAA TACT TACA Al T| THCCG! 254

Consensus

AATTGATTTAACTTT+TTGAATAGGTTATTAAGATTAATAGTAGATCACAACATAGCAGATTATATAACAGCAAAGAATAATACTAATAT+ACATTTAAAGATATGAATCATATAAATTCGTITTGGT
Pvivax_PV1_35_seql_H05/1-270 255 T TAGA CCHT 270
Pfalciparum_FUP_35_seql_HO7/1-270 255 AATACGTGGTTTC 270
Pfalciparum_PSSI_35_seql_H09/1-270 255 AATACGTGGTTTCG 270
Pfalciparum_W2_35_seql_H11/1-270 255 AATACGTGGTTIC 270

Consensus

ATAATACCTGGTTTGC
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