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RESUMO

As leishmanioses englobam um largo espectro de doencas causadas pelo
parasita do género Leishmania. Métodos moleculares estdo sendo cada vez
mais empregados para diagndstico, estudos taxonémicos, filogenéticos e
epidemioldgicos envolvendo este parasita. O desenvolvimento de marcadores
moleculares vem se tornando fundamental para diagnésticos mais precisos na
identificacdo de patdgenos de interesse ao homem. O objetivo deste trabalho
foi desenvolver marcadores moleculares in silico para Leishmania e avaliar sua
aplicabilidade o que foi desenvolvido utilizando programas de bioinformética
gratuitos disponiveis na internet. Foram selecionadas 11 sequéncias do NCBI
para Leishmania infantum e o complexo Leishmania donovani, no qual foi
realizado um alinhamento mdltiplo com a obtencdo de uma sequéncia
consenso. ldentificada as regides conservadas, foi definido a regido do primer a
ser desenvolvido. Foi desenvolvido trés primers, levando em conta o namero
de pares de bases, a porcentagem de guanina e citosina, que variou de 37,5 a
47,62 e temperatura de Melting que apresenta um intervalo de 56,48°C a
59,08°C. Os primers desenvolvidos apresentam uma taxa de validacdo de 85%
a 100%. A PCR-RFLP in silico, mostrou-se adequada para a identificacéo
de Leishmania a nivel de espécie. A variacdo genética nas sequéncias em mini
circulos de kDNA entre os isolados L. donovani e L. infantum, pode ser
detectado através dos SNP presentes nos respectivos genomas. A enzima de
restricdo Rsal foi considerada ideal para determinar a variacdo de bandas entre

as duas espécies.

Palavras-chave: Bioinformatica, leishmanioses, primers, enzima de restri¢cao.



ABSTRACT

Leishmaniasis encompasses a wide spectrum of diseases caused by the
parasite of the genus Leishmania. Molecular methods are being increasingly
used for diagnosis, taxonomic, phylogenetic and epidemiological studies
involving this parasite. The development of molecular markers has become
essential for more accurate diagnoses in the identification of pathogens of
interest to man. The objective of this work was to develop molecular markers in
silico for Leishmania and evaluate its applicability which was developed using
free bioinformatics programs available on the internet. Eleven NCBI sequences
were selected for Leishmania infantum and Leishmania donovani, in which a
multiple alignment was performed with the achievement of a consensus
sequence. Once the conserved regions were identified, the region of the primer
to be developed was defined. Three primers were developed, taking into
account the number of base pairs, the percentage of guanine and cytosine,
which ranged from 37,5% to 47,62% and Melting temperature that has a range
of 56,48°C to 59,08°C. The developed primers have a validation rate of 85% to
100%. The PCR-RFLP in silico, proved to be adequate for the identification of
Leishmania at the species level. The genetic variation in sequences in mini
kDNA circles between L. donovani and L. infantum isolates, can be detected
through the SNPs present in the respective genomes. The restriction enzyme
Rsal was considered ideal to determine the band variation between the two

species.

Keywords: Bioinformatics, leishmaniasis, primers, restriction enzyme
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas que acometem o homem e varias
espécies de animais, podendo ser domésticos ou silvestres. Sdo causadas por
protozodrios pertencentes a familia Trypanosomatidae, género Leishmania.
Esses protozoarios apresentam-se na forma promastigota ou amastigota,
sendo que os promastigotas se replicam no inseto vetor e, as amastigotas sao
as formas infectivas, presentes em macrofagos do hospedeiro vertebrado
(SOARES-BEZERRA et al., 2004). A leishmaniose vem sendo considerada
como uma das doencas em que ha bastante ocorréncia no Brasil. Com relacao
a Leishmaniose Visceral, estima-se que 90% dos casos registrados na América
Latina, ocorram no Brasil, sendo que a maioria deles em criangcas (DNDI,
2013).

A principal forma de transmisséo do parasita ao hospedeiro vertebrado
ocorre pela picada do inseto fémea. Ao picar o vertebrado infectado, ingere
com o sangue, com as formas amastigotas, presente nas ceélulas. No trato
digestivo dos insetos as promastigostas ainda ndo sao infectivas, elas passam
pela fase de transicdo de paramastigotas para promastigotas prociclicas entao
apos chegarem na regido anterior do inseto € que atingem a metaciclogénese
tornando-se infectante. Estas formas infectadas se multiplicam e, sao
inoculadas por meio do repasto sanguineo, sobre o novo hospedeiro
vertebrado néo infectado. (BRASIL, 2006; CAMARGO-NEVES, 2006).

Uma das razdes que provavelmente dificultam avangos nestas areas,
encontra-se na diversidade do préprio parasitas, reflexo de sua plasticidade
genética. (DUJARDIN et al.,, 2007; ROGERS et al., 2011). Trata-se de um
taxon com pelo menos 21 espécies de Leishmania, das mais de 30 ja descritas,
gue foram apontadas como infectantes para humanos (WHO, 2010). Os
parasitas podem ser transmitidos por diferentes espécies (COURA, 2005) e
populacbes (FERREIRA et al.,, 2012) de vetores, insetos flebotomineos,
apresentando ciclos de transmissao complexos, envolvendo

hospedeiros/reservatérios de diferentes ordens de mamiferos (COURA, 2005).
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Sendo assim, o estudo da variabilidade genética do parasita, aparece
como um elemento importante, para compreender 0s mecanismos que levam a

complexidade clinica e epidemioldgica.

O nivel de discriminacéo da tipagem, baseada em reacao em cadeia da
polimerase (PCR) depende do marcador molecular utilizado. Dessa forma,
identificar regides alvo adequadas para o anelamento do primer, € um passo
crucial, pois essas regibes devem ser conservadas dentro do taxon alvo e,
diferir em taxons relacionados (LUCCHI et al., 2013; WONG et al., 2014).
Os recentes avangos na tecnologia de sequenciamento, permitem a realizacéo
de estudos genéticos a um custo significativamente mais baixo, mesmo para
organismos nao modelo. A exploracdo dos dados podem melhorar os métodos
de deteccédo de infec¢bes assintomaticas com baixas cargas parasitarias, uma
vez que facilita a busca por genes multi-copias, e a diferenciacdo de espeécies,
ao identificar sequencias especificas (WONG et al., 2014).

Para uma classificacdo apropriada dos isolados deste género,
necessitam-se de ferramentas moleculares e, a identificacdo da espécie
causadora da doenca, € muito importante. Com a popularizacdo da PCR,
muitas abordagens moleculares vém sendo utilizadas, com o objetivo de
identificar espécies e cepas de Leishmania (DA SILVA et al., 2010; GRACA et
al., 2012). O diagndstico preciso da leishmaniose é essencial para o controle
da doenca, pois representa um ganho em sensibilidade e especificidade de
diagnostico, e € muito util, sobretudo nos casos nao resolvidos por métodos
classicos (GOMES et al., 2007). O conhecimento da estrutura genética € de
grande importancia para o desenvolvimento de primers exclusivos nestes
organismos, pois permite a correlacdo entre a distribuicdo geogréfica e padrdes

filogenéticos com a dinamica de transmissao e epidemiologia dessa doenca.

E provavel que a variabilidade existente nestes parasitas, favorecam a
sobrevivéncia em sistemas ecoldgicos diversos e, determine a distribuicdo das
formas clinicas observadas da doenca (CALVOPINA et al., 2004; LUCAS et al.,
1998). Distinguir as diferentes espécies de Leishmania e compreender sua
heterogeneidade, podem contribuir para o diagndéstico e prognostico da
doencga, assim como para a tomada de decisdes referentes ao tratamento e

combate a doenca.
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Diante do exposto, acredita-se que o desenvolvimento de marcadores
moleculares, que permitam tanto a identificacdo de isolados de Leishmania,
guanto o estudo da diversidade do género, e que funcionem também como
ferramenta epidemioldgica, representam uma contribuicdo valiosa para o

estudo, controle e diagndstico das leishmanioses.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar marcadores moleculares em potencial in silico, através das
sequéncias armazenadas no NCBI (Centro Nacional de Informagcdo e
Biotecnologia), para identificagdo e diferenciagdo da Leishmania infantum de

Leishmania donovani.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Localizar sequéncias de DNA (4cido desoxirribonucleico) do genoma de
cinetoplastos (KDNA) de Leishmania infantum e Leishmania donovani,
depositadas no NCBI (National Center of Biotechnology Information);

e Identificar regibes conservadas e variaveis no minicirculo do genoma
KDNA de Leishmania sp;

e Determinar nas sequencias em estudo, as regifes polimérficas que
possam diferenciar Leishmania infantum de Leishmania donovani;

e Desenvolver e validar os novos marcadores moleculares in silico;

e Comparar os diferentes fragmentos gerados (polimorfismo), a partir do
padrdao de clivagem das enzimas de restricdo, devido as variacdes
nucleotidicas por SNP (Polimorfismo de nucleotideo simples) entre as

espécies.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Leishmaniose no Brasil e no mundo

Sua presenca afeta principalmente paises de baixa renda em regides
tropicais e subtropicais esta diretamente ligada a pobreza, mas fatores sociais,
ambientais e climatoldgicos, também influenciam diretamente na epidemiologia
da doenca (DE RUITER et al., 2014).

Existem aproximadamente 350 milhdes de pessoas em risco e, mais de
12 milhdes de casos, com uma incidéncia anual estimada em todo o mundo de
700.000 a 1.200.000 de casos de leishmaniose cutanea (LC) (Figura 1) e, 200
a 400 mil casos de leishmaniose visceral (LV) (Figura 2) (ALVAR et al., 2012).

Numero de novos casos citados. 2018
Il >5 000
B 1000-4999
B 100-999 7] Sem casos autéctones citados
[ <100 [] sem dados
o [ N3o aplicado

FONTE: https://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/

Figura 1 — Situacéo da endemicidade da Leishmaniose Cutanea (LC) no
mundo, 2018.
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Portanto, as leishmanioses constituem um importante problema de
saude publica, com crescente aumento na ultima década (BERN et al., 2008).
Na América Latina, com relacdo a Leishmaniose Visceral, estima-se que 90%
dos casos registrados ocorram no Brasil, sendo a maioria em criancas (DNDI,
2013).

Casos de LV no mundo, 2018.

B >1000

Il 500- 939

I 100 - 499 |1 Sem casos autdctones citados
[ <100 71 Sem dados

0 ] Ndo se aplica

FONTE: https://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/

Figura 2 — Situacéo da endemicidade da Leishmaniose Visceral (LV) no
mundo, 2018.

As leishmanioses representam um grupo de doencas com distribuicéo
mundial e, um amplo espectro de manifestacdes clinicas, constituindo um
importante problema de saude (OMS, 2018). Com isso, faz se necessario um
diagndstico amplo, para identificar o parasito, devido a variabilidade do taxon.

No Brasil, duas espécies de insetos, até 0 momento, estdo
relacionadas com a transmissdo da doenca: Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia
cruzi (Figura 3) . A primeira é considerada a principal espécie transmissora da
L. infantum chagasi no Brasil e, recentemente o flebotomineo
Lutzomyia cruzi foi definido como vetor e, € mais restrito a regido Centro-Oeste
e em alguns municipios de Mato Grosso do Sul em Corumba e Camapua.
(FALCAO et al., 20217).
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Os canideos selvagens e caes domésticos, sdo considerados o0s
principais reservatorios que atuam no ciclo zoondtico na regido nordeste, sendo
a regido mais afetada, com 50% dos 3 a 4 mil casos anuais do pais. A doenca,
que era tipicamente rural, a partir de 1980 passou a ser responsavel por
epidemias urbanas (COSTA et al, 1990). O homem se torna hospedeiro
gquando entra acidentalmente no ciclo silvestre do protozoario, em regides

proximas de mata fechada ou florestas (ALMEIDA et al., 2018).

FONTE: https://www.bio.fiocruz.br

Figura 3 — Lutzomyia longipalpis fazendo o repasto sanguineo em ser
humano.

O Brasil é dos quatro paises com o0 maior numero de casos de LV,
representando 14% de casos no mundo e 90% no continente americano, de
acordo com dados da Secretaria de Vigilancia e Saude (SVS), do Ministério da
Saude (Figura 5). Entre 2010 a 2019, o pais apresentou de 3 mil a 3,5 mil
casos por ano (quadro abaixo), com letalidade (mortalidade) em torno de 7%. A
regido Nordeste, associado aos fatores sociais e ambientais, concentra as

maiores areas de incidéncia da LV do Brasil (CRUZ et al., 2016).
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Casos UF
[ ] Sem casos
[ J]0-10
[]10-50
B 50 - 100
B 100 - 300
B 300 - 438

FONTE: SVS/MS

Figura 5 — Casos de LV por UF de infeccéo. Brasil, 2019

No estado do Piaui, no periodo de 2015 a 2019, foram notificados 958

casos de Leishmaniose Visceral e 245 casos de Leishmaniose Tegumentar

Americana (Quadro 1). Dos casos notificados de LV, 0os municipios que

registraram os maiores numeros foram Teresina, Floriano e Parnaiba. Os

casos de LTA, os municipios de Teresina, Pedro Il e Luzilandia registraram as

maiores incidéncias no estado.

Tabela 1. Distribuicdo dos casos de Leishmaniose Tegumentar e Visceral nos
municipios piauienses com maiores registros de casos, entre 2015 e 2019.

LTA TOTAL LV TOTAL
Municipios 245 Municipio 958
Teresina 133 Teresina 778
Pedro Il 26 Floriano 41
Luzilandia 10 Parnaiba 24
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4 Altos 8 Picos 15
5 Barras 8 SRN 12
6 Urucgui 6 Piripiri 7
7 Inhuma 4 Bom Jesus 7
8 Floriano 4 Pedro Il 5

Fonte: SINAN/DATASUS

3.2 - Leishmaniose e seus tipos

A estrutura taxondmica do género Leishmania € convencionalmente
organizada nos niveis de subgénero, complexo de espécies e subespécies
(HARKINS et al. , 2016). A parte mais bem caracterizada do
género Leishmania é a secdo Euleishmania, composta por pelo menos quatro
subgéneros: Leishmania, Viannia , Sauroleishmania e Mundinia (Figura 6).

O subgénero Leishmania possui quatro complexos de espécies
principais: L. donovani, L. major, L. mexicana e L. tropica ( AKHOUNDI et al.,
2016).

A diversidade genética observada neste grupo de parasitas € relatada
em diversos estudos (BOITE et al., 2012; CUPOLILLO et al., 1997,
CUPOLILLO et al., 1998) As formas clinicas da leishmaniose sao
particularmente diversas, com diferentes fenétipos relacionados: leishmaniose
visceral (LV), que geralmente é fatal se ndo for tratada; leishmaniose
mucocutanea (LMC), é caracterizada por lesbes mucosas agressivas que
afetam as regides nasofaringes; Leishmaniose cutanea difusa (LCD), uma
doenca caracterizada pelo aparecimento de lesGes nodulares ndo-ulceradas;
leishmaniose cutanea (LC), caracterizadas por lesdes ulcerosas, indolores,
Unicas ou multiplas. (RANGEL&LAISON 2003; WHO 2018).
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~ L. mafor complex L. major L. gerbilli L. turanica L. arabica

- L. tropica complex L. tropica (L. killickii) L. aethiopica
~ Leishmania
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Figura 6 - Classificacdo atualizada de espécies de Leishmania patogénicas para
humanos. As espécies conhecidas por causar a forma visceral da doenca estédo
destacadas em negrito. FONTE: SERENO et al., 2017

A presenca de poucos genes especificos, sugere que as diferentes
manifestacdes clinicas observadas, tenham como explicagdo a expressao
génica diferencial, a diferenca no niamero de copias dos genes e a resposta
imune diferencial do hospedeiro (PEACOCK et al., 2007; ROGERS et al., 2011;
TEIXEIRA et al., 2012). A epidemiologia € extremamente diversa: 20 espécies
de Leishmania sdo patogénicas para o homem, e 30 espécies de
flebotomineos séo vetoras. Existem duas classificac6es epidemiolégicas para a
doenca: zoonose, que inclui animais hospedeiros como reservatdrios no ciclo
de transmissao, e antroponose, na qual o homem é a Unica fonte de infeccao
para o mosquito vetor (KAYE; SCOTT, 2011)

Embora a viruléncia possa ser ajustada por fatores ambientais e
genéticos, relacionados ao hospedeiro mamifero e ao vetor, as caracteristicas
genéticas do parasita sdo um fator chave no estabelecimento de uma infeccéo
(PEACOCK et al., 2007).
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De todas as formas clinicas, a mais grave € a Leishmaniose Visceral,
também chamada de calazar ou febre muda. E caracterizada por febre
intermitente, hepatoesplenomegalia, anemia e fraqueza progressiva, que
geralmente leva a morte. As principais espécies responsaveis pela LV sao L.
donovani e L. infantum e L. (L) chagasi (MCCALL et al ., 2013 ; BURZA et al .,
2018 ), que juntas formam o complexo de espécies de L. donovani.

L. donovani é considerada amplamente antropondética, em que o ser
humano é o Unico reservatério, suscetivel e hospedeiro, mesmo que 0s
parasitas possam ser encontrados em animais (BHATTARAI et al., 2010 ). Em
contraste, L. infantum - como a maioria das espécies de Leishmania - causa
uma doencga zoondtica, em que 0s caes sao o principal reservatorio domeéstico,
mas uma variedade de mamiferos selvagens também estdo envolvidos na
transmissdo (DIAZ-SAEZ et al., 2014; QUINNELL & COURTENAY,
2009 ). Ambas as espécies estéo distribuidas em todo o mundo.

Forma promastigota

_ Nucleo
4

Complexo de Golgi

Cinetoplasto
/

Mitocéndria

Flagelo

Forma amastigota

Complexo de Golgi _ Mitocéndria

Cinetoplasto

Ntcleo ~ o Flagelo

Fonte: Adaptado de News Medical Life Sciences, 2018.
Figura 7 - Morfologia da Leishmania nas formas promastigota e amastigota.

A infeccdo do vetor ocorre quando uma fémea suga o sangue de um
mamifero infectado e ingere os macréfagos parasitados com a forma néo-
flagelada. No trato digestivo anterior, se rompem, liberando essas formas. Eles
se reproduzem por divisdo binaria e rapidamente se diferenciam na forma de
promastigotas prociclica. Também se reproduzem por meio de um processo de

divisdo binéria continua. O ciclo do parasita em insetos é concluido em
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aproximadamente 7 dias. ApOs esse periodo, quando a fémea infectada é
alimentada com uma nova refeicdo de sangue no hospedeiro vertebrado, ela
ird liberar a forma promastigota metaciclica entre as particulas na saliva do

inseto.

No interior dos macrofagos diferenciam-se em amastigotas e
multiplicam-se até o rompimento dos mesmos, ocorrendo a liberacdo destas
formas que serdo fagocitadas por novos macroéfagos num processo continuo,
ocorrendo entdo a disseminacdo hematogénica para outros tecidos ricos em
células do sistema mononuclear fagocitario, como linfonodos, figado, baco e
medula 6ssea (Ministério da Saude, 2006).

A identificacdo da Leishmania causadora da doenca € muito
importante. E com a popularizagdo da PCR muitas abordagens moleculares
vém sendo utilizadas com o objetivo de identificar espécies e cepas de
Leishmania (DA SILVA et al., 2010; GRACA et al., 2012).

3.3 - KDNA - DNA de cinetoplasto (DNA mitocondrial)

Leishmania spp. e  outros tripanossomatideos, tém  caracteristicas
Unicas de organizacdo gendmica em comparagcdo com 0S eucariotos, como
genes sem introns, policistrons e pequenos cromossomos com alta densidade
genética. Além disso, esses flagelados possuem uma (nica mitocondria
chamada cinetoplasto (Figura 8), que contém uma grande rede de DNA do
cinetoplasto (kDNA) ( LUKES et al., 2002 ).
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Figura 8 - Forma promastigota de Leishmania sp. com a localizacdo do
KDNA, na porcéo anterior.

Todos os flagelados do cinetoplastideo, possuem um (nico genoma
mitocondrial conhecido como DNA do cinetoplasto (kDNA), que consiste em
milhares de moléculas circulares de DNA, ligadas entre si em uma rede
concatenada ( LUKES et al., 2002).

O cinetoplasto constituida por uma massa de DNA circular com milhares
de minicirculos (~1 Kb cada) (Figura 9) e varias dezenas de maxicirculos (~23
Kb cada). Os maxicirculos codificam genes homologos presentes no DNA
mitocondrial de outros eucariotos. Os minicirculos constituem
aproximadamente 95% do kKDNA e codificam pequenas moléculas de RNA
denominadas RNAs guia , que fornecem informacgdes para a
edicdo de RNA dos transcritos codificados pelo maxicirculo ( STUART et al.,
2005).
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Figura 9 - Minicirculo de kDNA de Leishmania sp. com seus componentes.
BSC: Bloco de Sequéncia Conservada

O KDNA é tradicionalmente o alvo mais usado para a deteccao
de Leishmania devido a sua natureza de multicopia, embora seja de alta
sensibilidade ( JARA et al., 2013). E composta por aproximadamente 10.000
minicirculos e 20-50 maxicirculos que formam a intrincada rede do DNA do
cinetoplasto (Figura 10) (TELLERIA et al.,, 2006). Os minicirculos sé&o
peguenas moléculas circulares com aproximadamente 800 bp, contendo uma
regido conservada de 120 nucleotideos e, uma regido altamente variavel, que
codifica RNAs-guia envolvidos na edicdo de genes do maxicirculo
(APHASIZHEV &APHASIZHEVA, 2011).

A diversidade de sequéncias entre o kDNA do minicirculo e do
maxicirculo € conhecida por ser de natureza variavel (REITHINGER, R.;
DUJARDIN, 2007).

Em Trypanosomatidae, todos os minicirculos de kDNA, sédo organizados
por regides altamente conservados e regibes variaveis (Figura 9). Nos

minicirculos, ha trés blocos altamente conservados: BSC1 (GGGCGT), BCS2
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(CCCCGTTC) e BSC3 (GGGGTTGGTGTA), com homologia interespecifica de
90% a 100%). BSC1 e BSC3 sdo quase idénticos em todos espécies
investigadas até o momento, enquanto BSC2 é menos universal (RAY , 1989;
SHELINE & RAY, 1989).

Em laboratérios de diagnostico molecular, o DNA do cinetoplasto
(kDNA) é comumente utilizado, sendo que ha duas abordagens (GHASEMLOO
et al., 2016). Esse kDNA corresponde a 30% do DNA celular, sendo entdo um
bom alvo para ser utilizado para o diagnostico molecular desses parasitos
(DEGRAVE et al., 1994).

Minicirculos |:

FONTE: https://kdna.net/ (ADAPTADO)

Figura 10 - Organizacao das fibras de DNA do cinetoplasto em maxicirculos e
minicirculos em L. tarentolae.

O teste de PCR para detectar cinetoplasto ou DNA nuclear €, de longe a
técnica de diagnostico mais sensivel e, também permite a identificacdo em
nivel de espécie. A visualizacdo de formas amastigotas de Leishmania usando
microscopia direta com coloracédo de Giemsa € o principal método usado fora
dos centros de referéncia e em ambientes com poucos recursos(AL-
JAWABREH et al., 2006). No entanto, devido a baixa sensibilidade do

microscoépio direto, exame de muitos pacientes ndo recebem a confirmagédo do
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diagnostico definitivo (AL-JAWABREH et al., 2006). Os testes soroldgicos
incluem o ensaio de imunofluorescéncia indireta (IFA) e ensaio
imunoenzimatico (ELISA). Contudo, essas técnicas podem produzir resultados
falsos negativos e reagdes cruzadas com outras doencas sendo necessarias
técnicas mais eficazes de avaliagdo (MORENO & NIETO, 2004).

3.4- Marcadores moleculares

Os marcadores moleculares sdo comumente empregados na biologia
molecular de plantas, animais, fungos e microrganismos, por apresentar
multiplas finalidades, como mapeamento de genoma, marcacdo de genes,
analise filogenética, taxonomia, selecdo assistida e estudos de diversidade
genética. (RIBEIRO et al, 2016). Nas ultimas quatro décadas, o numero de
estudos e pesquisas utilizando marcadores de DNA, aumentou
exponencialmente em todo o mundo (GROVER & SHARMA, 2016). Os
marcadores moleculares surgiram a partir de uma necessidade para detectar o
polimorfismo genético presente no DNA dos organismos. Define-se um
marcador molecular como qualquer fenétipo molecular procedente de um gene
expresso ou de um segmento especifico de DNA (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998). Um marcador genético € um gene ou sequéncia de
DNA com um local conhecido em um cromossomo e, associado a um gene ou
caracteristica particular. Pode ser descrita como uma variacdo, que pode surgir
a partir de uma mutacdo ou alteracdo nos locais genémicos, que podem ser
observados. Um marcador genético pode ser uma curta sequéncia de DNA, ou
uma sequéncia envolvendo uma Unica alteracéo no par de bases (Polimorfismo
de nucleotideo Unico, SNP) ou longo, como mini e microsatélites (WANG,
2004). Nos Uultimos anos, as pessoas tém demonstrado grande interesse no
uso de marcadores moleculares, que revelam polimorfismos no nivel do DNA
por desempenharem um papel importante no estudo da diversidade genética

biol6gica.
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Um marcador molecular é definido como “qualquer fenétipo molecular
oriundo de um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA”
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998) e que assim permite a distincdo de
individuos ou grupo de individuos geneticamente diferentes. Ha uma vasta
guantidade de marcadores moleculares com varias finalidades contendo muitas
vantagens sobre os marcadores morfolégicos tradicionais, como neutralidade
fenotipica, epistasia rara ou interacdes pleiotrépicas, e podem ser detectados
em qualquer estagio do ciclo de vida. Estes marcadores possuem um amplo
potencial para responder muitas questdes em biologia que vao desde relacbes
de parentesco, conectividade entre populagdes, diferenciacdo taxonémica até

respostas sobre relacdes filogenéticas (AVISE, 1994).

O nivel de discriminacdo da tipagem baseada em PCR depende do
marcador molecular utilizado. Dessa forma, identificar regides alvo adequadas
para o anelamento do primer é um passo crucial, pois essas regides devem ser
conservadas dentro da taxa alvo e diferir em taxa relacionados (LUCCHI et al.,
2013; WONG et al., 2014). Os recentes avancos na tecnologia de
sequenciamento permitem a realizacdo de estudos filogenéticos bem como a
identificacdo de parasitas a um custo significativamente mais baixo, mesmo
para organismos nao modelo. A exploracdo dos dados genbmicos pode
melhorar os métodos de deteccdo de infec¢cdes assintomaticas com baixas
cargas parasitarias, uma vez que facilita a busca por genes multi-copias, e a
diferenciacao de espécies ao identificar sequencias especificas (WONG et al.,
2014).

O diagndstico molecular pode, também, permitir a identificacdo de
caracteristicas especificas do parasita, como a viruléncia ou resisténcia as
drogas (LUCCHI et al., 2013). Sendo assim, a quantidade de dados genémicos
disponiveis combinada com ferramentas de bioinforméatica abrem a
possibilidade de rastrear marcadores altamente informativos, como
microssatélites e genes ortélogos, a fim de discriminar as diferentes espécies
do género e caracteristicas especificas (LI et al., 2009b; REITHINGER,;
DUJARDIN, 2007).
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Os marcadores moleculares podem ser considerados como uma
revolucdo dentro de genética de populacdes, uma vez que, ndo se faz mais
necessario a existéncia de organismos mutantes que manifestem diferencas
visiveis, para se estudar a sua genética (PAVINATO, 2010). Por meio de uma
imensidade de dados gerados pelos métodos moleculares em estudos de
polimorfismos genéticos, popula¢ces podem ser estudadas independentemente
da espécie ou habitat sem que haja a necessidade de cruzamentos controlado
(HARTL, 2008).

O surgimento da biologia molecular tem promovido o desenvolvimento
dessa tecnologia, que se utiliza das diferencas genéticas, e para a criacdo de
um marcador espécie-especificos, que tem como finalidade a diferenciacao
entre espécies. Do ponto de vista da diversidade populacional, estrutura,
ecologia e relacbes com outros grupos, esta ferramenta melhorou muito a
pesquisa populacional. Mesmo com a ajuda de dados fosseis, a historia

evolutiva da populacédo pode ser reconstruida.

Um grande passo metodologico acerca do uso de marcadores
moleculares foi o desenvolvimento da PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase). Esta técnica descrita por Kary Mullis no final dos anos 80
revolucionou a Biologia Molecular, pois possibilitou uma nova estratégia na
analise de genes por meio de um método simples e rapido de amplificacéo de
sequéncias, além de requerer quantidades muito pequenas de DNA (FARAH,
2000). A técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é essencial para
a biologia molecular e, € a prética laboratorial mais utilizada na amplificacdo de
acidos nucleicos. A PCR permite multiplicar sequéncias especificas de
nucleotideos (DNA) de forma exponencial, a partir de um complexo genémico
(GARIBYAN & AVASHIA, 2013).

Para que o marcador tenha sucesso, no diagndstico molecular, deve
ser selecionada a regido com maior diferenca entre 0s grupos, ou seja, a regiao
com alta taxa de mutacdo flanqueados por setores conservados que serdo

complementares aos primers.

Em resumo, o minicirculo de kDNA de Leishmania, é o alvo ideal para

a genotipagem e desenvolvimento de novos primers, pois as diferencas
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genéticas estdo permitindo uma correta discriminagdo entre as espécies do
taxon Leishmania. (RANASINGHE et al., 2015).

3.5 RFLP (Restriction fragment lenght polymorphism) como alternativa ao
sequenciamento

O principio basico dos marcadores RFLP é que qualquer DNA
genbmico pode ser diferenciado de acordo com a presenca ou auséncia de
locais de enzimas de restricdo. O polimorfismo para comprimento de
fragmentos de restricado (RFLP), proposto por BOTSTEIN et al. (1980), € um
tipo de marcador que resulta da variacdo na sequéncia de nucleotideos do
DNA, utilizando endonucleases que cortam a molécula de DNA em locais

especificos, chamados sitios de restricao.

O polimorfismo genético esta presente, e devido ao acumulo de
mutacdes de nucleotideo unico no DNA gendémico, nos locais das enzimas de
restricio no DNA mudam, resultando em uma diferenca nos padrbes de
restricio de dois genomas intimamente relacionados (SARASWATHY &
RAMALINGAM, 2011).

O resultando de RFLP é determinado pela formacdo de diferentes
fragmentos de comprimentos variaveis, capaz de distinguir individuos em
funcdo de alteracGes nos nucleotideos, devido a mutacéo, delecao, insercao e
inversdo (DIBA et al., 2014). Essas diferencas na sequéncia de acido nucleico
nos, locais de ligacdo da enzima de restricdo, apenas confirma que a
sequéncia entre dois ou mais individuos mudou, constituindo assim
polimorfismo genético. Esse marcador molecular possui grandes vantagens,
pois estdo disponiveis em grande numero, exibindo uma ampla variabilidade

natural, ndo influenciados pelo ambiente. (DIBA et al., 2014).

O método molecular PCR-RFLP combina a sensibilidade da PCR com
0s meios de diferenciacdo das espécies para o diagnostico e identificacdo das

espécies de Leishmania. Além disso, quando o RFLP esta associado a PCR,
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este requer pequenos volumes de DNA do parasita, que sdo necessarios para
uma analise comparativa com o0s métodos convencionais de RFLP
(MCMANUS, D.P.; BOWLES.; 1996).

Apesar do desenvolvimento de métodos mais atualizados em um
ambiente de laboratorio de diagnostico e, na auséncia de uma alternativa
econdmica que possa oferecer um tempo de resposta eficiente, desde a coleta
até o diagnéstico, a PCR-RFLP continua sendo um método util para a deteccéo
e identificacdo de espécies de Leishmania (MCMANUS, D.P.; BOWLES;
1996).

3.6- Bioinformaética

Bioinformatica € um campo interdisciplinar da ciéncia, que desenvolve
métodos computacionais e pacotes de software para analise de dados. A
bioinformatica combina tecnologias das ciéncias da computacdo, estatistica,
biologia molecular e bioquimica, para otimizar e processar os dados biolégicos
obtidos (HE, 2015).

Ao longo dos ultimos 20 anos, a quantidade de dados gendmicos e
protedmicos produzidos, tem gerado uma grande abundancia de informacdes
biolégicas que necessitam ser interpretados (RAZA, 2010). Dentre as areas da
bioinformatica, destinadas ao processamento e analises em bancos genémicos
ou de proteinas, destaca-se a mineracdo de dados, que visa desenvolver
algoritmos com potencial para analisar e interpretar uma grande quantidade de
informacdes (ALPAYDIN, 2004; CARVALHO, 2005).

Com o rapido desenvolvimento da bioinformatica global, varios projetos
internacionais de sequenciamento de genoma foram desenvolvidos e redes de
computadores que facilitam o acesso a dados bioldgicos foram criadas. Bancos
de dados biologicos (genes e proteinas) sdo projetados para fornecer
sequéncias de nucleotideos ou aminoacidos gratuitamente a toda a
comunidade cientifica, de forma que diagndsticos precisos possam ser feitos a
partir do desenvolvimento de programas ou softwares para andlises mais

precisas.
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Varios programas de bioinformatica ja foram descritos na literatura para
selecdo de pares de primers a partir de uma sequéncia alvo, como um
marcador molecular. A maioria destes estdo disponivel gratuitamente,
entretanto, a qualidade e manutencdo das ferramentas sao variaveis. Isso
muitas vezes resulta na perda de links e incompatibilidades, portanto, o que
anteriormente se mostrava Util pode ndo ser mais funcional (ABD-ELSALAM,
2003).

Ha uma vasta quantidade de sites disponiveis em que pode se utilizar
na bioinformética dentre eles pode-se acessar (disponiveis gratuitamente na

internet)

e Centro Nacional de Informagbes sobre Biotecnologia
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Contém ferramentas de bioinformatica e bancos
de dados de DNA, RNA e Proteinas;

e National Center for Genome Resources (www.ncgr.org/) - vincula
cientistas a solucdes de bioinformatica por meio de colaboracdes, dados
e desenvolvimento de software;

e Genbank (www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank) - armazena e arquiva
sequéncias de DNA de grande projetos genomas e de laboratorios
individuais;

e Instituto Europeu de Bioinformatica (www.ebi.ac.uk) - centro de pesquisa
e servicos em bioinformatica; gerencia bancos de dados biologicos;

e Ensembl (www.ensembl.org) - banco de dados de anotacdo automatica
sobre genomas;

e Biolnform (www.bioinform.com) - servico global de noticias sobre
bioinformatica;

e SWISS-PROT (www.expasy.org) - Importante banco de dados de
proteinas com dados de sequéncia de todos 0s organismos, que possuli
um alto nivel de anotacdo (inclui funcdo, estrutura e variacbes) e é

minimamente redundante (poucas cépias duplicadas);

A solugdo desses problemas envolve o desenvolvimento de

ferramentas computacionais que organizam, armazenam e recuperam
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informagbes de banco de dados (ABDELSALAM, 2003; ATTWOOD et al.,
2011; FULLER et al., 2013). A tecnologia de servicos web foi especialmente
concebida para proporcionar interoperabilidade entre diferentes plataformas. A
ideia de construir um servico web ao invés de encapsular scripts na forma de
um programa torna-se, portanto, uma opc¢ao mais vantajosa (CAVALCANTI et
al., 2005).

Na bioinformatica, esses servicos tém sido apontados como uma
tecnologia capaz de contribuir significativamente na exploracdo plena dos
dados biolégicos e muitos projetos da area tém concentrado esfor¢cos nessa
direcéo, viabilizando a execucao, visualizacdo e gestao dos dados através da
internet (CAVALCANTI et al., 2005).

Uma das tendéncias mais conhecidas na bioinformatica é o
crescimento exponencial da quantidade de dados gendmicos disponiveis,
devido principalmente aos crescentes avangcos na tecnologia de
sequenciamento (PAGANI et al., 2012). Para fazer pleno uso desses dados, a
sequéncia do genoma deve ser convertida em conhecimento biologico. Por
esse motivo, varios tipos de estudos pos-genémicos tém sido conduzidos para
identificar as caracteristicas dessas sequéncias de nucleotideos. Dessa forma,
ferramentas de bioinformatica tém sido desenvolvidas para realizar uma
infinidade de funcdes, como por exemplo: predicdo de genes, dominios e
homologia, e rastreamento de sequéncias repetitivas e polimorfismos (DURAN
et al., 2009).

A bioinformatica vem sendo cada vez mais utilizando por
pesquisadores nos avancos das pesquisas e contribuindo no processo do
desenvolvimento da ciéncia, pois a mesma pode ser utilizada no dia-a-dia

como ferramenta para a detec¢do de doencas.

3.7 - PCR in silico

Com o progresso da bioinformatica, devido a crescente ampliacdo de
sequencias depositadas no GenBank do NCBI (banco central de dados

genbmico) desde 1982 (NCBI, 2015), podde-se dispor de ferramentas e
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softwares de bioinformética de qualidade, para aplicacdo no desenho e
validacéo de primers (ARBEX; SILVA; COSTA, 2006).

O desenho de primer é uma fase critica em todos os procedimentos de
PCR, para garantir a amplificacédo especifica e eficiente de uma sequéncia alvo
e, portanto, muitos pesquisadores se empenharam a desenvolver conjuntos de
software eficientes para o design, selecdo e verificagdo de primers
(FREDSLUND & LANGE, 2007; BEKAERT & TEELING, 2008; KALENDAR et
al., 2011; KALENDAR et al., 2014).

PCR de computador eletronico refere-se a uma PCR virtual realizada
por um software ao inserir um par ou um conjunto de iniciadores do genoma
desejado e / ou uma biblioteca de sequéncias disponivel na Internet. Com o
desenvolvimento da tecnologia de sequenciamento e a rapida reducdo de

custos, muitos genomas foram sequenciados e anotados no banco de dados.

Devido ao conhecimento prévio de pseudogenes ou polimorfismos de
nucleotideo Unico homaologos (SNPs) e / ou amplicons indesejados, a PCR
simulada por computador visa avaliar a especificidade da PCR para identificar

os locais de ligacdo do primer.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € uma técnica in vitro, que é
a base da pratica da biologia molecular. No entanto, a utilidade e eficiéncia dos
métodos de PCR dependem da identificacdo e desenvolvimento de primers
eficazes. Estes primers sao fitas curtas de DNA de fita simples (18-23 pb)
correspondendo a sequéncia no final do fragmento ou a sequéncia alvo. Os
primers sdo essenciais para iniciar a sintese de DNA, e o0 mesmo € combinado
com uma sequéncia modelo mais longa para iniciar a sintese de DNA. Assim, a
PCR in silico pode auxiliar na selecéo de primers recém-projetados, simulando
em computador, a identificacdo de possiveis regifes de incompatibilidade de
ligacdo especifica, evitando dificuldades na amplificacdo de produtos de PCR
indesejados, antes de qualquer experimento real na pratica (BARTLETT &
STIRLING, 2003).

A deteccdo e diferenciagdo de espécies de Leishmania contribuem

para a determinacdo do progndstico do paciente e tratamento e pode ser uma
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ferramenta inestimavel para a vigilancia epidemioldgica (SCHRIEFER et al.,
2008; MEDLEY et al., 2015). A PCR in silico como ferramenta nos laboratorios
no desenvolvimento e avangcos da ciéncia se mostra essencial na biologia

molecular para aprimoramento e desenvolvimento de marcadores para
deteccéo das leishmania.
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4 MATERIAIS E METODOS

A andlise por PCR in silico, pode ser util e eficiente na identificagédo
de possiveis problemas, antes de qualquer experimento real ou, na validacao
de primers. Para andlise utiliza-se um computador com acesso a Internet é
fundamental. Acessar os sites com pacotes de ferramentas para andlises da
PCR in silico e, fazer o download do programa BioEdit
(https://www.mybiosoftware.com/bioedit-7-0-9-biological-sequence-alignment-
editor.html ), disponivel gratuitamente na Web. Acessar os sites da CLUSTAL
Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) Neb Cutter2
(http:/Inc2.neb.com/NEBcutter2/help/cite.html), Net Primer
(http:/lwww.premierbiosoft.com/netprimer), Sequence Manipulation  Suite
https://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_products.html ou uma  ferramenta
disponivel na Internet utilizada e discutida neste estudo sao principalmente as
“PCR in silico”.

Para o desenvolvimento dos primers, foi selecionada uma regido
complementar conservada e, sem variacdo nas espécies-alvo, para garantir
repetibilidade das reacdes de amplificacdo. Foram considerados como
homologias, os alinhamentos com similaridades baseada na estatistica E-
value, e que apresentaram valores inferiores a 1le-10. O valor do E-value
estima a probabilidade de que o alinhamento entre sequéncias
tenha ocorrido ao acaso.

A primeira etapa no desenvolvimento dos primers foi a busca por
sequencias de nucleotideos, atraves da base de dados do NCBI
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/). Encontrar a sequéncia codificadora de um
determinado gene ou regi@do de interesse, através do BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), que permite localizar regibes de
similaridade entre sequéncias bioldgicas. O programa compara sequéncias de
nucleotideos ou proteinas no bancos de dados de sequéncias.

Foram selecionados 11 sequencias de DNA do genoma KDNA
mitocondrial completo, sendo 2 de L. donovani e 9 de L. infantum, exibidas no
formato Genbank (Tabela 1). Estas sequéncias foram convertidas para o
formato FASTA Text, no proprio sistema do banco de dados e, em seguida,

realizado o download. As sequencias de cada espécie, foram agrupadas e
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exportadas para um software de edi¢éo de textos simples (bloco de notas do
sistema operacional Windows), dando origem a dois bancos de sequencias.

As diferentes sequéncias foram alinhadas e comparadas manualmente
para que seja possivel reconhecer a regido de maior similaridade entre as
espécies pesquisadas. Uma vez identificada regido, que guarda uma maior
semelhanca entre as espécies, pode-se, entdo, utiliza-la para o desenho dos
primers, mantendo-se as regifes idénticas e, considerando-se todas as opcdes
de nucleotideos nas regides que diferem entre si. Os resultados apresentados
foram selecionados para um melhor desenvolvimento e, confirmagdo dos
primers. Estes foram convertidos para o formato FASTA, para um download
contendo as sequencias, sendo posteriormente exportada para um software de
edicéo de texto e utilizado no bloco de notas, para a realizacao desta etapa.

A segunda etapa se da por meio do alinhamento. As sequéncias foram
alinhadas utilizando o] algoritmo Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), onde se originou um novo resultado

contendo as sequencias resultantes. Com a realizacdo do mesmo, foram
analisadas as regides do genoma quanto a sua conservacao ou variabilidade.
As mesmas sequéncias alinhadas no Clustal Omega, foram complementados
no software BioEdit Sequence Alignment Editor versao 7.2.6 (HALL, 1999).

Os primers foram desenvolvidos online no  Primer3Plus

(https://www.bioinformatics.nl/cqgi-bin/primer3plus/primer3plus.caqi),

determinando alguns parametros como critérios de inclusdo ou exclusdo. A
regido escolhida deveria apresentar nucleotideos entre 20-23 pb e, com
distribuicdo de GC maxima em 60%, para evitar a elevacdo da temperatura de
anelamento e dissociacdo. As regides com muitas AT também foram evitadas,
para ndo haver a reducdo da Tmelting, que possibilitasse o auto anelamento,
sendo recomendado valores inferiores a 60°C. A Tmelting foi calculada,
estimando-se valores entre cada par de primers mais proximos, visando
estabelecer uma média na padronizacédo da PCR.

A validacado final foi feita com uso da ferramenta online NetPrimer
(http://www.premierbiosoft.com/NetPrimer/AnalyzePrimer.jsp). Foi verificada a
possivel formacdo de self dimeros, heterodimeros e hairpin. Na andlise de

dimeros, os primers ndo poderiam apresentar energia livre de Gibbs abaixo de
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-9 kcal/mole-1, ou muitas bases complementares. Na analise de Hairpin, além
dos valores de Delta G, foi verificada a temperatura de melting, que
possibilitasse o auto anelamento, sendo recomendado valores inferiores a 60°
C e, taxa de validagcao minima de 80%.

As sequéncias dos potenciais marcadores foram testados para gerar
fragmentos previstos, que resultariam numa digestdo por PCR-RFLP. As
sequéncias obtidas no GenBank NCBI, foram alinhadas de acordo com a
espécie e, geradas sequéncias consenso em separado. Depois incluidas para
gerar um modelo contendo todas as sequéncias de Leishmania disponiveis. Os
procedimentos de digestéo virtual foram realizadas, usando o programa on line

NEBcutter V2.0 (https://nc2.neb.com/NEBcutter2/) realizadas com todas as

enzimas disponiveis comercialmente, para avaliar a mais adequada, na

promocéo de diferenciar as espécies em estudo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Varias regides do genoma do KDNA foram selecionadas e, calculadas o
possivel tamanho dos fragmentos de amplificacdo na PCR in silico, até que se
pudesse chegar a um conjunto de primers que se encaixassem nos parametros
descritos na metodologia. Os primers obtidos estéo representados na Tabela 3.
As sequéncias foram escolhidas de acordo com diversos critérios, como regido
conservada, area interprimer com polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP).
Além destes requisitos, outros foram adicionados para melhorar a eficiéncia
dos iniciadores. Caixeta et al. (2016), resume em 8 itens:

| - comprimento dos oligonucleotideos entre 18 a 30 pb;
Il - composicéo de GC entre 40 e 60%;
[Il - ndmero de repeticbes de purinas/ pirimidinas menores do que 4;

IV- Auséncia de sequéncias palindrémicas e sem estruturas secundarias;

V - sem complementaridade na ponta de um primer e qualquer parte do
outro (evitar dimeros);

VI - Extremidade 3’ terminando em G ou C, mas sem regido formadora de
grampo;

VII - temperatura de melting muito proxima entre os oligonucleotideos;

VIII - temperatura de anelamento abaixo de 60° C.

A obtencado das sequencias de alinhamento significativos, no qual foram
selecionadas 11 sequencias com maiores niveis de porcentagem de
identificacdo (Tabela 2).

Apés a selecdo, fez-se download das sequencias no formato TXT
utilizando o Clustal Omega para realizar multiplas sequencias de alinhamento e
observar a similaridade entre as regides conservadas e variaveis por SNP, para

serem avaliadas no desenvolvimento de primer.

Depois foi gerado uma sequéncia consenso (figura 20) , utilizando o

software Bioedit (www.mybiosoftware.com/bioedit-7-0-9-biological-sequence-

alignment-editor.html), onde foi possivel observar e validar os primer

desenvolvidos.
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Sequences producing significant alignments Download “ [ Select columns ~ Show 2]
[ selectall 11 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results  [EEMSA Viewer

Descrpton Skt Nams | o/ 1 come Conr vago | lden | Lo Accesion

- - v - v -

Leishmania infantum genome assembly, chromosome: 1 Leishmania inf 2287 2287 100% 0.0 100.00% 17897 gil1756572067|LR69I7137 1
TPA: Leishmania infantum strain JPCM5 ki I complete sequence Leishmania inf... 2287 2287 100% 0.0 100.00% 18277 gil1751371458|BKO010877 1
Leishmania infantum isclate ZKA7 kinetoplast,_complete genome Leishmania inf 2287 2287 100% 0.0 100.00% 17462 gil1897352072|MT762287 1
Leishmania infantum isolate ZKb kinetoplast_complete genome Leishmania inf 2287 2287 100% 00 100.00% 17557 gil1897352058|MT762286.1
Leishmania infantum isolate ZK43 kinetoplast, complete genome Leishmania inf... 2287 2287 100% 0.0 100.00% 17631 gjl1897352046|MT762285.1
Leishmania infantum isolate 7ZK28 kinetoplast,_complete genome Leishmania inf 2287 2287 100% 00 100.00% 17831 gil1897352033|MT762284.1
Leishmania infantum isolate ZK25 kinetoplast, complete genome Leishmania inf... 2287 2287 100% 0.0 100.00% 17631 gil1897352020|MT762283.1
Leishmania infantum isclate LIPAS3 kinetoplast, complete genome Leishmania inf 2287 2287 100% 0.0 100.00% 17825 gil1897352007|MT762282 1
Leishmania infantum isolate LIPAGO kinetoplast, complete genome Leishmania inf 2287 2287 100% 00 100.00% 17523 gil1897351994|MT762281.1
Leishmania donovani strain pasteur kinetoplast, complete genome Leishmania do... 2237 2237 100% 0.0 99.27% 40931 j1229082218|CP022652.1
Leishmania donovani isolate MHOM/SD/62/18-CI2D maxicircle, partial kinetoplast Lei iado . 2237 2237 100% 00 99.27% 17028 gil213492206(FJ416603 1
\:I Leishmania major strain Friedlin genome assembly, chromosome: 1 Leishmania m... 1701 1701 100% 0.0 91.54% 18998 0il1756572068|LR657138.1
[ Leishmania major isolate MHOM/SU/73/5ASKH maxicircle _partial mitechondrial Leist iam.. 1679 1679 100% 00 9122% 8738 gil195970463(EU1403381
\:I TPA: L eishmania aethiopica strain MHOMET kinetoplast, complete sequence Leishmania ae . 1653 1653 99% 0.0 90.87% 18065 gil1751371523|BK010882 1
\:I TPA: Leishmania pifanoi strain LPROD kinetoplast, complete sequence Leishmania pif... 1635 1635 99% 0.0 90.55% 19040 gjl1751371549|BK010884 .1
\:I Leishmania amazonensis isolate MPRP/BR/T2/M1845 kinetoplast_partial genome Leishmania a 1622 1622 99% 00 90 41%; 719374\ /0il298289304|HM439238 1

Figura 11 - Sequencia realizada pelo NCBI, selecionando as 11 primeiras
sequencias.

Tabela 2 - Sequéncias utilizadas para o desenho e validacao de primers
(NCBI).

Espécie Acesso GenBank

FJ416603.1
CP022652.1
LR697137.1
BK010877.1
MT762287.1
MT762286.1
L. infantum MT762285.1
MT762284.1
MT762283.1
MT762282.1
MT762281.1

L. donovani

Os trés primers desenvolvidos, testados e validados nos programas
utilizados, todos os produtos obtidos (amplicons) pelos 11 acessos (Tabela 2)
apresentaram homologias entre elas. O desenho do primer e a andlise de PCR-
RFLP in silico foram baseados nos alinhamentos das sequéncias nucleotidicas
consenso de regifes que apresentam polimorfismo entre as varias sequéncias

nas bases de dados do GenBank (Figura 21).
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Tabela 3 - Sequéncia dos primers desenvolvidos para a deteccédo das espécies em
estudo.

. % Tm Amplicon TAXA
Nome Primer pb o VALIDACAO
GC C (pb)
(%)
ITAL1-F CTTGTAGTTGTGGCGTGTTTG 21 | 47,62 | 56,79 100
306
ITA2-R1 | TTTCTTTCCTCTCCGCTTATCTT 23 | 39,13 | 59,08 100
ITA2-R2 | ACGACATCATCGTACATGGTAAT | 23 | 39,13 | 56,48 672 85

Os primers escolhidos apresentaram variagdo de tamanho entre 21-23
pb, sendo que as sequéncias respectivas, bem como a posicdo no gene de
interesse estdo descritas na Tabela 3. As temperaturas de fusdo (Tmelting)
apresentaram um intervalo entre 56,48 °C e 59,08 °C, dentro da variacéo
esperada entre os pares de no maximo 5°C e, a concentracdo de GC%, de
39,13% a 47,62% (Tabela 3).

Analysis Results #1: CTTGTAGTIGTGGCGTGITIG

Rating 1| 100.0 3’ end stability :|-7.18 kcal/mol
Molecular Wit : ||6505.29 AH 1 -153.5 kcal/mol
Tm : | 56.79 °C s ;| -0.4 keal/*K/mol
GC% P 47.62 5 end AG 1| -6.84 kcal/mol
GC Clamp H b 1 Self Dimer [ AG) 3 kcal/maol
nmol/Azgg : [|5-19 Hairpin ([ AG) 2 kcal/mol
ug/Azen : (2376 Repeats (# of pairs) kcal/mol
AG : 3373 keal/mol Run (# of bases) : |13 kcal/maol
Rating :|/100.0 3’ end stability : | -6.59 kcal/mol
Molecular Wt 1| 6848.56 AH 1 -181.2  kcal/mol
Tm 159.08 ||°C s i -0.48 kcal/“K/mol
GC% 1) 39.13 5 end AG :|-7.06 keal/mol
GC Clamp 11 Self Dimer [ AG) : keal/mol
nmol/f;60 1 |[5.35 Hairpin ( AG) 3 kcal/mol
ug/Azgg : 136,62 Repeats (# of pairs) kcal/mol
AG :|-38.36 | kealfmol Run (# of bases) : |12 kcal/maol
Cross Dimer (AG) 2 kecal/mol

Figura 12: Validag&o do primeiro par de primers observando os parametros de Tm,
GC%, formacgéao de harpin, heterodimeros, self dimeros e AG.
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Analysis Results #1: CTTGTAGTTGTGGCGTGTITG

Rating | 100.0 3" end stability i -7.18 keal/mol
Molecular Wt : | 6505.29 AH 11 -153.5  keal/mol
Tm : [|56.79  ||°C AS i -0.4 keal/*K/mol
GC% 1 47.62 5" end AG ;| -6.84 kcal/mol
GC Clamp Pl Self Dimer ( AG) 3 keal/mol
nmol/Azgg : |5.19 Hairpin [ AG) 2 keal/mol
ua/Aoeg . 133.76 Repeats (# of pairs) @ keal/mol
AG 1 -33.73  keal/mal Run (# of bases) 3 kcal/mol

Analysis Results #2: ACGACATCATCGTACATGGTAAT

Rating : | 85.0 3" end stability : [|=5-72 keal/mol
Molecular Wt : 7031.69 AH 1 -162.8  kcal/mol
Tm : 56,48 = AS : -0.43 kcal/*K/mol
GC% 138,13 5 end AG . -7.87 keal/mol
GC Clamp H | | Self Dimer [ AG) | -6.53 keal/mol
nmol/Azgy t 43 Hairpin [ AG) i =213 kcal/mol
ua/Aoeg . 30.24 Repeats (# of pairs) kcal/mol
AG . |-34.8 keal/mol Run (# of bases) : kcal/mol
Cross Dimer (AG) 1 =426 kcal/maol

Figura 13: Validacdo do segundo par de primers observando os parametros de Tm,
GC%, formacdo de harpin, heterodimeros, self dimeros e AG.

Estes marcadores moleculares foram desenhados propondo a sua
utilizacdo em duas PCRs. Na 12 PCR utiliza-se os primers ITAL-F e ITA2-R1
gue amplificam um fragmento de 306 pb (Figura 13) e, na 22 PCR, os primers
ITAL-F e ITA2-R2, geram um produto de 672 pb (Figura 14). Os valores de
validacéo variaram entre 85% e 100%, representando uma alta especificidade.
Os primers ITAL1-F e ITA2-R1 obtiveram um valor com 100% de identidade, o
gue pode ser explicado pela auséncia em ambos de heterodimeros, self
dimeros e formacdo de harpin (Figura 13). Na combinacdo entre ITAl-F e
ITA2-R2, ja apresentam formacdo de heterodimeros, self dimeros e harpin
(Figura 14). O heterodimero se caracteriza pela hibridizacdo de primers
diferentes (Figura 16), ja os self dimeros (Figura 14) é definido pelo auto
anelamento do primer (ITA2-R2), produzindo numa PCR in vitro e visualizado
numa corrida em gel de agarose. A formacdo de harpin (grampo) em um
primer € devido a ligacdo entre nucleotideos da sequéncia, originando uma
dobra e consequentemente inabilitando a funcdo de se anelar na sequéncia

pretendida (Figura 15).

Em todas as possiveis combinagbes de hibridizacdo por

heterodimeros, selfdimeros e formagédo de harpin, os valores obtidos no AG
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nao ultrapassaram o limiar de -9Kcal.mole-1, conforme esperado. Quanto aos
resultados referentes a avaliacdo de self dimeros e heterodimeros (Figuras 14

e 16) se mantiveram baixo e ndo comprometeram a qualidade dos primers.

Total Found = 4
1. AG =-6.53 kcal/mol

53" RCGRACATCATCGTRACATGGTAAT 3

3" TRAATGGTACATGCTRACTARCAGCAR 5

2. AG =-5.38 kcal/mol

5" ACGRACRATCATCGTRACATGGTIRART 3
3' TRATGGTACATGCTACTRCAGCRE 57

3. AG =-3.65 kcal/mol

5" ACGRCRATCATCGTRCATGGTIRART 3

3' TRATGGTRACATGCTACTACAGCR 5"

4. AG=-3.3 kcalfmol (3" Dimer)

5" ACGACATCATCGTACATGGTRAT 37
3" TRATGGTACATGCTACTACAGCR 5

Figura 14 - Analise dos valores de AG na formacéao de self dimeros.

Total Found = 1
1. AG =-2.13 kcal/mol

relnlzilen J

Figura 15 - Analise de Valor de AG na formacéao de harpin.

Total Found = 1
1. AG = -4.26 kcal/mol

Figura 16 - Analise do Valor de AG na formacao de heterodimeros.

Estes parametros sdo importantes no desenho de primers, pois evitam

desperdicio no momento da execugédo real numa PCR in vitro.
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Nas figuras 17, 18 e 19 foram identificadas regides conservadas e ideais

para o desenvolvimento dos primers ITALl-F, ITA2-R1 e ITA2-R2, que sao

especificos para a regiao definida.

e

LRE97137.1:5066-1 RGTTTTCACTATTATTTGITS
BRO10877.1:4719-AGTTTICACTATTATTTGTTA
MT762287,1:4642-* BGTTTTCACTATTATTTGTTS
MT762286,1:4795-¢ AGTTTTCACTATTATTTATTS
MTT62285, 114795~ AGTTTTCACTATTATTTGITS
MTT62284. 14992~ ACTTTTCACTATTATTTGITS
MT762283,1:4795-¢ RGTTTTCACTATTATTTGTTS
MT762282,1:4592-¢ AGTTTTCACTATTATTTATTS
MTT62281.1:46R7- RGTTTTCACTATTATTTGITS
CP022652,1;8213-¢ AGTTTTCACTATTATTTGTTA
AGITTTCACTATTATTTGITS
PGTTTTCACTATTATTTGTT'

CTTGTAGTTGTGACRTCTTIG
CTTGTAGTTGTGGCGTGITTG
CTTGTAGTTGTGGCGTGITIG
CTTGTAGTTGTGACRTGITIG
CTTGTAGTTGTGACRTCTTIG
CTTGTAGTTGTGGCGTGITIG
CTTGTAGTTGTGGCGTGITIG
CTTGTAGTTGTGACRTGITIG
CTTGTAGTTGTGACRTCTTIG
CTTGTAGTTGTGGCGTGITIG
CTTGTAGTTGTGGCGTGITIG

. YlHHlYIH‘!IYI‘lHl‘lHT‘IYITlHIYlYIH|Y|YI‘XIYI‘IHI‘lYlT‘lYIYlHHlYIHl!IYI‘!HI‘IHI‘IYIT‘HlYlHH|YIH‘¥IYI‘IHI‘IHT‘IYITlT"

280 250 30
CTTGIAGTTGTGACRTGITIG

0 310 320 330 M0 350 360 370 380 39

T AT T T T TR T AGATTTAT TG CA T T T TAGT CATG TG TTTTAGGTATAT T T TTATTATTTTTATGTTTTAGCAGATGTTTTAAC
BT T TR A AT T T T A AT AGA T T AT T AT T T TG CATGTGT T T T TAGR TATAT T T T TATTAT TTTTATGTTTTAGCAGRTGTTTTRAC
BT T T TR T AT T T T T AATAGA T T AT TGCAT T T TAGTCATGTGT T T TAGE TATAT T T T TAT TAT TTTTATGTTTTAGCAGRTGTTTTAAC
BT T TR T AT T T T T AR AGA T T AT TRCAT T T TAGTCATGTGT T T TAGR TATAT T T TATTAT TTTTATGTTTTAGCAGRTGTTTTRAC
BT T TR TR AT T T T AT AGA T T AT TGCAT T T TAGTCATGTGT T TTAGRTATATTTTTATTAT TTTTATGTTTTAGCAGRTGT TTTRAC
BT T TR A AT T T T A AT AGA T T AT T AT T T TG CATGTGT T T T TAGR TATAT T T T TATTAT TTTTATGTTTTAGCAGRTGTTTTRAC
BT T T TR T AT T T T T AR AGA T T AT TGCAT T T TAGTCATGTGT T T TAGE TATAT T T T TATTAT TTTTATGTTTTAGCAGRTGTTTTRAC
BT T TR T AT T T T T AR AGA T T AT TRCAT T T TAGTCATGTGT T T TAGR TATAT T T TATTAT TTTTATGTTTTAGCAGRTGTTTTRAC
BT T TR TR AT T T T AT AGA T T AT TGCAT T T TAGTCATGTGT T TTAGRTATATTTTTATTAT TTTTATGTTTTAGCAGRTGT TTTRAC
BT TR TR T AT T T T A AT AGA T T AT T AT T T TG CATGTGT T T T TAGR TATAT T T T TAT TAT TTTTATGTTTTAGTAGRTGTTTTRAC
BT T GR T AT TATTT T T AR TAGA T T AT TGCAT T T TAGTCATGTGT T T TAGR TATAT T T T TATTAT TTTTATGTTTTAGTAGRTGTTTTRAC
BT T R TR T AT T T T T AR AGA T T AT TRCAT T T TAGTCATGTGT T T TAGR TATAT T T TATTAT TTTTATGTTTTAGY AGRTGTTTTRAC

=

Figura 17: Mdltiplas sequéncias alinhadas pelo BioEdit e posicionamento do

primer I'5A1-F

I‘TH’I‘IflTlVHT‘TITI‘ITITlVHT‘TITI‘ITH|H’H’|TITI‘HH‘H’ITlTITI‘HH‘H’ITlTITI‘HH‘ITITlTHI‘TH’I‘ITITlTHI‘HTI‘ITIT'VHT‘HH‘I‘

J50 s

M 330 360 30 380 390 600 810 620 630 g40 63

TREST137, 115066~ TATGC AT AR A AR T T AT T AR A T T AT T T T AR A T T TR A A T A A G L CGAGR GRA AR G AR AL GC T T A AC T T CA G T TR T TT AT TACG TG T TTAT GG TR TAGGT T TAGICTAGGI TTTTTTATTTG
BROL08T77.1:4715-1 AT GC A A A AT T T AT T A T T T AR T T T TR AR T T T AGA TR A G LG GR GAGGA R AGA A R AL 6L T T TAACT T ARG T TG T TTATTACGTGT TTATGRTCTAGR TTTTAGTCTAGGTTTTTTTATTTG
MT762287, 1:4642- TATGC AT AR A AR T T AT T AR A T T AT T T T AR A T T TR A AT A AGC AR GRA AR G AR A GC T T A AC T T CA G TR T T T AT TACG TG T TTAT GG TR TAGGT T TAGICTAGGI TTTTTTATITG
MT762286, 1:4795-(TATGC AT AR A AR T T AT T AR T A T T AT T T T AR A T T TR A AT A AGC CGAGR GRA AR G AR A A GC T T A AC T T CA G TR T TT AT TACG TG T TTAT GG TG TAGGT T TAGICTAGGI TTTTTTATTTG
MT762285, 1:4795-(TATGC AT A A AR T AT T AR LA T T AT T T T AR A T TR A AT A AGC CGAGR GRA AR G AR AL GC T T A AC T T CAGRT TR T T T AT TACG TG T TTAT GG TR TAGGT T TAGICTAGGI TTTTTTATITG
MT762284. 1:4952-( TR TG0 TAR A A T T AT T AT LA T LA T A A A T T R AGA T A oD A GAGA GG A G A G L T T T A L T TG G TR T T TAT A R TG T T TATGR TG TAGGT TI TAGT CTAGGTTTTTITATTTG
MT762283, 1:4795-(TATGC AT AR A AR T T AT T AR T A T T LA T T T T AR A T TR AGA T AAGC CGAGR GRA AR G AR A GC T T A AC T T CA G TR T TT AT TACG TG T TTAT GG TR TAGGT T TAGICTAGGI TTTTTTATITG
MT762282, 1:4992-(TATGC AT AR A AR T T A T AR T A T T AT T T T AR A T TR A AT A A G L CGAGR GRA AR G AR A AL GC T T A AC T T CAGRT TR T TT AT TACG TG T TTAT GG TR TAGGT T TAGICTAGGI TTTTTTATITG
MT762281, 1:4687- TATGC AT AR A AR T T A T AR A T T LA T T T T AR A T TR A AT A A G L CGAGR GRA AR G AR A GC T T A AC T T CA G TR T T T AT TACG TG T TTAT GG TG TAGGT T TAGICTAGGI TTTTTTATTTG
CP022652. 1:020 3~ TR GC A A A A AT T T AT T A T T T AR T T T TR AR T T T AGA T A G LG GR GAGGA R AGA AR AL 6L T T TAAC T T ARG T TG T T AT TACGTGT TTATGR T CTAGR TTTTAGT TTAGGITTTTTTATTTG

FI416603. 113736~ TR TGCA A AR T AT T T AT T A T T T AR T T T TR AR T T T AGA T A G LG GR GAGGA R AGA AR AL 6L T T TAAC T TCAGGT TG T TTATTACG TG T TTATGR TG TAGR TTT TAGT TTAGGTTTTTTTATTTG
C TG AR A AR T T AT T AT T T AT T LA AT T T A AT T TR A GA T ARG GGAGAGRARA G AR AR G T T T AR C T T AGG T TG T T TAT TACG TG T T TAT GG TG AGET T TAGTY TAGGTTTTTITAT TG

-

Figura 18: Mdltiplas sequéncias alinhadas pelo BioEdit e posicionamento do
prlmer IEAZ”R’]&I'H’IT'H’I!‘ITI!‘ITI!‘IH'I‘IH'I‘TITI‘TITI‘TlH’lTlH’lH’lTlH’lTlH’l!‘ITI!‘IH'I‘IH'I‘IH'I‘TITI‘TlH’lTlH’lTlH’lH’lTlH’l!‘ITI!“'

e e

TRES7137. 1:5066-¢ TATATT TR AGT G A AR AT T A AT A AT TG T T G A A A T AT T T T AR AT GAG T GaTAGGT T TG AT AT A T A T AT T A T A G AR T A AT AGG T T TTAT TGRT TATG AT TACCATGTACGATGATGTCAT,
BROL0ATT. 1:4719-F TATAT T TR AT G A TG AT A AT A AT AT TG T T GATACAC AT AT T T TAG AT GAG T GG AGG T T T TG TR T AT T TR T T T A TAGTAATAATAGG T T TTATTGGTTATGATTACCATGTACGATGATGTCET
MT762287. 1: 4642 TATATT T ARG G AT AG AT T A AT AR AT TG T GA A A AT AT T AR AT GAGTGETAGGT TT TG AT AT T AT AT T A TAGT AR TAATAGG TTTTAT IGRT TATG AT TACCATGTACGATGATGTCAT,
MT762286, 1;4795-1 TATAT T ARG G AT AG AT T A AT A A T AT TG T TG AT A A AT AT T T AR A TG AGT GG AGG T T T TG TAT A TATATA T T TATAGT AR TAR TAGG T T TTATTGGT TATGTR TTACCATGTACGATGATGTCET,
MT762285. 1:4795-1 TATAT T TAAGTGTATAGTAT TAR T AR T AT TG T TGATACAC AT AT T TTAGTATGAGT GG AGE T TTIGI TATATATATATTTATAGT AR TARTAGG TTTTATTGGTTATGYATTACCATGTACGATGATGTCET)
MT762284, 1:4992-1 TATAT T AAGT G AT AG AT T A AT A A T AT TG T TG AT A A AT AT T T AR A TG AGT GG AGG T T T TG TAT A TA TATA T T TATAGT AR TAR TAGG T T TTATTGGT TATGTIR TTACCATGTACGATGATGTCET)
MT762283. 1:4795-1 TAT AT T TAAGTGTATAG AT TAR T AR T AT TG T TGATACAC AT AT T TTAGTATGAGT GG AGE T T TIGI TATATATATATT TATAGT AR TARTAGG T T TTATTGGTTATGYATTACCATGTACGATGATGTCET)
MT762262, 1:4592-¢ TATATTTAAG TG AT AG AT T A AT A AT TG T GA T A A T AT T T AR AT GAG T GETAGGT T TG AT AT T A T AT T A T A GT AR TAATAGG TTTTAT IGRT TRATG AT TACCATGTACGATGATGTCET,
MT762281. 114687~ TATAT I TAAGTGTATAG AT TAR T AR TA T TG T TGATACAC AT AT T TTAGTATGAGT GG AGE T T TIGI TATATATATATTTATAGT AR TARTAGG T T TTATTGGT TATGYRTTACCATGTACGATGATGTCET)
CP022652.1:8213- 1 TATA T AAGT G T A A G AT T A A AT TG T TG AT A A AT AT T T TAG AT GG TG AGG T T T TG TA T A A A TR T T T AT AGT AR T AR TAGR T T T TATTGGT TATG A T TACCATGTACGATGATGTCGT
FI416603.1:3736-¢ TRTATT TR AGTGTATAGTATTAATA AT AT TG T TGATACACATAT I TTAGTATGAG GG TAGG T TTIGT TATATATATATTTATAGTAATAATAGG T ITTATIGGTTATGATTACCATGTACGATGATGTCGT

] T AT TG A T A G AT T T A A AT TG T TG A T A A AT AT T T TAG AT GG TG AGG T T T TG TA T A A A T A T T T AT AGT AR T AR TAGR T T T TAT TG TATG YA TTACCATGTACGATGATGTCGT

840 830

860 870 880 830 500 910 920 230 540 45

<=

Figura 19: Multiplas sequéncias alinhadas pelo BioEdit e posicionamento do

primer ITA2-R2.
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T AT GGG RICEGIIIGTATTTGTTATTCCTATTATGTTTAGTTGTTTAATTTGTGATTTTGGTTTTGTATTTTATTGGTA
TTTTATTGATATTTTTAATTTATTAATTAATACATTTTTATTATTTGTAAGTGGTTTATTTGTCAATTTTGTTTTATTTTTATTTTGGTT
TCGTTTTTTTTTATGTGTTTTATITATG TG TGAGTAGGTATATTATTTGGATTTYTATT TTTATGAAATCAAGTTTGAGAGTTTTCA
CTATTATTTGTTACTTGTAGTTGTGGCGTGTTTGG TTCKATATTATTTTTAATAGATTTATTGCATTTTAGTCATGTGTTTTTAGGTA
TATTTTTATTATTTTTATGTTTTAGYAGATGTTTTAACTTTTTATGTATGGAYACACGTTTTGTTTTTTTATATGTTGTATGTTTATAT
TGACATTTIGTTGATTGTGTATGATTTTTTTTATTACGATTTGTATATTTTGATGTTTTAAGTGTAGTGTAYTTGTATGCATAAAYC

AAATTTATTAATTTATTTTAATTTTTAAATTTAAGATAAGCGGAGAGGAAAGAAAAG GCTTTAACTTCAGGTTGTTTATTACGTGT
TTATGGTGTAGGTTTTAGTYTAGGTTTTTTTATTTGTATGCAGATAATATGTGGYGTGTGTTTAGCGTGGTTATITTTTAGTTGTTT
TATATGTACAMATTGATATTTTGTTTTATTTTTATGAGATTTCGACTTAGGTTTTGTAATACGTAGTACACATATTTGTTTTACATC

ATTATTATTTTTCCTTCTTTATGTCCATATATTTAAGTGTATAGTATTAATAATATTGTTTGATACACATATTTTAGTATGAGTGGTA
GGTTTTGTTATATATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATIGGTTATG THITACCAIGIACGAIGAIGICG]

Figura 20: Sequéncia consenso obtido a partir do alinhamento de 11 acessos
pelo BioEdit.

>LR697137.1:5353-6303 Leishmania infantum genome assembly, chromosome: 1

CITGTAGTTGTGGCGTGTTTGGTTCTATATTATTTTTAATAGATTITATTGCATTTTAGTCATGTGTTTTTAGGTATATTTTTATTATT
TTTATGTTTTAGCAGATGTTTTAACTTTITATGTATGGACACACGTTTTGTTTTTTTATATGTTGTATGTTTATATTGACATTTTGTT
GATTGTGTATGATTTTTTTTATTACGATTTGTATATTTIGATGTTTTAAGTG TAGT-ITG TATGCATAAACCAAATTTATTAAT
TTATTTTAATTTTTAAATTTAAGATAAGCGGAGAGGAAAGAAAAGGCTTTAACTTCAGGTTGTTTATTACGTGTTTATGGTGTAG
GTTTTAGTCTAGGTTTTTTTATTTGTATGCAGATAATATGTGGTGTGTGTTTAGC GTGGTI'ATITI'ITAGTI'GTI'ITATAT.QA
ATTGATATTTTGTTTTATTTTTATGAGATTTCGACTTAGGTTTTG TAATACGTA-ACATATI'I'GTI'ITA CATCATTATTATTTIT
CCTTCTTTATGTCCATATATTTAAGTGTATAGTATTAATAATATTGTTTGATACACATATTITAGTATGAGTGGTAGGTTTTGTTAT
ATATATATTTATAGTAATAATAGGTTTTATTGGTTATGTATTACCATGTACGATGATGTCGT

Figura 21- Sequéncia consenso de L. infantum

Observando os resultados nas Tabelas 4 e 5, pode ser verificado que os
valores obtidos na avaliacdo dos parametros, estdo em concordancia com 0s
estudos ja realizados. Na Tabela 4, os primers geram um produto de 306 pb,
gue sob a acdo da endonuclease de restricdo Rsal, origina 2 fragmentos (72 e
234 pb) no genoma de Leishmania infantum (Figura 21). Numa segunda
combinacédo de primers (ITA1-F - ITA2-R2), do mesmo genoma, o amplicon
obtido é mais amplo (672 pb), gerando 5 fragmentos de comprimentos

variados, sob acdo da mesma enzima de restricao (Tabela 4).
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Tabela 4 — Descri¢éo dos primers, sequéncias, tamanho do Amplicon e enzima
para o genoma de L. infantum.

Par Primer Sequéncia Amplicon | Enzima | Coordenadas Com[(ngbn)lento
ITA1-F CTTGTAGTTGTGGCGTGTTTG 1-234 234
1 306 pb

ITA2-R1 TTTCTTTCCTCTCCGCTTATCTT 235 - 306 72
1-234 234

ITA1-F CTTGTAGTTGTGGCGTGTTTG Rsal
235-431 197
2 672 pb 432 - 491 60
ITA2-R2 ACGACATCATCGTACATGGTAAT 492 - 659 168
660 - 672 13

>CP022652.1:8500-9450 Leishmania donovani strain pasteur kinetoplast, complete genome

CITGTAGTTGTGGCGTGTTTGGTTCGATATTATTTTITAATAGATTTATTGCATTTTAGTCATGTGTTTTITAGGTATATTTTITATTATT
TITATGTTTTAGTAGATGTTTTAACTTTTITATGTATGGATACACGTTTTGTITTTITATATGTTGTATGTTITATATTGACATTTTGTT
GATTGTGTATGATTTTTTITATTACGATTTGTATATTTTGATGTTTTAAGTGTAGTGTATTTGTATGCATAAATCAAATTTATTAATT
TATTTTAATTTTTAAATTTAAGATAAGCGGAGAGGAAAGAAAAGGCTTTAACTTCAGGTTGTTTATTACGTGTTTATGGTGTAGG
TTTTAGTTTAGGTTTTTTTATTITGTATGCAGATAATATGTGGCGTGTGTTTAGCGTGGTTATTTITTITAGTTGTTTTATATGTACAAA
TTGATATTTTGTTTTATTTITATGAGATTTCGACTTAGGTTTTGTAATACGTAGTACACATATTTGTTTTACATCATTATTATTTTTC
CTTCTTTATGTCCATATATTTAAGTGTATAGTATTAATAATATTGTTTGATACACATATTTTAGTATGAGTGGTAGGTTTTGTTATA
TATATATTTATAGTAATAATAGGTTITATTGGTTATGTATTACCATGTACGATGATGTCGT

Figura 22 — Sequéncia consenso de L. donovani.

Na Tabela 4, a sequéncia de 306 pb se mantém integra, mesmo com a
presenca da Rsal. A regido especifica de atuacdo da enzima Rsal (GTAC), nédo
esta disponivel neste produto, caracterizando um polimorfismo de nucleotideo
unico (SNP). No segundo par de iniciadores (Tabela 5), sob a acdo da
endonuclease de restricdo Rsal, houve uma reducéo no nimero de fragmentos
no genoma de L. donovani (Figura 12). A partir destes resultados, pode prever
com uma PCR-RFLP in silico, a identificacdo das espécies de L. donovani e L.

infantum através do niumero de fragmentos gerados pela acdo da enzima Rsal.
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Tabela 5 - Descri¢cdo dos primers, sequéncias, tamanho do Amplicon e enzima
para o genoma de L. donovani.

Par Primer Sequéncia Amplicon | Enzima | Coordenadas Com[(ngbn)]ento
ITA1-F CTTGTAGTTGTGGCGTGTTTG
1 306 pb Sem cortes 306
ITA2-R1 TTTCTTTCCTCTCCGCTTATCTT
ITA1-F CTTGTAGTTGTGGCGTGTTTG Rsal 1-431 431
) 432 - 491 60
2 672
ITA2-R2 ACGACATCATCGTACATGGTAAT p 292 - 659 168
660 - 672 13

Cortes et al (2006), monitorando 136 isolados de L. infantum, e
investigando a necessidade do uso de marcadores moleculares na diversidade
genética por PCR-RFLP. Os primers de cinetoplastideo MC1l e MC2,
especificos para Leishmania Complexo donovani, amplificou uma sequéncia
parcial de KDNA em 447 bp. O marcador molecular em analise amplificou uma
sequéncia parcial de DNA cinetoplastideo (kDNA) em 447 bp. O ensaio
concluiu que a populacédo portuguesa de L. infantum apresentou um elevado
grau de polimorfismo com 13 perfis identificados. No ensaio cinetoplastideo
DNA PCR-RFLP, foram utilizados 9 endonucleases, com sitios de restricao
variando de 4 a 6 bp (Bglll, Bmel390Il, Ddel, Hpall, Pstl, Rsal, Sfcl, Vspl e
Xapl). Os padroes de restricdo obtidos com Pstl, Sfcl e Xapl eram
monomoarficos, enquanto os padrdes obtidos com Bglll, Bme1390I, Ddel, Hpall,
Rsal e Vspl, eram polimorficos. Estas Ultimas seis enzimas foram consideradas

ideiais para genotipagem.

O uso da técnica de PCR no diagnéstico de leishmaniose tegumentar
americana, foi utilizada por MARTINS et al (2009), onde o DNA de 119
amostras de sangue foi extraido e submetido a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). Utilizaram-se primers do minicirculo do DNA do cinetoplasto
(KDNA) de Leishmania braziliensis, cuja sequéncia-alvo gera um fragmento de
750 pares de bases. No total 58 (48,7%) individuos apresentaram amplificacéo

positiva e 61 (51,3%) negativa.

A analise do polimorfismo do comprimento do fragmento de restricdo

(RFLP) pode prejudicar e tornar dificil uma interpretacdo, pois pequenas
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diferencas no tamanho dos fragmentos e digestdo incompleta, podem interferir

na leitura correta dos padrdes resultantes..

Leishmania (Viannia) guyanensis foi por muitos anos a Unica espécie
identificada na Guiana Francesa, mas a identificacdo precisa da espécie ndo
era confiavel. SIMON et al. (2010) utlizou sete cepas de referéncia
(Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia)
lainsoni, Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, Leishmania
(Viannia) naiffi, Leishmania (Leishmania) major, Leishmania (Leishmania)
infantum) e 112 amostras clinicas de lesfes positivas. Desenvolveu a técnica
de reacdo em cadeia da polimerase, usando o polimorfismo de comprimento de
fragmento de restricio — com um fragmento de 615 pb do gene da RNA
polimerase 1l e duas enzimas de restricdo, TspRI e Hgal. A identificacdo do
parasita Leishmania (Viannia) guyanensis foi confirmado em 84,4%, das 199

amostras de diferentes pacientes com varias Leishmania spp.
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CONCLUSAO

As ferramentas de bioinformatica adotadas para alinhamento, desenho e
validagéo de primers in silico, foram eficazes para definir a regiao ideal

para o anelamento dos iniciadores especificos;

A técnica da PCR-RFLP in silico, foi eficaz para deteccdo de
polimorfismo de Unica base (SNP) e sugestdo com identificacdo das

enzimas de restricdo atuando no amplicon;

A enzima de restricdo Rsal, foi escolhida e utilizado para promover a
identificacdo das espécies de Leishmanias, através da divergéncia

genética existente entre L. donovani e L. infantum;

Foram desenvolvidos e validados os seguintes marcadores moleculares:
F1-5-CTTGTAGTTGTGGCGTGTTTG - 3

R1-5-TTTCTTTCCTCTCCGCTTATCTT -3’
R2 - 5- ACGACATCATCGTACATGGTAAT - 3’

O produto amplificado da PCR in silico com os marcadores moleculares
F1 e R1 (306 pb) do L. infantum é clivado, gerando dois fragmentos (72
pb e 234 pb);

O produto amplificado da PCR in silico com os marcadores moleculares
F1 e R2 (672 pb) do L. infantum é clivado, gerando cinco fragmentos
(234,197, 168, 60 e 13 pb);

O produto amplificado da PCR in silico com os marcadores moleculares
F1 e R1 (306 pb) do L. donovani, nao foi clivado;

O produto amplificado da PCR in silico com os marcadores moleculares
F1 e R2 (672 pb) do L. donovani é clivado, gerando quatro fragmentos
(431, 168, 60 e 13 pb);

Foi possivel observar uma maior area do genoma mitocondrial e
identificar através do alinhamento das sequéncias consenso, muitas

regides conservadas e outras com marcas de SNP;
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A PCR-RFLP in silico, mostrou-se adequada para a identificacéo
de Leishmaniaa nivel de espécie. Os marcadores moleculares
desenvolvidos, foram validados com uma taxa de 85% a 100%,
permitindo um excelente parametro na qualidade na confirmacéo dos
primers. A variagdo genética nas sequéncias de mini circulos de kDNA
entre isolados L. donovani e L. infantum, pode ser detectado através dos
SNP presentes nos respectivos genomas, utilizando a endonuclease de

restricdo Rsal.
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	 Localizar sequências de DNA (ácido desoxirribonucleico) do genoma de cinetoplastos (KDNA) de Leishmania infantum e Leishmania donovani, depositadas no NCBI (National Center of Biotechnology Information);
	Figura 10 - Organização das fibras de DNA do cinetoplasto em maxicírculos e minicírculos em L. tarentolae.


