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RESUMO 

A origem do que hoje chamamos de Sequenciamento de Nova Geração foi 
impulsionada pelo sequenciamento do genoma humano e pela necessidade de 
inovações técnicas, tecnológicas e computacionais que reduzissem os custos e o 
tempo de análise. Essa necessidade possibilitou de uma maneira sem precedentes o 
aumento dos estudos de genômica e transcriptômica. O melhor entendimento do 
transcriptoma de um organismo é essencial para identificar e interpretar como a 
maquinaria gênica atua nos processos biológicos. Um grupo de organismos de grande 
interesse em saúde pública e causadores do conjunto de doenças negligenciadas 
conhecidas como leishmanioses são os parasitos protozoários do gênero Leishmania. 
Anualmente, estima-se que aproximadamente 300 mil novos casos e 20 mil mortes 
relacionadas à leishmaniose visceral são registrados. O tratamento das leishmanioses 
é problemático devido principalmente à alta toxicidade dos antimoniais pentavalentes e 
o surgimento de parasitos resistentes a esses compostos.  Por fim, considerando que 
esses parasitas são agentes etiológicos de uma importante doença negligenciada, 
pesquisas que tragam novas perspectivas para o entendimento dos mecanismos de 
resistência aos compostos antimoniais são de particular importância. Neste contexto, 
analisamos comparativamente o transcriptoma de duas linhagens de Leishmania 
infantum (MHOM/BR/74/PP75), uma selvagem (LiWTS) e outra resistente ao antimônio 
trivalente (SbIII) (LiSbR) com o objetivo de identificar genes diferencialmente expressos 
que possam estar associados aos mecanismos de resistência. Para tanto, utilizamos a 
plataforma de sequenciamento Illumina HiSeq 2000 para o sequenciamento das 
amostras. Parte do processo analítico envolveu a reanotação funcional dos genes de L. 
infantum JPCM5 que foi utilizada como cepa referência para o processo de 
mapeamento das leituras geradas. As amostras foram avaliadas quanto à sua 
qualidade com os programas Prinseq e FastQC. As sequências adaptadoras e de baixa 
qualidade foram removidas utilizando o Trimmomatic. O TopHat2 foi utilizado para o 
processo de mapeamento das leituras no genoma de L. infantum JPCM5 e o DESeq2 
para a realização das análises estatísticas. Esse pipeline analítico e a busca por genes 
que possuíssem um p-valor ajustado < 0.05 e um fold-change > 1.2 possibilitaram a 
identificação de 719 genes diferencialmente expressos (699 com regulação positiva e 
20 com regulação negativa) quando comparamos a linhagem resistente tratada 0.06 
mg de SbIII (LiSbR 0.06) com a linhagem LiWTS , e 779 genes diferencialmente 
expressos (749 com regulação positiva e 30 com regulação negativa) quando 
comparamos as linhagens LiSbR 0.06 e LiWTS 0.06, ambas tratadas com baixa dose 
de antimônio. No entanto, não observamos nenhum gene diferencialmente expresso 
quando comparamos as linhagens selvagens tratadas e não tratadas com SbIII, 
indicando ausência de transcrição gênica diferencial devido ao estresse da droga. Além 
disso, realizamos a classificação funcional dos produtos proteicos destes genes de 



 
 

acordo com o Pfam. Observamos que grande parte desses genes codificam 
chaperonas e proteínas relacionadas a estresse, transportadores, proteínas estruturais, 
proteínas envolvidas nos processos de ubiquitinação e processamento de DNA e RNA, 
enzimas metabólicas (envolvidas nos processos de proteólise, metabolismo de ácidos 
graxos, carboidratos e proteínas, entre outras), controle do ciclo celular, proteínas que 
atuam na mediação da interação com outras proteínas, proteínas com função 
desconhecida na biologia de Leishmania spp. e proteínas hipotéticas. Neste estudo 
observamos um conjunto de genes diferencialmente expressos em L. infantum 
evidenciando que o fenômeno de resistência desse parasito aos compostos antimoniais 
é multigênico e complexo. . 

Palavras chave: RNA-Seq; transcriptômica; Leishmania infantum; resistência; 
compostos antimoniais  



 
 

ABSTRACT 

The origin of the Next Generation Sequencing (NGS) was driven by the sequencing of 

the human genome and the need for technical, technological and computational 

innovations that would reduce costs and time for analysis. This necessity has made 

possible by the increase in genomic and transcriptomic studies in an unprecedented 

way. A better understanding about the transcriptome is essential to identify and interpret 

how gene machinery works in biological processes. A group of organisms of great 

interest in public health that causes a set of neglected diseases known as leishmaniasis 

are the protozoan parasites of the genus Leishmania. Annually, it is estimated that 

approximately 300,000 new cases and 20,000 deaths related to visceral leishmaniasis 

are recorded. The treatment of leishmaniasis is problematic due mainly to the high 

toxicity of pentavalent antimonials and the selection of parasites resistant to these 

compounds. Finally, considering that these parasites are etiological agents of an 

important neglected disease, research that brings new perspectives to the 

understanding of mechanisms of resistance to antimonial compounds has particular 

importance. In this context, we compared the transcriptome of two lines of Leishmania 

infantum (MHOM / BR / 74 / PP75), one wild type (LiWTS) and other resistant to 

trivalent antimony (SbIII) (LiSbR) in order  to identify differentially expressed genes that 

may be associated with mechanisms of resistance. For that, we used Illumina HiSeq 

2000 sequencing platform. Part of the analytical process was the functional reanotation 

of L. infantum JPCM5 genes that was used as reference strain for the mapping process. 

Samples were evaluated for quality with Prinseq and FastQC programs. Adapter and 

low quality sequences were removed using Trimmomatic. TopHat2 was used for the 

mapping process of the reads in the genome of L. infantum JPCM5 and DESeq2 for the 

statistical analyzes. The search for genes that had an adjusted p-value <0.05 and a 

fold-change> 1.2 allowed the identification of 719 differentially expressed genes (699 

with positive regulation and 20 with negative regulation) when we compared the LiSbR 

0.06 line with the LiWTS line, and 779 differentially expressed genes (749 with 

upregulation and 30 with downregulation) when comparing LiSbR 0.06 and LiWTS 0.06 

lines both treated with low antimony doses. However, we did not observe any 



 
 

differentially expressed genes when comparing wild-type treated and untreated SbIII 

lines, indicating absence of differential gene transcription due to drug stress. In addition, 

we performed the functional classification of the protein products of these genes 

according to Pfam. We observed that most of these genes encode chaperones and 

stress-related proteins, transporters, structural proteins, proteins involved in the 

processes of ubiquitination and processing of DNA and RNA, metabolic enzymes 

(involved in proteolysis processes, fatty acid, carbohydrate and protein metabolism), cell 

cycle control, proteins that mediate the interaction with other proteins, proteins with 

unknown function in the biology of Leishmania spp. and also hypothetical proteins. In 

this study we observed a set of differentially expressed genes in L. infantum, evidencing 

that the resistance phenomenon of this parasite to the antimonial is multigenic and 

complex.  

Keywords: RNA-Seq; Transcriptomic; Leishmania infantum; Resistance; Antimony 

compounds  
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1 Introdução 

 

1.1 Sequenciamento 

 

Historicamente, a descrição da primeira abordagem de sequenciamento de DNA foi 

realizada em 1975 por Sanger (GRADA; WEINBRECHT, 2013; MARTINS, 2013). 

Desde então surgiram novas técnicas de sequenciamento em larga escala que 

viabilizaram as análises de dados biológicos de uma maneira sem precedentes 

(ANSORGE, 2009; POP; SALZBERG, 2008). 

Catalisado pelo contexto definido pelo sequenciamento do genoma humano, inovações 

técnicas, tecnológicas e computacionais (bioinformática) reduziram custos e tempo de 

análise e deram origem ao que hoje chamamos de Sequenciamento de Segunda 

Geração (“Next Generation Sequencing” ou NGS) (ANSORGE, 2009; GRADA; 

WEINBRECHT, 2013; MARTINS, 2013) (Martins, 2013; Ansorge, 2009). 

A abordagem NGS tem como características o sequenciamento paralelo massivo de 

cDNA, amplicons, 16S gerando milhões de fragmentos de sequências, o baixo custo e 

o curto tempo de processamento das amostras que gira em torno de um dia, 

dependendo da plataforma (GRADA; WEINBRECHT, 2013). A técnica pode ser 

empregada em diferentes estratégias de estudo, que incluem o sequenciamento de 

genomas completos, estudos de metagenômica e estudos de expressão diferencial 

(GRADA; WEINBRECHT, 2013). 

Atualmente diversas plataformas de sequenciamento estão disponíveis no mercado, 

todas elas possuindo vantagens e desvantagens, como pode ser observado na tabela 

1, em relação ao tamanho de bases geradas e aplicação biológica da tecnologia.  
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Tabela 1 -  Comparação de algumas tecnologias de sequenciamento disponíveis 

Tamanho das 
sequências 

(pb) 

Principais 
aplicações 
biológicas 

Desvantagens Vantagens Plataforma 

150-300** 

Sequenciamento de 
genomas complexos 
e aplicações NGS, 
RNA-Seq, captura 

híbrida, detecção de 
mutações 
somáticas, 

metagenômica 

Taxa de erro 
relacionada a 

substituições de 
bases 

É a tecnologia de 
sequenciamento 

mais utilizada 
atualmente; 

grande quantidade 
de dados gerados 

Illumina 

Até 40kb 

Sequenciamento de 
genomas 

complexos, 
detecção de 
metilações 

Alta taxa de erro 
quando 

comparada com 
outras 

metodologias 

Não apresenta 
viés relacionado 
aos templates 

utilizados 

Pacific 
Biosciences 

200-400* 

Sequenciamento de 
produtos de PCR 

multiplex , detecção 
de mutações 
somáticas e 
validação de 

mutações 

Erros relacionados 
a inserções e 

deleções 

Rápido e 
apresenta alta taxa 

custo benefício 
Ion Torrent 

* leituras do tipo single read  **leituras do tipo paired end 
Fonte: Adaptado de Mardis, 2017 e Metzker, 2010 
 

Essas tecnologias de sequenciamento permitiram análises de genômica comparativa e 

estudos evolutivos, como, por exemplo, o sequenciamento de genomas e/ou 

transcriptomas possibilitando um melhor entendimento das diferenças genéticas entre 

os organismos biológicos e fatores que atuam no desenvolvimento de doenças 

(MARDIS, 2017; METZKER, 2010; POP; SALZBERG, 2008). 
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1.1.2 Sequenciamento de RNA 

 

O sequenciamento de RNA (RNA-Seq), também denominado “Whole Transcriptome 

Shotgun Sequencing” (WTSS), engloba um conjunto de técnicas experimentais e 

computacionais que permitem identificar a abundância de sequências de RNA em 

amostras biológicas em um determinado estágio de desenvolvimento ou sobre 

determinada condição fisiológica (KORPELAINEN et al., 2015; WANG; GERSTEIN; 

SNYDER, 2009). Entender o transcriptoma de um organismo é essencial para 

identificar e interpretar os elementos genômicos, como, por exemplo, genes e RNAs 

não codificantes e como estes atuam nos processos biológicos (WANG; GERSTEIN; 

SNYDER, 2009). 

Segundo Korpelainen e colaboradores (2015), todo o processo integra as estratégias 

de extração do RNA total, checagem da qualidade e integridade das amostras, 

preparação das bibliotecas, sequenciamento e análises de bioinformática. 

Os dados gerados nos experimentos de RNA-Seq viabiliza o estudo e a inferência dos 

mecanismos de regulação gênica e análise de expressão diferencial, mesmo para 

aqueles organismos em que o genoma não se encontra depositado em bancos de 

dados de domínio público (KORPELAINEN et al., 2015; MCGETTIGAN, 2013; VAN 

VERK et al., 2013) 

A grande diferença quando comparamos a metodologia de RNA-Seq com a de 

microarranjos é que a última se restringe a genes conhecidos e envolve níveis limitados 

de quantificação da expressão gênica. Por outro lado, a técnica de RNA-Seq também 

viabiliza a identificação de transcritos novos e RNAs não codificantes, polimorfismos de 

um único nucleotídeo e consequentemente a identificação de possíveis alvos 

moleculares para a intervenção terapêutica (POPLAWSKI et al., 2015; VAN VERK et 

al., 2013). 
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1.2 Leishmanioses 

 

As leishmanioses são um conjunto de doenças negligenciadas causadas por cerca de 

20 espécies diferentes de protozoários parasitos do gênero Leishmania (CUERVO; 

DOMONT; DE JESUS, 2010). Tendo em vista estimativas recentes, cerca de 300 mil 

novos casos e 20 mil mortes, relacionadas à leishmaniose visceral (LV), são 

registradas anualmente. Também são reportados cerca de um milhão de novos casos 

de leishmaniose cutânea (LC) por ano, segundo dados da Organização Mundial da 

Saúde (OMS) (WHO, 2015). 

Estima-se que 310 milhões de pessoas estão expostas ao risco de contrair a doença.  

Bangladesh, Índia, Nepal, Sudão e Brasil são os países que juntos reportam 

aproximadamente 90% dos casos de LV no mundo (ALVAR et al., 2012; CANTACESSI 

et al., 2015; DEN BOER et al., 2011; WHO, 2015). A figura 1A ilustra, a partir de dados 

da OMS, a distribuição da endemicidade de LV no mundo no ano de 2013.  É possível 

observar que, nos países já citados, os números de casos anuais que são reportados 

chegam a mais de 1.000.  

Por sua vez, em relação à leishmaniose cutânea, o Afeganistão, Brasil, Colômbia, 

Peru, Irã, Paquistão e Arábia Saudita reportaram mais de 5000 casos no ano de 2013, 

sendo que o Brasil, a Bolívia e o Peru reportam juntos, quase 90% de todos os casos. 

A figura 1B ilustra, também a partir de dados da OMS, a distribuição da LC no mundo. 
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Figura 1 - Endemicidade dos casos de Leishmaniose Visceral e Leishmaniose Cutânea reportados 

em 2013.  1A) Na figura 1A é possível observar que os países Bangladesh, Índia, Nepal, Sudão e Brasil 

reportaram mais de 1000 casos de leishmaniose visceral no ano de 2013. 1B) Na figura 1B é possível 

observar que os países Afeganistão, Brasil, Colômbia, Peru, Iran, Paquistão e Arábia Saudita  

1A 

1B 
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reportaram mais de 5000 casos de leishmaniose cutânea no ano de 2013. 

Fonte - World Health Organization, 2015 (http://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/) 

 

A infecção ocorre através da picada de vetores flebotomíneos fêmeas e segundo a 

OMS (WHO, 2015) e o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) (CDC, 

2013), as manifestações clínicas dessas doenças podem ser divididas em quatro tipos: 

- A LC, é geralmente caracterizada pelo surgimento de úlceras na pele (frequentemente 

rosto, braços e pernas). Estas lesões geralmente se curam em alguns meses, 

dependendo do estado imunológico do paciente. 

- A LC difusa produz lesões disseminadas crônicas como placas ou nódulos na face, 

braços e pernas sendo de difícil tratamento.  

- Nas formas mucocutâneas, as lesões podem afetar parcialmente ou totalmente as 

membranas mucosas do nariz, boca e garganta. 

- A LV, também conhecida como Calazar, é a manifestação clínica mais severa da 

doença, pois é nela que ocorre a migração dos parasitos para os órgãos vitais. Possui 

como principais sintomas a febre alta, perda de peso substancial, 

hepatoesplenomegalia e anemia. Se não tratada, essa forma da doença pode ser fatal. 

A LV é causada pelas espécies Leishmania (Leishmania) infantum (syn. L. (L.) chagasi) 

e Leishmania donovani no Novo e no Velho Mundo, respectivamente (GUERIN et al., 

2002; KUHLS et al., 2007). Não existem vacinas para uso humano contra as infecções 

causadas por estes parasitos e o controle no controle do vetor (PALATNIK-DE-SOUSA, 

2008). 

 

1.2.1 Tratamento das Leishmanioses 

 

Compostos derivados de antimônio pentavalente (SbV), como por exemplo o 

estibogluconato de sódio (Pentostam) e antimoniato de meglumina (Glucantime), são 
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as drogas de primeira escolha para o tratamento da doença (GUERIN et al., 2002). 

Essas drogas são administradas na forma de SbV, que então é reduzida a antimônio 

trivalente (SbIII) que é a forma biologicamente ativa (OUELLETTE; DRUMMELSMITH; 

PAPADOPOULOU, 2004). Apesar do longo período de uso, os mecanismos de ação 

dos antimoniais ainda permanecem parcialmente compreendidos (SUNDAR, 2001). 

Alguns estudos mostram que o SbIII atua na alteração do metabolismo energético e  

promove perturbações no potencial tiol redox, causando a morte do parasita (BERMAN; 

GALLALEE, 1987; WYLLIE et al., 2009). 

Um aspecto limitante ligado à quimioterapia das leishmanioses está relacionado à 

elevada toxicidade da droga e ao custo elevado do tratamento, no caso da utilização da 

anfotericina B (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006; MOORE; LOCKWOOD, 2010). 

Outro fator importante que dificulta a eficácia de cura dos pacientes ratados é a 

emergência de parasitos resistentes à droga utilizada para o tratamento (IQBAL et al., 

2016). 

 

1.2.2 Estrutura, organização genômica e resistência em Leishmania spp. 

 

O genoma desses parasitos possuem, em média, 32Mb e aproximadamente 8.300 

genes. Uma característica do gênero é o agrupamento sintênico e conservação gênica, 

mais de 99% entre L. major, L. infantum e L. braziliensis.  Para sobreviver em 

condições de estresse, esses parasitas geralmente recorrem a variações no número de 

cópias do DNA. Essas variações podem ser caracterizadas como aneuploidias, 

amplificação gênica ou deleção gênica e têm como finalidade regular a expressão de 

genes que são importantes para os mecanismos de resistência (LAFFITTE et al., 2016)  

Para se adaptar aos diferentes ambientes, diversas modificações relacionadas à 

expressão gênica se fazem necessárias. Elas conferem grandes vantagens quanto à 

capacidade do parasito de se adaptar rapidamente às mudanças fisiológicas. 

Em Leishmania, não foi identificado nenhum promotor específico para DNA polimerase 
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(Pol II). A transcrição é realizada por pelo menos três RNAs polimerases, onde a RNA 

polimerase I e III são responsáveis, respectivamente, pela transcrição de RNAs 

ribossomais (rRNA) e RNAs transportadores (tRNA). Por sua vez, a RNA polimerase II 

é responsável pela transcrição de genes codificantes para proteínas (KISSINGER, 

2006; PAPADOPOULOU et al., 2003; STUART et al., 2008).  

Quase todos os genes de tripanosomatídeos não possuem íntrons, mas dependem da 

presença das regiões intergênicas para a expressão de genes, o que sugere que estas 

podem conter os sinais necessários para a transcrição e maturação do mRNA 

(Papadopoulou, 2003). 

Leishmania apresenta transcrição policistrônica, gerando RNAs imaturos que contêm 

mais de um gene, como ocorre em organismos procariotos. Nesse parasito, grupos de 

genes codificantes de proteínas que possuem uma mesma orientação em umas das 

fitas de DNA são transcritos em conjunto gerando mRNAs precursores policistrônicos, 

como exemplificado na figura 2 (HAILE; PAPADOPOULOU, 2007). Cada mRNA é 

então clivado em uma reação de trans-splicing que adiciona uma sequência de 

aproximadamente 39 nucleotídeos denominada spliced-leader na extremidade 5’ de 

cada mRNA. Já as extremidades 3’ destes mRNAs passam pelo processo de 

poliadenilação (PAPADOPOULOU et al., 2003). 

Figura 2 - Processo de transcrição policistrônica.  

Grupos de genes codificantes de proteínas que possuem uma mesma orientação em umas das fitas de 

DNA são transcritos em conjunto gerando mRNAs precursores policistrônicos. 

Fonte:Adaptado de Haile e Papadopoulou, 2007.  
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A emergência do fenômeno de resistência a drogas em parasitos do gênero 

Leishmania tem sido bem descrita na literatura, podendo estar associada a fatores 

como má administração da droga e a transmissão antropozoonótica (AÏT-OUDHIA et 

al., 2011; DOWNING et al., 2012; LIRA et al., 1999; VANAERSCHOT et al., 2010). 

Diversos mecanismos envolvidos no processo de resistência aos antimoniais em 

Leishmania spp. têm sido descritos na literatura, entre eles a diminuição da expressão 

de aquagliceroporinas (AQP1) e a associação dos transportadores ABC com o 

sequestro de tiol conjugado a metais nas membranas. 

Downing e colaboradores (2012) identificaram SNPs em genes que também podem 

estar relacionados à resistência em Leishmania donovani, como, por exemplo, os 

transportadores ABC e as aquagliceroporinas. Já foram reportados alguns outros 

mecanismos que podem promover a resistência, entre eles podemos citar a inibição da 

captação da droga ou o aumento de sua eliminação bem como o aumento da defesa 

antioxidante do parasita (DOWNING et al., 2011, 2012; LEPROHON et al., 2015). .  

Segundo Sundar e colaboradores (2001) e Vanaerschot e colaboradores (2010) na 

Índia aproximadamente 60% dos casos reportados são resistentes ao tratamento com 

antimonial, sendo este substituído pela miltefosina (SUNDAR, 2001; VANAERSCHOT 

et al., 2010). Aït-Oudhia (2011) também reporta que o uso intensivo de antimonial 

certamente favoreceu essa alta taxa de seleção de parasitos resistentes (AÏT-OUDHIA 

et al., 2011). Por sua vez, no Brasil, estima-se que cerca de 25% dos casos reportados 

apresentam resistência ao tratamento (SILVA et al., 1980). 

De acordo com Ashutosh e colaboradores (2007), a existência de um número reduzido 

de drogas que possam ser utilizadas no tratamento das leishmanioses e a resistência 

às drogas de primeira escolha deixam claro a necessidade de se conhecer as bases 

moleculares e os mecanismos bioquímicos deste fenômeno. Esse conhecimento deve 

ser aplicado com a finalidade de monitorar a progressão da resistência e também guiar 

de forma racional o desenvolvimento e a utilização de novos fármacos (ASHUTOSH; 

SUNDAR; GOYAL, 2007). 
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2 Justificativa 

 

Um dos maiores desafios relacionados ao tratamento da leishmaniose visceral com 

antimonial pentavalente é o surgimento de resistência. Em alguns países, como na 

Índia, esse problema atinge aproximadamente 60% dos pacientes tratados. Já no 

Brasil, estima-se que cerca de 25% dos casos não respondam de forma adequada a 

esse tratamento. 

Com o intuito de compreender os mecanismos responsáveis pela resistência a 

fármacos, em Leishmania, diversas abordagens têm sido utilizadas, entre elas os 

microarranjos de DNA, análises de proteoma e recentemente análises de RNA-Seq. 

Em especial, as análises de RNA-Seq são de considerável importância para a 

identificação de possíveis genes que possam estar associados a diversos processos e 

vias cruciais aos mecanismos de resistência.  

Por fim, considerando que o organismo modelo é agente etiológico de uma importante 

doença negligenciada, pesquisas que tragam novas perspectivas para o  entendimento 

de seus processos de resistência são de particular importância. 
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3 Objetivos 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Analisar o perfil de expressão de genes que possam estar relacionados à 

resistência a antimoniais através da análise comparativa de dados de sequenciamento 

massivo de RNA (RNA-Seq) de linhagens sensíveis e resistentes de Leishmania 

infantum. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

● Reanotar o genoma de referência de L. infantum cepa JPCM5; 

● identificar os genes diferencialmente expressos entre as linhagens de L. 

infantum sensíveis e resistentes ao tratamento com o antimonial; 

● realizar a anotação funcional dos genes diferencialmente expressos; 

● mapear os genes diferencialmente expressos em vias metabólicas; 

● identificar nas vias metabólicas mapeadas quais podem estar relacionadas a 

mecanismos de resistência ou estresse causado pela droga; 

● realizar a análise de enriquecimento funcional. 
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4 Metodologia 

4.1 Desenho experimental 

 

Neste trabalho foram utilizadas formas promastigotas de L. infantum 

(MHOM/BR/74/PP75) na fase logarítmica de crescimento. Os parasitos foram 

cultivados a 26 °C em meio definido M199 suplementado com soro fetal bovino (10%), 

gentamicina (50 g/mL), Hepes (40 mM), biotina (1 µg/mL), hipoxantina (14 µg/mL), 

bicarbonato de sódio (0,36 mg/mL), adenina (0,1 mM), biopterina (6 µM) e hemina (250 

µg/mL), pH 7,4. As linhagens resistentes (LiSbR) foram obtidas a partir da cepa 

selvagem de L. infantum (LiWTS) submetida a pressão de droga gradual e contínua de 

Tartarato potássio de antimônio (SbIII) como descrito por Liarte & Murta (2010). A 

linhagem resistente LiSbR  apresenta um índice de resistência quatro vezes maior do 

que o seu par sensível LiWTS (LIARTE; MURTA, 2010). Entretanto, essas amostras 

foram mantidas em meio contendo SbIII e nova análise do fenótipo de resistência 

mostrou que o  índice de resistência foi igual a oito vezes, sendo o IC50 (quantidade de 

droga que inibe 50% do crescimento do parasito) da linhagem LiWTS igual a 0,12 

mg/mL e da resistente 1 mg/mL.  

Na análise do transcriptoma, as concentrações de SbIII utilizadas foram obtidas após 

análise detalhada da viabilidade do parasito. Diferentes concentrações de SbIII foram 

usadas e os parasitos foram submetidos à análise por FACS, usando iodeto de 

propídio (que intercala ao DNA) e anexina V (que se liga a resíduos de fosfatidilserina - 

marcadores de apoptose) (Tecnologia Imunoquímica). A linhagem sensível ao 

antimônio (LiWTS) foi cultivada na ausência de droga (LiWTS 0) ou durante 24 h 

usando uma concentração de 0,06 mg/ml de SbIII (LiWTS 0,06) que corresponde à 

metade do valor de IC50 de SbIII para esta linhagem LiWTS, que não induz a apoptose. 

Para fins comparativos, a linhagem resistente foi cultivada durante 24h na presença de 

droga na concentração de 0,06 mg/mL (LiSbR 0,06), a mesma concentração da 

linhagem sensível.  

 Com essa abordagem, foram obtidas três réplicas biológicas independentes para cada 
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condição, cada réplica contendo 1x109 parasitos. Na Tabela 2 pode ser observado o 

detalhamento do desenho experimental realizado onde a amostra denominada no 

trabalho de LiWTS_0 é referente ao grupo controle (wild type), ou seja, amostras de L. 

infantum que não passaram pelo processo de pressão da droga. A amostra 

LiWTS_0.06 é correspondente ao grupo selvagem (wild type) que recebeu metade da 

concentração de IC50  da droga, neste grupo espera-se avaliar a expressão de genes 

que possam estar relacionados ao estresse causado pela droga. 

Adicionalmente, o último grupo, LiSbR_0.06 (parasitos resistentes), foi o que recebeu a 

concentração de 0,06 mg/mL, que corresponde ao IC50, e com esse grupo espera-se 

avaliar uma resposta mais relacionada aos mecanismos de resistência do parasito. 

 

Tabela 2 - Amostras e concentração de droga utilizada 

Abreviação utilizada 
no trabalho 

Concentração de 
SbIII utilizada 

Amostras 

LiWTS_0 0 (sem droga) L. infantum selvagem* 

LiWTS_0.06 0,06 mg/mL L. infantum selvagem** 

LiSbR_0.06 0,06 mg/mL L. infantum resistente 

*Wild type sem tratamento. ** Wild type tratado com metade da concentração do IC50 de SbIII.  
 
 

4.2 Preparação das bibliotecas e sequenciamento 

 

As formas promastigotas de L. infantum foram lisadas e homogeneizadas na presença 

de um agente altamente desnaturante (Tiocianato de guanidina - TRIzolTM) de acordo 

com as instruções do fabricante (Invitrogen). O RNA total foi obtido utilizando o Kit de 

Extração de RNA (RNeasy® QIAGEN, Valencia, CA, USA) também de acordo com as 

instruções do fabricante.   

Após o processo de extração, o RNA total foi tratado com DNAse (Ambion® TURBO 
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DNA-freeTM - Invitrogen) para a remoção do DNA genômico contaminante e avaliado 

quanto à sua qualidade e integridade no Bioanalyzer 2100 (Agilent Bioanalyzer - Santa 

Clara, CA, EUA) e depois submetido à síntese de cDNA.  

Todas as amostras tinham um valor de integridade de RNA (RNA Integrity number – 

RIN) ≥ 6,8. A criação das bibliotecas foi realizada como descrito no protocolo de mRNA 

Direcional (Illumina, Inc., San Diego, CA), utilizando 10µg de RNA para cada biblioteca 

single-end. O sequenciamento foi realizado pela Plataforma de Sequenciamento do 

Instituto Pasteur, França, utilizando a tecnologia HiSeq 2000 (Illumina, Inc., San Diego, 

CA).  

4.3 Avaliação da qualidade do sequenciamento 

 

4.3.1 Análise inicial da qualidade dos dados 

4.3.1.1 FastQC 

 

O FastQC (versão 0.10.1) (www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) é um 

programa desenvolvido na linguagem de programação Java e de execução 

relativamente rápida, quando se considera a quantidade das leituras a serem 

processadas.  

Os arquivos de entrada podem estar no formato fastq (formato de arquivo que contém 

a sequência em formato fasta e seus respectivos valores de qualidade), Sam 

(Sequence Alignment/Map format), entre outros (KORPELAINEN et al., 2015).  

O formato de saída padrão do FastQC é um arquivo Hyper Text Markup Language 

(HTML) que contém as informações relacionadas à qualidade das bases e das 

sequências, tamanho das leituras, presença de bases ambíguas, bases mais 

representadas ou duplicadas. O comando e os parâmetros utilizados para a execução 

do programa foram: 
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fastqc -o dir_saida -f fastq  arquivo_entrada.fastq 

 

Legenda dos parâmetros: 

 

-o= Diretório onde os dados gerados serão salvos 

-f= Formato do arquivo de entrada 

arquivo_entrada.fastq=  Arquivo contendo as leituras no formato fastq  

 

 

4.3.1.2 Prinseq 

 

Outro programa utilizado para a análise de qualidade foi o Prinseq (SCHMIEDER; 

EDWARDS, 2011) versão 0.20.4. 

Assim como o FastQC, o Prinseq avalia os dados quanto à qualidade das bases 

sequenciadas, quantas leituras foram geradas e seus tamanhos, porcentagem do 

conteúdo GC das amostras e também a presença de bases ambíguas. Abaixo é 

possível observar a linha de comando utilizada. 

 

prinseq-lite -fastq arquivo_entrada.fastq -graph_data arquivo.gd 

 

Legenda dos parâmetros: 

 

-fastq= Arquivo contendo as leituras no formato fastq 

-graph_data= Arquivo com a extensão gd que será gerado contendo o resultado da 

análise realizada pelo Prinseq  
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Após o comando acima foi necessário utilizar o arquivo com a extensão .gd, gerado 

pelo Prinseq,  que contém o resultado da análise de qualidade para gerar um arquivo 

no formato HTML contendo os gráficos com o resultado acima citado. O comando 

utilizado está descrito abaixo. 

 

 

prinseq-graphs -i arquivo.gd -html_all –png_all -log arquivo.log 

 

Legenda dos parâmetros: 

 

-i= Arquivo com a extensão gd que foi gerado na etapa anterior contendo o resultado 

da análise realizada pelo Prinseq 

-html_all= Gera um arquivo no formato HTML com todas as informações contidas no 

arquivo de entrada 

-png_all= Gera os gráficos no formato png  

-log= Nome do arquivo que será gerado contendo o log da execução 

 

 

4.3.2 Trimmomatic 

 

O Trimmomatic (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014) versão 0.30 é um programa que 

inclui uma grande variedade de opções de remoção e filtragem das leituras. Sendo, um 

de seus principais objetivos, a remoção das sequências de adaptadores 

(KORPELAINEN et al., 2015) e de bases de baixa qualidade. Essa etapa de remoção 

de bases é realizada pelo valor de qualidade Phred da base analisada, onde, por 

exemplo, um valor de qualidade de 20 significa um erro a cada 100 bases lidas 

(ILLUMINA, 2011, 2014). Na tabela 3 podem ser observados alguns valores de 

qualidade Phred e suas respectivas acurácias quanto à probabilidade de leitura 

incorreta das bases. 
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Tabela 3 - Valores de Qualidade e acurácia das leituras 

Probabilidade da leitura 
incorreta da base (erro) 

Acurácia da 
leitura 

Valor de 
qualidade Phred 

1 em 10 90% 10 

1 em 100 99% 20 

1 em 1.000 99,9% 30 

1 em 10.000 99,99% 40 

1 em 100.000 99,999% 50 

Adaptado de: Illumina, 2011 e Illumina, 2014. 

 

A remoção das sequências dos adaptadores utilizados no processo de sequenciamento 

foi realizada com o arquivo TruSeq3-SE, que é um dos arquivos que fazem parte do 

pacote Trimmomatic e que contém os adaptadores utilizados pela Illumina para o 

sequenciamento single-end. Essa remoção de sequências adaptadoras e de baixa 

qualidade foi realizada conforme descrito abaixo: 

 

java -jar trimmomatic-0.30.jar SE -threads 60 –trimlog arquivo.log arquivo_saida.fq 

arquivo_entrada ILLUMINACLIP:TruSeq3-SE.fa:2:30:10 LEADING:10 TRAILING:10 

SLIDINGWINDOW:4:20 MINLEN:64 

 

Legenda dos parâmetros: 

 

SE= Indica que as leituras são do tipo single end 

-threads= Número de processadores utilizados 

-trimlog= Arquivo log que será gerado 

arquivo_saida.fq= Arquivo no formato fastq contendo as leituras de alta qualidade e 

sem as sequências de adaptadores 

arquivo_entrada= Arquivo contendo todas as leituras do sequenciamento no formato 
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fastq 

-ILLUMINACLIP= Arquivo com as sequências adaptadoras  

LEADING= Número de bases removidas no início da sequência 

TRAILING= Número de bases removidas no final da sequência 

SLIDINGWINDOW= Percorre a sequência em uma janela de 4 bases com um valor 

mínimo de qualidade de 20 

MINLEN= Tamanho médio das sequências  

 

 

É de extrema importância que essa remoção seja realizada antes do início das 

análises, pois é muito mais simples localizar e remover sequências de adaptadores 

inteiros do que remover fragmentos destes adaptadores, que também podem gerar 

algum tipo de viés nas etapas analíticas posteriores (BOLGER; LOHSE; USADEL, 

2014; KORPELAINEN et al., 2015). 

 

4.3.3 Segunda análise de qualidade dos dados 

 

Após a remoção das sequências de adaptadores e/ou de baixa qualidade, foi realizada 

uma nova análise de qualidade para verificar se a etapa descrita anteriormente foi 

realizada de forma correta. As linhas de comando estão descritas abaixo: 

 

fastqc -o dir_saida -f fastq  arquivo_entrada 

 

Legenda dos parâmetros: 

 

-o= Diretório onde os dados gerados serão salvos 

-f= Formato do arquivo de entrada  

arquivo_entrada=  Arquivo contendo as leituras no formato fastq (arquivo de saída do 
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Trimmomatic) 

 

 

prinseq-lite -fastq arquivo_entrada -graph_data arquivo.gd 

 

Legenda dos parâmetros: 

 

-fastq= Arquivo contendo as leituras no formato fastq (arquivo de saída do 

Trimmomatic) 

-graph_data= Arquivo com a extensão gd que será gerado contendo o resultado da 

análise realizada pelo Prinseq  

 

 

prinseq-graphs -i arquivo.gd -html_all –png_all -log arquivo_trimmed.log 

 

Legenda dos parâmetros: 

 

-i= Arquivo com a extensão gd que foi gerado na etapa anterior contendo o resultado 

da análise realizada pelo Prinseq 

-html_all= Gera um arquivo no formato HTML com todas as informações contidas no 

arquivo de entrada 

-png_all= Gera os gráficos no formato png 

-log= Gera o arquivo com o log da execução 

 

 

4.4 Seleção racional do organismo de estudo 

 

Como as amostras utilizadas para o trabalho são pertencentes à espécie L. infantum 

cepa PP75 (MHOM/BR/74/PP75), que não possui genoma sequenciado, optou-se por 

utilizar os dados disponíveis em bancos de dados de domínio público de outra cepa da 
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mesma espécie, como será detalhado nesta seção. 

 

4.4.1 Organismo de estudo e recuperação dos dados biológicos 

 

Todos os dados referentes ao organismo modelo foram obtidos a partir do banco de 

dados TriTrypDB (http://tritrypdb.org), versão 8.1. O genoma de referência utilizado foi 

o de L. infantum JPCM5. Foram obtidos os arquivos contendo a sequência genômica, 

as sequências dos genes e das proteínas, todos eles em formato fasta. 

 

4.4.2 Reanotação funcional dos genes 

 

Após o processo de obtenção dos dados foi realizada a reanotação funcional dos 

genes. Para tal, foi utilizado o programa InterProScan (QUEVILLON et al., 2005), que 

realiza comparações contra diferentes bancos de dados, entre eles, BlastProDom 

(busca por domínios funcionais) e Pfam (busca por famílias de proteínas) (FINN et al., 

2006). O comando utilizado foi o descrito abaixo: 

 

./interproscan.sh --output-dir diretório_saída --formats TSV --input 

genes_sequencias.fasta --seqtype n 

 

Legenda dos parâmetros: 

 

--output-dir= Diretório onde serão gerados os arquivos referentes aos resultados 

--formats= Indica qual o formato de saída dos resultados 

--input= Indica o arquivo de entrada com as sequências em formato fasta 

--seqtype= Indica o tipo de sequência que está sendo utilizada, se é nucleotídeo (n) ou 

proteína (p) 
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Adicionalmente, foram realizadas buscas envolvendo similaridade de sequências 

utilizando o BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) contra o banco de dados não redundante 

(NR) de proteínas do NCBI, sendo utilizada a linha de comando descrita abaixo para a 

realização do BLASTx dos genes contra o banco de dados NR.  

 

 

blastall -p blastx –d banco_de_dados –i arquivo_entrada –o arquivo_saída –e 0.00001 

–b 3 –v 3 –a 60 

 

Legenda dos parâmetros: 

 

-p= Indica qual programa do BLAST foi utilizado (neste caso o BLASTx foi o escolhido, 

pois o arquivo de entrada era de sequências de nucleotídeos e o banco de dados era 

de sequências de proteínas) 

-d= Indica os arquivos dos bancos de dados 

-i= Arquivo fasta fornecido como entrada 

-o= Arquivo contendo o resultado  

-e= Corte de E-value utilizado 

-b= Número de alinhamentos mostrados no arquivo de saída 

-v= Número de descrições mostradas no arquivo de saída 

-a= Número de processadores 

 

Todas essas informações foram integradas ao arquivo contendo a sequência do 

genoma utilizando scripts desenvolvidos na linguagem Perl, obtendo-se desta forma o 

arquivo final de anotação. Todos os dados foram visualizados utilizando a ferramenta 

Artemis versão 16.0 (Rutherford et al., 2000). 

 

4.5 Mapeamento contra o genoma de referência 
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4.5.1  Arquivo GTF  e Genoma indexado 

 

A partir do arquivo final de anotação contendo todos os genes e através da utilização 

do programa Artemis, foi gerado um arquivo no formato General File Format (GFF). 

Esse arquivo foi convertido para o formato General Transfer Format (GTF) através da 

utilização de scripts em Perl desenvolvidos para a realização do projeto e executado 

conforme a linha de comando abaixo: 

 
./gff2gtf.pl arquivo_entrada.ff arquivo_saida.gtf 
 
Legenda dos parâmetros: 
 
arquivo_entrada.gff = Arquivo de entrada no formato GFF 
arquivo_saida.gtf = Arquivo de saída no formato GTF 
 

 

O arquivo GTF é um arquivo separado por tabulação que contém algumas das 

informações obtidas na etapa de reanotação funcional dos genes. Esse arquivo deve 

conter nove colunas e seguir uma nomenclatura padrão, descrita abaixo: 

✓ Primeira coluna: “Seq Name”, que contém o nome da sequência genômica, dos 

cromossomos ou scaffolds. Obrigatoriamente o nome contido neste campo deve 

ser o mesmo da sequência utilizada para o processo de indexação do genoma. 

✓ Segunda coluna: “Source”, nome do programa que gerou o arquivo GTF ou do 

banco de dados do qual o arquivo foi obtido. 

✓ Terceira coluna: “Feature”, nome do termo anotador utilizado no arquivo, por 

exemplo, “Gene”, “Exon”, “CDS”, “start_codon”, “stop_codon”.  

✓ Quarta coluna: “Start”, a posição de início da sequência. 

✓ Quinta coluna: “End”, a posição de fim da sequência. 

✓ Sexta coluna: “Score”, indica o grau de confiabilidade da predição correta da 

coluna Feature. É um campo opcional e caso não possua valor deve-se colocar 

um ponto nesta linha.  

✓ Sétima coluna: “Strand”, localização do gene, se está na fita direta (+) ou 
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complementar (-) 

✓ Oitava coluna: “Frame”, que significa qual é a fase de leitura daquele gene.  

✓ Nona coluna: “Attribute”, é a coluna com informações adicionais sobre o gene 

em questão, como, por exemplo, o seu identificador (gene_id), o identificador do 

transcrito (transcript_id) e o produto gênico. Todas as informações adicionais 

acrescentadas devem estar separadas por “ponto e vírgula”. 

 

Em paralelo foi realizado o processo de indexação do genoma de referência com o 

programa Bowtie2-build versão 2.2.4 (LANGMEAD; SALZBERG, 2012), que consiste 

em criar um índice com o arquivo do genoma no formato fasta para ser utilizado como 

guia na etapa de mapeamento das leituras. Segue abaixo o comando utilizado: 

 

 

bowtie2-build genoma_referencia nome_index 

 

Legenda dos parâmetros: 

 

genoma_referencia= Arquivo contendo a sequência fasta do genoma 

nome_index=  Nome dos arquivos indexados que serão criados 

 

 

4.5.2 Mapeamento das leituras contra o genoma de referência 

 

Utilizando o arquivo GTF, o genoma indexado e os dados de RNA-Seq (onde já foram 

removidas as sequências adaptadoras e de baixa qualidade), o próximo passo foi 

realizar o mapeamento das leituras contra o genoma de referência utilizando o 

programa TopHat2 versão 2.0.13 (KIM et al., 2013).  

Esse processo de alinhamento é composto por diversas etapas, iniciando em trechos 

que possuem anotação prévia no arquivo GTF e depois mapeando trechos sem 
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anotação (TRAPNELL et al., 2012). A linha de comando utilizada está descrita abaixo: 

 

 

tophat2 -- num-threads 60 -- read-mismatches 2 -- max-multihits 1 –keep-tmp –

GTF arquivo.gtf --output-dir diretório_saída  genoma_referência 

arquivo_reads.fastq 

 

Legenda dos parâmetros: 

 

-- num-threads= Número de processadores utilizados 

-- read-mismatches= Número máximo de mismatches permitidos 

--max-multihits= Número máximo de alinhamentos permitidos (esse parâmetro 

garante que o arquivo final não possua leituras com múltiplos alinhamentos, ou seja, 

que foram mapeadas em mais de um local no genoma referência) 

-- keep-tmp= Preserva os arquivos temporários que são gerados 

-- GTF= Arquivo no formato GTF contendo as informações da anotação  

-- output-dir= Diretório de saída dos dados 

genoma_referência=  Indica os arquivos indexados pelo programa bowtie-build 

arquivo_reads.fastq= Indica o arquivo contendo as leituras que foi gerado pelo 

programa Trimmomatic 

 

 

Para a conversão dos arquivos binários gerados no mapeamento foi utilizado o pacote 

SAMtools versão 1.1 (LI et al., 2009) e para a visualização dos dados o Integrative 

Genome Viewer  (IGV) versão 2.3 (ROBINSON et al., 2011), conforme comandos 

descritos abaixo. 

 

 

samtools sort –n arquivo_reads_mapeadas.bam arquivo_saída.bam 
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Legenda dos parâmetros: 

 

sort= Indica o que será realizado com o arquivo, neste caso, ordenar 

-n= Ordena o arquivo segundo o nome das reads 

arquivo_reads_mapeadas.bam=  Arquivo binário (.bam) que foi gerado pelo 

programa TopHat e que contém as leituras que foram mapeadas contra a referência 

arquivo_saída.bam= Nome do arquivo de saída que é gerado 

 

  

4.6 Definição dos grupos para comparação 

 

Para a realização da etapa de análise de expressão diferencial foi necessário definir 

quais seriam os grupos de comparação entre as amostras. De acordo com o interesse 

biológico e dos grupos de pesquisa envolvidos foram definidos três grupos, conforme 

descrição abaixo: 

 

 - Grupo 1A: LiSbR_0.06 vs LiWTS_0, ou seja, amostras de L. infantum 

resistente tratadas com antimonial vs amostras de L. infantum selvagem não tratada 

com antimonial.  

- Grupo 1B:  LiSbR_0.06 vs LiWTS_0.06 , ou seja, amostras de L. infantum 

resistente tratadas com antimonial vs amostras de L. infantum selvagem tratadas com 

antimonial .  

- Grupo 1C: LiWTS_0 vs LiWTS_0.06, ou seja, amostras de L. infantum 

selvagem não tratada com antimonial vs amostras de L. infantum selvagem tratada 

com antimonial. 
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4.7 Análise de expressão gênica diferencial 

 

Para a contagem do número total de leituras que foram mapeadas para cada gene foi 

utilizado o programa HT-Seq count versão 0.6.1 (ANDERS; PYL; HUBER, 2014), com a 

seguinte linha de comando: 

 

samtools view arquivo_bam_ordenado | htseq-count –s no –i gene_id – 

arquivo_anotação.gtf  > arquivo_saida.txt 

 

Legenda dos parâmetros: 

 

view= Indica o que será realizado com o arquivo, neste caso, abrir 

arquivo_bam_ordenado= Nome do arquivo de entrada (Foi utilizado o arquivo de 

saída do comando “Samtools sort” ) 

 –s= Indica se as sequências são de uma fita específica 

 –i= Indica qual termo anotador na coluna “attribute” do arquivo GTF será utilizada 

como identificador 

 – arquivo_anotação.gtf=  Arquivo GTF 

 arquivo_saida.txt= Arquivo contendo o resultado da contagem do número de leituras 

mapeadas para cada gene 

 

Para a realização da análise de expressão diferencial foi utilizado o pacote DEseq2 

(LOVE; HUBER; ANDERS, 2014). Os valores de corte de significância utilizados para 

classificar genes diferencialmente expressos (DE) no conjunto de dados foram p-valor 

ajustado < 0,05 e Log Fold Change (LogFC) > 1,2. 
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4.8 Análise funcional dos genes diferencialmente expressos 

4.8.1 Classificação das proteínas associadas aos genes diferencialmente 

expressos 

 

Seguindo os critérios acima citados, após a seleção dos genes DE no conjunto de 

dados, foi realizada a classificação visando a identificação de genes com RNA regulado 

positivamente ou negativamente. 

Adicionalmente a esta etapa, com o auxílio do script extract.pl, foi realizada a obtenção 

das sequências das proteínas codificadas pelos genes DE em formato fasta. Esse 

mesmo script foi utilizado para gerar outro arquivo contendo as sequências em formato 

fasta desses identificadores da lista original, como descrito abaixo: 

 

extract.pl -i arquivo_sequencias.fasta -o arquivo_saida.fasta -l lista_identificadores.txt 

 

Legenda dos parâmetros: 

 

-i= arquivo contendo todas as sequências em formato fasta, no qual será realizada a 

busca  

-o= arquivo de saída gerado 

-l= lista contendo os identificadores de interesse 

 

Neste conjunto de dados foi realizada uma busca por similaridade de sequências 

contra o banco de dados do Pfam, conforme linha de comando abaixo: 

rpsblast –db banco_de_dados –query arquivo_entrada –out arquivo_ saída –evalue 

0.00001 –num_descriptions 3 –num_alignments 3 –num_threads 60 

 

Legenda dos parâmetros: 
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rpsblast= Indica que o BLAST está sendo realizado contra um banco de dados de 

matriz 

-db= Indica os arquivos dos bancos de dados 

-query= Arquivo fasta fornecido como entrada 

-out= Arquivo contendo o resultado  

-evalue= corteE-value utilizado 

-num_descriptions= Número de alinhamentos mostrados no arquivo de saída 

-num_alignments= Número de descrições mostradas no arquivo de saída 

-num_threads= Número de processadores 

 

 

A partir desse resultado foi gerada uma planilha contendo as informações da anotação 

funcional contra o Pfam e com o resultado da análise estatística. Essas proteínas foram 

classificadas de acordo com a família às quais pertencem e agrupadas segundo a 

função principal dessas famílias. 

 

4.8.2 Gene Ontology 

 

Após a seleção dos genes diferencialmente expressos e a obtenção das sequências 

das proteínas correspondentes, foi realizada a análise das categorias funcionais destas 

proteínas a partir da classificação do banco de dados do Gene Ontology (GO) 

(ASHBURNER et al., 2000; THE GENE ONTOLOGY CONSORTIUM, 2015). Para essa 

etapa foi utilizado o programa Blast2GO (CONESA et al., 2005) versão 4.0. 

Nessa etapa foi atribuída a associação das proteínas quanto às três classes funcionais 

do GO, processo biológico, componente celular e função molecular. Além disso, 

atribuímos os códigos de acesso das enzimas (Enzyme commission number - EC 

number) para posterior mapeamento em vias metabólicas. 
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4.8.3 Mapeamento em Vias Metabólicas 

 

Com os EC numbers obtidos na etapa descrita anteriormente, o próximo passo foi 

realizar, ainda no Blast2GO, o mapeamento destes EC numbers em vias metabólicas 

do KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (KANEHISA; GOTO, 2000).  

Após essa associação foi realizada uma busca na literatura com o objetivo de avaliar 

quais vias metabólicas encontradas poderiam estar relacionadas aos processos de 

estresse ou resistência causado pela droga. 

 

4.8.4 Análise de enriquecimento funcional 

 

Essa análise foi realizada através do programa Blast2GO que, por sua vez, utiliza os 

termos anotadores associados a cada sequência pela comparação com o banco de 

dados GO. O teste estatístico aplicado foi o Teste Bilateral de Fischer, com Correção 

de Bonferroni, e o critério de corte utilizado foi o padj < 0,05.  
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5 Resultados e discussão 

5.1 Avaliação da qualidade 

5.1.2 Análise da qualidade geral das amostras 

 

Avaliar o RNA a ser utilizado quanto a sua integridade é uma etapa fundamental para o 

sucesso das análises posteriores, uma vez que, a utilização de um RNA degradado ou 

de baixa qualidade vai resultar em um sequenciamento de baixa qualidade que por sua 

vez inviabiliza as análises computacionais críticas posteriores (FLEIGE; PFAFFL, 2006; 

IMBEAUD et al., 2005).  

O valor de integridade do RNA (RIN) é classificada em valores que variam de um a 10, 

onde um significa que o RNA está totalmente degradado e 10 que o RNA está intacto 

(SCHROEDER et al., 2006).  

Usualmente um valor de RIN ≥ 7,0 é considerado suficiente para o sequenciamento 

das amostras. Neste trabalho seguimos a recomendação e experiência dos 

especialistas da plataforma de sequenciamento do Instituto Pasteur e utilizamos como 

valor de corte RIN ≥ 6,8. 

Na tabela 4 podem ser observados os valores de RIN para cada uma das amostras que 

foram sequenciadas. A amostra LiWTS_06_B foi a que apresentou um menor valor de 

RIN (6,8) enquanto a amostra LiWTS_06_A foi a que apresentou o maior RIN (8,0).  

Tabela 4 - Valores de RIN de cada uma das amostras 

Valores de RIN Amostras Condições 

7,5 LiWTS_0_A 
L. infantum 
selvagem* 

7,9 LiWTS_0_B  

7,0 LiWTS_0_C  

8,0 LiWTS_06_A 
L. infantum 
selvagem** 
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7,2 LiWTS_06_B  

7,9 LiWTS_06_B  

7,0 LiSbR_06_A 
L. infantum 
resistente 

6,8 LiSbR_06_B  

7,0 LiSbR_06_C  

*Wild type sem tratamento. ** Wild type tratado com metade do IC50 de SbIII.  
 

5.1.2 Análise de qualidade do sequenciamento 

 

Todas as tecnologias de sequenciamento atuais estão sujeitas a erros e, 

consequentemente, a leitura equivocada de bases. Esses erros vêm de duas fontes 

principais: a) o sequenciamento de amostras de baixa qualidade; e b) aos erros e 

vieses inerentes à tecnologia de sequenciamento empregada. Complementarmente à 

análise de qualidade das amostras biológicas avaliamos também a qualidade das 

sequências geradas por cada amostra. Segundo Conesa e colaboradores (2016) para 

cada etapa do processo analítico é necessário a realização de checagens a fim de se 

monitorar a qualidade dos dados que estão sendo utilizados (CONESA et al., 2016). A 

principal checagem realizada é a análise de qualidade dos dados, pois é com ela que 

avaliamos os dados gerados em relação à qualidade das sequências, presença de 

artefatos do sequenciamento e possíveis contaminantes.  

Os critérios de corte a serem empregados dependem basicamente do tipo de 

experimento e do organismo utilizado no estudo, no entanto, segundo Conesa e 

colaboradores (2016), é necessário que estes critérios de corte sejam homogêneos 

entre as amostras de um mesmo experimento, permitindo dessa forma sua 

reprodutibilidade (CONESA et al., 2016). 

Essa avaliação é realizada buscando se definir os melhores critérios de corte para se 

obter um conjunto de dados confiável, ou seja, removendo as sequências de baixa 

qualidade, artefatos do sequenciamento e até mesmo identificar a presença de 
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contaminantes na amostra. Todos esses possíveis interferentes podem introduzir 

algum tipo de viés às análises e levar a conclusões equivocadas. 

As leituras foram removidas utilizando como critério de corte um valor de qualidade 

Phred de no mínimo 20. Todas as leituras com tamanho inferior a 64 pares de bases 

(pb) foram descartadas. Na tabela 5 é possível observar os resultados dessa etapa de 

remoção das sequências adaptadoras e de baixa qualidade. Foram geradas um total 

de 503.913.149 leituras, de onde 5.659.983 sequências foram removidas por não 

passarem pelos critérios de corte definidos, restando um total de 498.253.166 leituras 

no arquivo final.  

 

Tabela 5 - Resultado da etapa de remoção de adaptadores e sequências de baixa 
qualidade 

Total de reads - 
Depois da 
remoção 

Total de reads - 
Antes da 
remoção 

% de reads 
removidas 

Amostras Condições 

63.843.757 64.323.456 0,75 LiWTS_0_A LiWTS_0 

37.704.596 37.998.505 0,77 LiWTS_0_B  

58.565.700 59.509.129 1,59 LiWTS_0_C  

30.249.648 30.690.067 1,44 LiWTS_0.06_A LiWTS_0.06 

16.381.642 16.529.570 0,89 LiWTS_0.06_B  

53.371.514 53.870.500 0,93 LiWTS_0.06_C  

101.884.374 102.433.194 0,54 LiSbR_0.06_A LiSbR_0.06 

55.931.414 57.550.492 2,81 LiSbR_0.06_B  

80.320.521 81.008.236 0,85 LiSbR_0.06_C  

 

Adicionalmente, as amostras foram analisadas quanto ao seu conteúdo GC e seus 

valores de qualidade. A figura 3 ilustra a distribuição do conteúdo GC para a amostra 
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LiWTS_0_A. É possível observar uma distribuição normal destes valores, o que é 

esperado, uma vez que dados que apresentam uma distribuição bimodal são 

esperados por exemplo em trabalhos de metagenômica onde vários organismos são 

sequenciados simultaneamente (SCHMIEDER; EDWARDS, 2011). Já a figura 4 

representa a distribuição dos valores de qualidade por base também para a amostra 

LiWTS_0_A. No Apêndice A  é possível observar os resultados dessa análise para as 

demais amostras.  

 

Figura 3 - Resultado da avaliação do conteúdo G+C da amostra LiWTS_0_A pelo Prinseq 

No eixo X está representado a porcentagem do conteúdo GC e no eixo Y o número total de sequências. 

É possível observar que os dados seguem uma distribuição normal. 
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Figura 4 - Resultado da avaliação da qualidade da amostra LiWTS_0_A pelo Prinseq 

No eixo X está representado a posição da base de acordo com o tamanho da leitura e no eixo Y está 

representado o valor médio de qualidade para cada uma das bases. É possível observar que os dados 

possuem um valor de qualidade Phred > 30. 

A cobertura média do sequenciamento, em relação ao transcriptoma predito, foi 286,85 

vezes. Na tabela 6 é possível observar os valores da cobertura para cada uma das 

amostras. A amostra LiSbR_0.06_A foi a que apresentou um maior valor de cobertura 

do sequenciamento (363.39x) enquanto a amostra LiWTS_0.06_B apresentou o valor 

de cobertura mais baixo (69,02x). 

 

Tabela 6 - Valores de cobertura para cada uma das amostras 

Cobertura Amostras Condições 

290.28 LiWTS_0_A LiWTS_0 

174.95 LiWTS_0_B  

237.71 LiWTS_0_C  

104,48 LiWTS_0.06_A LiWTS_0.06 

69,02 LiWTS_0.06_B  
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209,60 LiWTS_0.06_C  

363.39 LiSbR_0.06_A LiSbR_0.06 

207.41 LiSbR_0.06_B  

294.80 LiSbR_0.06_C  

 

5.2 Reanotação funcional dos genes 

 

No genoma de L. infantum JPCM5 obtido do TriTrypDB estavam anotados um total de 

8239 genes, destes aproximadamente 62,82% (5176/8239) codificam proteínas 

anotadas como hipotéticas. Após a etapa de reanotação o número de genes 

codificadores de proteínas hipotéticas passou a ser de 51,86% (4273/8239). O que 

representou um considerável ganho (10,96%) na atribuição computacional de função 

às proteínas preditas.  

Vale ressaltar a importância desse processo de reanotação funcional e padronização 

das anotações para as análises de transcriptômica, uma vez que, segundo Wu e 

colaboradores (2012) estimativas distintas de expressão gênica podem ser obtidas 

quando o transcriptoma de referência está mal anotado em função da utilização de 

bancos de dados diferentes (WU; PHAN; WANG, 2012; ZHAO; ZHANG, 2016). 

 

5.3 Mapeamento das leituras no o genoma de referência 

 

Em média, 69,7% das leituras foram mapeadas no genoma de referência. Todas as 

leituras que apresentaram mapeamento em mais de uma posição no genoma ou mais 

de dois mismatchs foram descartadas, diminuindo dessa forma o viés que seria 

associado à contagem das leituras para cada gene. 

Na tabela 7 é possível observar a porcentagem de leituras alinhadas contra o genoma 

de referência. A amostra LiSbR_0.06_B foi a que apresentou a menor porcentagem de 
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leituras mapeadas (57,8%) contra o genoma de L. infantum JPCM5.  Essa amostra 

também apresentou o menor valor de RIN (6,8) e a maior porcentagem de leituras 

removidas (2,81%) na etapa de remoção de adaptadores e/ou sequências de baixa 

qualidade. 

Tabela 7 - Total de leituras alinhadas para cada uma das amostras 

% de leituras 
alinhadas 

Amostras Condições 

70,9 LiWTS_0_A LiWTS_0 

72,3 LiWTS_0_B  

67,3 LiWTS_0_C  

73,2 LiWTS_0.06_A LiWTS_0.06 

69,4 LiWTS_0.06_B  

75,1 LiWTS_0.06_C  

72,4 LiSbR_0.06_A LiSbR_0.06 

57,8 LiSbR_0.06_B  

69,6 LiSbR_0.06_C  

 

 

Essas leituras mapeadas foram então quantificadas em termos do número de leituras 

alinhadas em cada gene e foi gerada uma tabela contendo o nome dos genes, além do 

total de leituras mapeadas para cada um deles. Essa tabela foi então utilizada para a 

realização das análises de correlação entre as amostras e também para a análise 

estatística, que serão descritas nos itens abaixo. 
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5.4 Análise da correlação entre as amostras 

5.4.1 Análise do componente principal entre as amostras do grupo 1.A 

     

A Análise do Componente Principal (PCA) foi utilizada para explorar a relação dos 

valores de RPKM (do inglês, Reads Per Kilobase per Million) entre as réplicas de cada 

amostra, identificando outliers e outros artefatos biológicos.  

O RPKM é uma medida utilizada para realizar a normalização das leituras mapeadas 

em termos do tamanho dos genes, do número de leituras sequenciadas e mapeadas 

por gene, além disso, possibilita a comparação de expressão de genes de diferentes 

amostras. Esse fator de normalização reescala a contagem dos genes para corrigir as 

diferenças tanto entre o tamanho das bibliotecas quanto ao tamanho dos genes 

(HANSEN; IRIZARRY; WU, 2012; JIANG; WONG, 2009; KORPELAINEN et al., 2015). 

A Figura 5 mostra o resultado desta análise onde é possível observar que as réplicas 

Li_A_Res (LiSbR_A_0,06) e Li_C_Res (LiSbR_C_0,06) do grupo resistente e as três 

réplicas do grupo controle Li_A_Sens (LiWTS_A_0), Li_B_Sens (LiWTS_B_0) e 

Li_C_Sens (LiWTS_C_0) ocupam a mesma região no gráfico de escores, enquanto 

que a Li_B_Res (LiSbR_B_0,06) (resistente) apresenta uma baixa relação entre as 

demais réplicas ocupando uma região distinta no gráfico de escores. 
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Figura 5 – Análise do componente principal para o grupo 1A 

O grupo 1A é composto pelas amostras de L. infantum resistente (tratada com antimonial) e L. infantum 

selvagem (não tratada com antimonial). É possível observar, que a amostra Li_B_Res apresentou uma 

baixa relação entre as demais réplicas ocupando uma região distinta no gráfico de scores. 

 

5.5 Identificação dos genes diferencialmente expressos 

 

Para a etapa de análise estatística foram definidos três grupos de comparação, como 

descrição no item 4.6 da metodologia. Conforme demonstrado no item 5.4, a amostra 

LiSbR_0.06_B apresentou uma baixa correlação com relação às demais amostras e 

por isso foi retirada de todas as análises posteriores. Com isso, para a condição 

LiSbR_0.06 (parasitos resistentes) foram utilizados somente as amostras 

LiSbR_0.06_A e LiSbR_0.06_C. 

Para cada um destes grupos o resultado do programa DESeq2 foi filtrado buscando 

identificar somente genes que possuíssem um p-valor ajustado < 0,05 e um LogFC > 

1,2. 
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O grupo 1A (LiSbR_0.06 vs LiWTS_0) apresentou um total de 719 genes 

diferencialmente expressos (DE), enquanto o grupo 1B (LiSbR_0.06 vs LiWTS_0.06) 

apresentou 779 genes DE, como pode ser observado na Tabela 8. Já para o grupo 1C 

(LiWTS_0 vs LiWTS_0.06) não foi possível observar nenhum gene classificado como 

DE de acordo com os critérios de corte que foram utilizados. 

Para os genes diferencialmente expressos de cada um destes grupos, foi realizada 

então a obtenção computacional das sequências das proteínas por eles codificadas e 

posterior classificação funcional utilizando o banco de dados do Pfam. Com o resultado 

da anotação funcional do Pfam, as proteínas de cada grupo foram classificadas 

segundo as suas categorias funcionais. As categorias funcionais definidas foram:  

➢ Proteínas envolvidas no processo de folding, chaperonas e proteínas 

relacionadas a estresse; 

➢ transportadores; 

➢ proteínas estruturais; 

➢ proteínas envolvidas nos processos de ubiquitinação; 

➢ processamento de DNA e RNA; 

➢ enzimas metabólicas (envolvidas nos processos de proteólise, metabolismo de 

ácidos graxos, carboidratos e proteínas,entre outras);  

➢ controle do ciclo celular; 

➢ proteínas que atuam na mediação da interação de outras proteínas; 

➢ proteínas com função desconhecida na biologia de Leishmania spp.. 

 

Vale ressaltar que os grupos acima definidos foram escolhidos em termos dos 

resultados de anotação funcional que integrou a análise de diferentes bancos de dados 

de domínios e famílias de proteínas. Além disso, foi criado um último grupo contendo 

as proteínas classificadas como hipotéticas ou sem função predita através de buscas 

por similaridade de sequências contra banco de dados de domínio público. 

Na tabela 8 é possível observar o total de genes diferencialmente expressos para cada 

uma das categorias em que o conjunto de dados foi dividido.   
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Tabela 8 - Total de proteínas agrupadas em cada categoria funcional 

Grupo 1.B 

(LiSbR_0.06 vs LiWTS_0.06)

Grupo 1.A 

(LiSbR_0.06 vs LiWTS_0) 
Categoria funcional 

RNA regulado 
positivamente 

RNA regulado 
negativamente 

RNA regulado 
positivamente

RNA regulado 
negativamente  

14 1 14 - 

Proteínas envolvidas no processo 

de folding, chaperonas e proteínas 

relacionadas a estresse 

36 - 34 - Transportadores 

37 2 35 1 Proteínas estruturais

15 1 12 - 
Proteínas envolvidas nos 

processos de ubiquitinação 

64 9 64 5 Processamento de DNA e RNA 

144 1 141 - Enzimas metabólicas

6 - 5 - Controle do ciclo celular 

19 - 16 - 
Proteínas que atuam na mediação 

da interação de outras proteínas 

56 3 54 2 

Proteínas com função 

desconhecida na biologia de 

Leishmania sp 

358 13 324 12 Proteínas hipotéticas

749 30 699 20 Total de proteínas 

779 719 Total geral 

 

Nos itens abaixo serão discutidos brevemente todas as categorias para os resultados 

de cada um dos grupos analisados. 
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Quando comparados os genes DE dos dois grupos, encontramos um total de 688 

genes comuns entre eles. Já em relação aos genes únicos, foram identificados 45 DE 

para o grupo 1A e 91 genes únicos DE para o grupo 1B, como pode ser observado na 

figura 6. Por sua vez, para o grupo 1C não foram encontrados nenhum gene DE de 

acordo com os critérios de significância utilizados. 

 

Figura 6 – Diagrama de Venn representando os genes DE que compartilhados e únicos entre cada 
um dos grupos de comparação.  

É possível observar que 688 genes são comuns aos dois grupos enquanto para o grupo 1A foram 

encontrados 45 genes únicos e para o grupo 1B 91 genes. 

 

5.5.1 Genes diferencialmente expressos no grupo 1A 

 

Para o grupo 1A (LiSbR_06 vs LiWTS_0) foram identificados 719 genes DE, destes 

699 apresentaram regulação positiva na amostra resistente e 20 apresentaram 

regulação negativa. Dos 699 genes, 46,35% (324/699) codificam proteínas que 

estavam anotadas como hipotéticas e dos 20 genes com regulação negativa  60% 

(12/20) codificam proteínas anotadas como hipotéticas. A figura 7 apresenta o heatmap 

dos 719 genes DE para este grupo, utilizando os valores de RPKM. É possível 

observar que existe uma alta representatividade em relação à expressão dos genes 

dentro de uma mesma amostra.  
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Figura 7 - Heatmap mostrando os genes DE para o grupo 1A 

O grupo 1A é composto pelas amostras de L. infantum resistente (tratada com antimonial) e L. infantum 

selvagem (não tratada com antimonial). No gráfico os gradientes de coloração verde e vermelha 
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representam a variação do RPKM entre as amostras, assim uma cor mais intensa representa extremos 

de regulação. No eixo X o nome das amostras comparadas. No eixo Y, à direita, o nome dos genes 

mapeados. Em função da baixa resolução e inviabilidade de apresentação dos nomes em resolução 

adequada uma lista contendo a nomenclatura desses genes foi incluída como material anexo (apêndice 

B até O). 

 

Para as demais proteínas foi possível associar, com a anotação do Pfam, alguma 

categoria funcional. Como demonstrado na Tabela 8 e discutido abaixo. 

As tabelas contendo as informações dos genes DE e seus respectivos valores de 

LogFC e p-valor ajustado, bem como a anotação funcional realizada está descrita nos 

Apêndices de B-K para os genes com regulação positiva e de L-O para os genes com 

regulação negativa. 

 

5.5.1.1 Genes com regulação positiva 

5.5.1.1.1 Proteínas envolvidas no processo de folding, chaperonas e proteínas 

relacionadas a estresse 

 

Foram classificadas 14 proteínas nessa categoria. Algumas proteínas diferencialmente 

expressas apresentaram funções relacionadas aos zinc fingers. Essas proteínas são 

conhecidas por participarem de diversos processos biológicos, atuando na ligação dos 

ácidos nucléicos ou participando em processos de transcrição e tradução através da 

mediação das interações proteína-proteína ou também associado a membranas (KANG 

et al., 2004; LAITY; LEE; WRIGHT, 2001). Demicheli e colaboradores (2008) sugerem 

a importância destas proteínas como alvo para os antimoniais (DEMICHELI et al., 

2008).  

As proteínas de choque térmico de 70KDa (HSP70) estão envolvidas na apoptose 

mediada pela droga, que interfere no potencial de membrana, como foi reportado para 

L. donovani (KUMAR et al., 2012; VERGNES et al., 2007). Dados da literatura tem 
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mostrado a regulação positiva destas proteínas em situações de resistência em 

linhagens de Leishmania spp. (FRÉZARD; MONTE-NETO; REIS, 2014; WALKER et 

al., 2012). Além disso, outros dois estudos (BROCHU; HAIMEUR; OUELLETTE, 2004; 

VERGNES et al., 2007) sugerem a correlação entre o aumento da expressão das 

HSP70  com o aumento da tolerância ao antimonial, sugerindo uma diminuição da 

toxicidade.  

 

5.5.1.1.2 Transportadores 

 

A grande maioria das proteínas dessa categoria estão relacionadas aos 

transportadores ABC (ATP Binding Cassette). Eles formam uma família altamente 

conservada de proteínas que atuam como bombas de efluxo e que estão associadas a 

diversos processos biológicos (HIGGINS, 1992; MOREIRA et al., 2015, 2013). Legaré e 

colaboradores (2001) sugerem que estes transportadores podem conferir resistência 

aos antimoniais por atuarem no sequestro de conjugados metal-tiol (LÉGARÉ et al., 

2001; MUKHERJEE et al., 2007). 

 

5.5.1.1.3 Proteínas estruturais 

 

Um total de 35 proteínas foram incluídas nesta categoria, dentre elas, 34,3% (12/35) 

são referentes às cinesinas. 

As cinesinas participam de diversos processos relacionados à dinâmica dos 

microtúbulos e na anáfase (VICENTE; WORDEMAN, 2015). Dey e colaboradores em 

2008 examinaram a possibilidade de utilização das cinesinas quanto a atividade 

imunológica na LV causada por L. donovani. Esses resultados mostraram que ocorre 

uma forte indução da resposta imunológica do tipo Th1 e sugere a utilização desse tipo 

de proteína como um potencial candidato vacinal (DEY et al., 2008). 
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Adicionalmente, um domínio com uma região de repetições de aminoácidos nos genes 

codificantes das cinesinas de L. infantum, mostraram ser de extrema importância para 

o diagnóstico da LV humana, utilizando soro de pacientes (BURNS et al., 1993). 

 

5.5.1.1.4 Proteínas envolvidas nos processos de ubiquitinação 

 

Um total de 12 proteínas fazem parte desta categoria, 3 delas descritas como 

ubiquitinas e 9 como domínios homólogos de  E6-AP ou HECT (do inglês, Homologous 

to the E6-AP Carboxyl Terminus). 

Essas proteínas possuem diversas funções, entre elas, podemos citar degradação de 

proteínas, reparo de DNA, endocitose e apoptose. Comparando com o trabalho de 

Kasemi-Rad e colaboradores (2013), que identificaram genes regulados positivamente 

em L. tropica, encontramos genes envolvidos nestes mesmos processos. Ainda 

segundo Kasemi-Rad e colaboradores (2013) a regulação positiva destes genes pode 

estar envolvida nos mecanismos de proteção do parasita contra o estresse oxidativo 

relacionado ao acúmulo dos compostos antimoniais (KAZEMI-RAD et al., 2013). 

 

5.5.1.1.5 Processamento de DNA e RNA 

 

Nesta categoria, encontramos 64 proteínas, a maioria delas (27) relacionadas aos 

domínios de reconhecimento de RNA (RRM - RNA Recognition Motif). 

Proteínas de ligação ao RNA são importantes em diversos aspectos, entre eles, 

podemos citar o processamento e a degradação do RNA (GAUDENZI; FRASCH; 

CLAYTON, 2005). 
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Os RRM são regiões de aproximadamente oito aminoácidos bastante conservados 

(VITALI et al., 2002). Estes domínios são encontrados em diversas proteínas de ligação 

ao RNA, entre elas as ribonucleoproteínas, fatores de tradução além de proteínas 

envolvidas no processamento do pré-mRNA e pré-rRNA.  

Segundo Gaudenzi e colaboradores (2005) e Vitali e colaboradores (2002), esses 

domínios podem formar estruturas globulares que são capazes de se ligar de forma 

independente ao RNA (GAUDENZI; FRASCH; CLAYTON, 2005; VITALI et al., 2002).   

 

5.5.1.1.6 Enzimas metabólicas 

 

Nessa categoria encontramos 141 proteínas que estão envolvidas nos mais diversos 

processos como proteólise, metabolismo de ácidos graxos, metabolismo de 

carboidratos, metabolismo de proteínas, ATPases, GTPases, transporte de elétrons, 

proteínas de ligação ao AMP e domínios Heme/FAD, fosforilação e desfosforilação. 

Segundo reportado por Berman e Gallalee (1987), parasitas expostos ao 

estibogluconato apresentaram diversas alterações no metabolismo de ácidos graxos e 

na glicólise, sugerindo que o mecanismo de ação do antimonial possa estar 

relacionado a essas alterações (BERMAN; GALLALEE, 1987). Azevedo e 

colaboradores (2015) mostraram diferenças nos perfis de metabolismo de ácidos 

graxos em isolados de L. amazonensis e L. infantum resistentes e sensíveis ao 

antimonial (AZEVEDO et al., 2015). Considerando estes resultados nossos achados 

corroboram o que já foi descrito por esses autores.  

Já em relação ao metabolismo de carboidratos e considerando que as formas 

promastigotas de Leishmania obtêm energia através da glicólise e do metabolismo de 

aminoácidos, qualquer perturbação nesse mecanismo pode ocasionar efeitos deletérios 

para o parasita. Outro estudo recente também encontrou genes relacionados a 

enzimas glicolíticas regulado positivamente em isolados de L. donovani resistentes ao 

antimonial (BIYANI et al., 2011).   
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Além disso, encontramos proteínas relacionadas ao citocromo B5 e citocromo P450 

redutase. O Citocromo B5 está envolvido em um grande número de reações oxidativas 

em tecidos biológicos, servindo como um componente de transferência de elétrons. 

Essas reações oxidativas podem ser catabolismo de xenobióticos e de compostos 

metabólicos endógenos (SCHENKMAN; JANSSON, 2003). 

Por sua vez, o citocromo P450 redutase é também uma proteína de transferência de 

elétrons localizada no retículo endoplasmático e está relacionado às reações 

catalisadas pelo citocromo P450, como por exemplo, o metabolismo de drogas 

(PORTER, 2012). 

Outro grande grupo encontrado foi o das proteínas quinases (72 proteínas). Elas atuam 

diretamente nas modificações pós-transcricionais pelo mecanismo de fosforilação. Esse 

mecanismo é crítico para a sobrevivência dos parasitas resistentes ao antimonial 

(MOREIRA et al., 2015). 

As quinases atuam na mediação da tradução de sinais em diversos processos como, 

por exemplo, diferenciação, resposta ao estresse e apoptose. Kumar e colaboradores 

(2012) observaram um aumento na expressão de quinases em isolados de L. donovani 

resistentes ao antimonial e sugeriram a importância dessas proteínas como 

biomarcadores para a resistência ao antimonial (KUMAR et al., 2012).  

 

5.5.1.1.7 Controle do ciclo celular 

     

As ciclinas foram às proteínas classificadas nesta categoria. Elas atuam como 

reguladoras na progressão do ciclo celular. Essa regulação ocorre pela ativação das 

ciclinas dependente de quinase (CDK - cyclin-dependent kinase) em momentos 

específicos do ciclo celular (BANERJEE et al., 2003).  

Estudos recentes também sugerem que elas atuem em outras funções como na 

resistência ao antimonial em Leishmania pela modulação da maquinaria de reparo de 
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DNA e manutenção da integridade genômica (LIM; KALDIS, 2013). 

 

5.5.1.1.8 Proteínas que atuam na mediação da interação de outras proteínas 

 

Nesta categoria, encontramos seis amastinas, quatro proteínas com domínios C2, três 

proteínas com domínios TPR (do inglês, tetratricopeptide repeat), duas com domínios 

ankyrins e uma proteína que atua na formação de complexos. 

As amastinas são um dos antígenos de superfície mais imunogênicos em Leishmania e 

foi reportado por diversos autores que elas induzem proteção em camundongos 

enquanto que em humanos induz a resposta imunológica (JACKSON, 2010; RAFATI et 

al., 2006; STOBER et al., 2006). 

Já os domínios C2, foram primeiramente identificados como parte de proteínas 

quinases C (PKC - do inglês, protein kinase C) e podem ser encontrados em diferentes 

tipos de proteínas que interagem com membranas biológicas e que são usualmente 

dependentes de Ca2+(ZHANG; ARAVIND, 2010).  

Adicionalmente, eles podem estar envolvidos em processos de sinalização celular e no 

tráfico membranar através do mecanismo de translocação de proteínas para regiões 

específicas da célula (BAINES; GULL, 2008; CHO; STAHELIN, 2006; DAVLETOV; 

SÜDHOF, 1993; LINDSAY; MCCAFFREY, 2004). 

Por sua vez, os domínios TPR foram primeiramente associados a proteínas que podem 

atuar na regulação da síntese de RNA e de outros produtos gênicos do ciclo celular. 

Estes domínios estão relacionados a diversas funções, entre elas, controle do ciclo 

celular, dobramento de proteínas, metabolismo de glicose e splicing de RNA (BECKER 
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et al., 1994; ODUNUGA et al., 2003). Segundo Odunuga e colaboradores (2003) os 

domínios TPR interagem especialmente com as HSP90 (ODUNUGA et al., 2003). 

5.5.1.1.9 Proteínas com função desconhecida na biologia de Leishmania spp 

 

Observamos um total de 54 proteínas nessa categoria. Para todas elas não foram 

encontrados a associação destas funções na biologia de Leishmania spp.. 

No entanto elas estão associadas a importantes mecanismos celulares em outros 

organismos. Uma delas, LinJ.18.0660, é conhecida como proteína indutora da p53 que 

está relacionada a resposta ao dano do DNA e ao estresse oxidativo (JÖNSSON; 

LOWTHER, 2007a, 2007b). 

Outro exemplo de proteína associada nesta categoria são as clatrinas, proteínas 

envolvidas em tráfico de membranas e em eventos fagocíticos (JOHANNES et al., 

2015; KIRCHHAUSEN; OWEN; HARRISON, 2014). Finalizando, outra proteína 

encontrada foi a SPRY (do inglês, SPla/Ryanodine receptor). Essa proteína está 

caracterizada como mediadora de interações proteína-proteína e está relacionada a 

diversos processos biológicos como, regulação da resposta imune inata e adaptativa 

atuando em importantes vias de sinalização (D’CRUZ et al., 2013; PERFETTO et al., 

2013). 

5.5.1.1.10 Proteínas hipotéticas 

 

Um total de 324 proteínas foram preditas como hipotéticas ou não similares a nenhuma 

proteína presente nos bancos de dados utilizados para a anotação funcional e 

classificação realizada. 

Este grupo representa 46,35% das proteínas encontradas (324/699) no conjunto de 
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dados DE e também é o grupo que apresentou o maior número de genes com um 

LogFC > 3.0 (49 genes). Devido a importância destes genes e a pouca informação 

disponível sobre seus produtos protéicos, este grupo precisa ser mais bem explorado 

em estudos posteriores, uma possibilidade seria a caracterização da função biológica 

destes genes. 

 

5.5.1.2 Genes com regulação negativa 

5.5.1.2.1  Processamento de DNA e RNA 

 

Para esta categoria foram classificados cinco genes codificantes de proteínas 

relacionadas a duas histonas, um fator de elongamento, uma proteína ribossomal e 

uma RNA polimerase. 

As histonas estão envolvidas nos mais diversos processos biológicos como, por 

exemplo, no reparo de RNA, regulação gênica e mitose (SINGH et al., 2010). Em um 

trabalho realizado por Singh e colaboradores em 2010 foram encontradas histonas do 

tipo H3 com regulação negativa em parasitas resistentes ao antimonial trivalente. Além 

disso, foi reportado que a acetilação das histonas H3 é um marcador para a iniciação 

da transcrição mediada pela RNA polimerase II  (SINGH et al., 2010; THOMAS et al., 

2009). 

Já foi também demonstrado que a alteração na expressão de proteínas ribossomais 

pode afetar mecanismos relacionados à senescência e a morte celular (apoptose) além 

da regulação a resposta ao estresse(BHAVSAR; MAKLEY; TSONIS, 2010). 

Considerando o que foi abordado a regulação negativa destes genes pode estar 

associada à regulação da transcrição. 
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5.5.1.2.2 Proteínas estruturais 

 

Nesta categoria encontramos um gene codificante para tubulina. 

As tubulinas são proteínas que atuam na formação dos microtúbulos, que por sua vez 

são elementos chave nos mecanismos de transporte celular (SIRAJUDDIN; RICE; 

VALE, 2014).  

 

5.5.1.2.3 Proteínas com função desconhecida na biologia de Leishmania spp 

 

Observamos um total de duas proteínas nessa categoria. Para todas elas não foram 

encontrados a associação destas funções na biologia de Leishmania spp.. No entanto, 

elas estão associadas a importantes mecanismos celulares em outros organismos. 

Um exemplo é a proteína TCTP (do inglês, translationally controlled tumour protein) que 

está envolvida em processos celulares relacionados ao crescimento e progressão do 

ciclo celular (BOMMER; THIELE, 2004). 

 

5.5.1.2.3 Proteínas hipotéticas 

 

De acordo com a anotação funcional, 12 genes foram classificados como codificantes 

para proteínas hipotéticas. Isso representa 60% do conjunto de dados DE com 

regulação negativa que foram obtidos. 
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5.5.2 Genes diferencialmente expressos no grupo 1B 

 

Para o grupo 1B (LiSbR_0.06 vs LiWTS_0.06) foram identificados 779 genes DE, 

destes 749 apresentaram regulação positiva na amostra resistente e 30 apresentaram 

regulação negativa. Dos 749 genes, 47,79% (358/749) codificam proteínas que 

estavam anotadas como hipotéticas e dos 30 genes com regulação negativa 43,33% 

(13/30) codificam proteínas anotadas como hipotéticas. A figura 8 apresenta o heatmap 

dos 779 genes DE para este grupo, utilizando os valores de RPKM. É possível 

observar que existe uma alta representatividade em relação à expressão dos genes 

dentro de uma mesma amostra.   
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Figura 8 – Heatmap mostrando os genes DE para o grupo 1B 

O grupo 1B é composto pelas amostras de L. infantum resistente (tratada com antimonial) e L. infantum 

selvagem tratada (tratada com antimonial). No gráfico os gradientes de coloração verde e vermelha 
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representam a variação do RPKM entre as amostras, assim uma cor mais intensa representa extremos 

de regulação. No eixo X o nome das amostras comparadas. No eixo Y, à direita, o nome dos genes 

mapeados. Em função da baixa resolução e inviabilidade de apresentação dos nomes em resolução 

adequada uma lista contendo a nomenclatura desses genes foi incluída como material anexo (apêndice 

B até O). 

 

5.5.2.1 Genes com regulação positiva 

 

Quando comparado com o resultado da análise de expressão diferencial do grupo 1A, 

um total de 89,98% (674/749) dos genes encontrados são comuns às duas categorias. 

Os valores de expressão destes genes encontram-se referenciados nos apêndices B 

até K, em conjunto com as informações do grupo discutido acima.  

Apenas 75 genes foram encontrados como sendo únicos para o grupo 1B, os valores 

de expressão para esses genes encontram-se na tabela 23 do Apêndice P.  

Desses genes, 56% (42/75) codificam proteínas anotadas como hipotéticas ou sem 

função conhecida e para os outros 44% (33/75) as categorias nas quais elas se 

agrupam também já foram discutidas no grupo 1A. A maior parte delas são proteínas 

quinases, proteínas com domínios do tipo DUF (do inglês, domain of unknown function) 

além de proteínas com função desconhecida na biologia de Leishmania spp..   

 

5.5.2.2 Genes com regulação negativa 

 

Os genes DE desta categoria também foram  comparados com o resultado da análise 

de expressão diferencial do grupo 1A e um total de 46,6% (14/30) dos genes 

encontrados são comuns às duas categorias. Os valores de expressão destes genes 

encontram-se referenciados nos apêndices L até O, em conjunto com as informações 

do grupo 1A que já foi discutido acima.  

Apenas 16 genes foram encontrados como sendo únicos para o grupo 1B, os valores 
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de  expressão para esses genes encontram-se na tabela 24 do Apêndice Q.  

Desses 16 genes únicos para essa categoria, 31,25% (5/16) codificam proteínas 

anotadas como hipotéticas ou sem função conhecida e para os outros 68,75% (11/16) 

as categorias nas quais elas se agrupam também já foram discutidas no grupo 1A. A 

maior parte delas são proteínas ribossomais e proteínas envolvidas em processos de 

ubiquitinação. 

 

5.5.3 Genes diferencialmente expressos no grupo 1C 

 

Para o grupo 1.C (LiWTS_0 vs LiWTS_0.06) não foram encontrados nenhum gene DE 

com os critérios de corte utilizados. 

 

5.6 Identificação das categorias funcionais do Gene Ontology e mapeamento em 

vias metabólicas 

 

Essa análise foi realizada utilizando as proteínas codificadas pelos genes classificados 

como DE dos grupos 1A e 1B.  

A classificação realizada pelo GO utiliza três categorias principais que segundo The 

Gene Ontology Consortium (2015) e Ashburner e colaboradores (2000) são 

relacionadas a (ASHBURNER et al., 2000; THE GENE ONTOLOGY CONSORTIUM, 

2015): 

➢ Processo biológico (PB): essa categoria se refere função biológica de um gene 

ou de seu produto gênico; 

➢ Função molecular (FM): essa categoria se refere a qual é a atividade bioquímica 

do produto gênico gerado; 

➢ Componente celular (CC): essa categoria se refere à localização do produto 
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gênico, ou seja, onde ele é ativo. 

 

Para os genes com regulação positiva, nos dois grupos de comparação, a análise 

realizada com o GO mostrou que a grande parte de seus produtos gênicos, para a 

categoria de função molecular, estão diretamente relacionados a atividades catalíticas 

(178 proteínas), a ligação com outras proteínas (198 proteínas) e uma pequena parte 

delas está relacionada a transporte (20 proteínas). Em níveis de anotação mais 

específicos, grande parte destas proteínas está associada aos processos de 

fosforilação e desfosforilação, uma vez que o SbIII está relacionado a alterações nos 

processos de fosforilação oxidativa.  

Já para a categoria de processo biológico, algumas proteínas foram relacionadas à 

atuação na regulação de processos biológicos (26 proteínas), à resposta a estímulos 

(31 proteínas) e à fosforilação de proteínas (60 proteínas). 

Quando analisado a categoria de componente celular grande parte das proteínas se 

localizam na membrana (95 proteínas).   

No entanto, para os genes com regulação negativa, também para os dois grupos 

analisados, a análise realizada com o GO mostrou que três de seus produtos gênicos 

estão relacionados, na categoria componente celular, a cromatina e a complexos de 

enovelamento. Enquanto para a categoria processo biológico foi encontrada uma 

proteína relacionada à biossíntese de RNA e a processos de metabolismo de RNA.  

De forma complementar, a análise de vias metabólicas possibilitou um melhor 

entendimento de como essas proteínas atuam e qual é a relação delas nos 

mecanismos de resistência. A tabela 9 mostra as vias metabólicas encontradas em 

comum nos dois grupos de comparação (1A e 1B) e que apresentaram regulação 

positiva. 
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Tabela 9 - Vias metabólicas comuns aos dois grupos de comparação com 
regulação positiva 

Via metabólica 
Mapa do 

KEGG* 

Aflatoxin biosynthesis map00254 

Aminoacyl-tRNA biosynthesis map00970 

Aminobenzoate degradation map00627 

Biosynthesis of antibiotics map01130 

Carbon fixation pathways in prokaryotes map00720 

Citrate cycle (TCA cycle) map00020 

Cutin, suberine and wax biosynthesis map00073 

Cysteine and methionine metabolism map00270 

Drug metabolism - other enzymes map00983 

Fatty acid biosynthesis map00061 

Glutathione metabolism map00480 

Glycerolipid metabolism map00561 

Glycerophospholipid metabolism map00564 

Glyoxylate and dicarboxylate metabolism map00630 

Inositol phosphate metabolism map00562 

mTOR signaling pathway map04150 

Nicotinate and nicotinamide metabolism map00760 

Pentose phosphate pathway map00030 

Phenylalanine metabolism map00360 

Phenylpropanoid biosynthesis map00940 

Phosphatidylinositol signaling system map04070 

Propanoate metabolism map00640 

Purine metabolism map00230 

Pyrimidine metabolism map00240 

Pyruvate metabolism map00620 

Selenocompound metabolism map00450 

Sphingolipid metabolism map00600 
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T cell receptor signaling pathway map04660 

Tetracycline biosynthesis map00253 

Thiamine metabolism map00730 

Ubiquinone and other terpenoid-quinone biosynthesis map00130 

*Os códigos descritos na coluna da direita podem ser utilizados no site 

http://www.genome.jp/kegg/pathway.html para visualizar o mapa completo). 

 

Dentre essas vias encontradas, podemos destacar a via de metabolismo de glutationa. 

A glutationa desempenha um grande número de funções biológicas, dentre elas 

podemos citar o envolvimento na síntese de precursores de DNA, transporte e também 

na proteção celular contra o acúmulo de espécies reativas de oxigênio que são 

formadas durante os processos metabólicos (KAPOOR; SACHDEV; MADHUBALA, 

2000; MEISTER, 1983). Kapoor e colaboradores (2000) sugerem que a inibição dessa 

via pode ser considerada um importante alvo para a quimioterapia. 

Outra via encontrada foi a da pentose fosfato, que está diretamente relacionada à 

conversão de glicose 6-fosfato em ribulose 5-fosfato sendo que este pode ser 

convertido em ribose 5-fosfato e utilizado no processo de síntese de nucleotídeos 

(RIGANTI et al., 2012; STINCONE et al., 2015). Segundo Stincone e colaboradores 

(2015) essa via também atua na regulação de diversos processos, entre eles, podem 

ser citados a regulação da expressão de genes relacionados a defesa antioxidante, a 

interação patógeno-hospedeiro principalmente em protozoários parasitas e em 

infecções bacterianas. 

Já para as vias únicas a cada grupo de comparação, com regulação positiva, 

encontramos vias relacionadas ao metabolismo energético e também relacionadas ao 

metabolismo de precursores de aminoácidos e de ácidos nucléicos, como pode ser 

observado na tabela 10. 
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Tabela 10 - Vias metabólicas únicas com regulação positiva 

Mapa Grupo Via metabólica 

map00520 1A Amino sugar and nucleotide sugar metabolism 

map00051 1A Fructose and mannose metabolism 

map00260 1A Glycine, serine and threonine metabolism 

map00040 1B Pentose and glucuronate interconversions 

*Os códigos descritos na coluna da direita podem ser utilizados no site 

http://www.genome.jp/kegg/pathway.html para visualizar o mapa completo). 

 

Por sua vez, para os genes com regulação negativa encontramos três vias metabólicas 

que são comuns aos dois grupos de comparação, sendo uma delas relacionadas ao 

metabolismo energético e duas à síntese de precursores de DNA. Como pode ser 

observado na Tabela 11. Para os genes com regulação negativa não foram 

encontrados nenhuma via única para os dois grupos de comparação 

 

Tabela 11 - Vias metabólicas comuns aos grupos 1A e 1B com regulação negativa  

Mapa Via metabólica 

map00230 Purine metabolism 

map00240 Pyrimidine metabolism 

map00730 Thiamine metabolism 

*Os códigos descritos na coluna da direita podem ser utilizados no site 

http://www.genome.jp/kegg/pathway.html para visualizar o mapa completo). 
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5.7 Análise de enriquecimento funcional 

 

Após a etapa de mapeamento em vias metabólicas, realizamos a análise de 

enriquecimento funcional dos produtos protéicos dos genes diferencialmente 

expressos.  

Segundo Korpelainen e colaboradores (2015) essa análise permite um melhor 

entendimento sobre as funções mais presentes em conjuntos de dados específicos. Em 

nosso estudo, o resultado da análise de expressão diferencial foi comparado com a 

amostra referência, que foi o conjunto de dados do proteoma predito de L. infantum 

JPCM5. 

Para os genes diferencialmente expressos com regulação negativa na resistência ao 

SbIII, não foi possível observar, de acordo com a estatística utilizada, funções mais ou 

menos representada para os grupos 1A e 1B.  

No entanto, em relação aos genes com regulação positiva associada ao fenótipo de 

resistência ao SbIII, observamos genes que estão mais representados no conjunto de 

dados utilizado como teste. A figura 9 mostra este resultado para o grupo 1A 

(LiSbR_0.06 x LiWTS_0) onde é possível observar em vermelho a porcentagem de 

sequências anotadas na referência (proteoma predito) para as funções preditas para a 

categoria do GO referente à “Processo Biológico” que estão descritas no eixo Y, e em 

azul, está representada a porcentagem de sequências anotadas, para as mesmas 

funções preditas, no conjunto de dados utilizado como teste, ou seja, diferencialmente 

expressos. 

Os termos mais enriquecidos, para o conjunto de dados diferencialmente expressos, 

nestas categorias são os referentes à fosforilação de proteínas, processos metabólicos 

envolvendo proteínas quinases, atividade de microtúbulos e ubiquitinação de proteínas.  

Como já foram discutidos anteriormente, esses termos estão associados a diversas 

funções, entre elas, podemos citar degradação de proteínas, reparo de DNA, 

endocitose, apoptose e também ao estresse oxidativo (BURNS et al., 1993; KAZEMI-

RAD et al., 2013; VICENTE; WORDEMAN, 2015). Por outro lado, as funções 
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observadas como menos representadas estão associadas biogênese do ribossomo, 

processo de oxidação/redução, tradução, metilação e alguns processos envolvendo 

metabolismo de purinas. 

Figura 9 - Análise de enriquecimento para as proteínas do grupo 1A 

A figura mostra o resultado da análise de enriquecimento funcional para as proteínas codificadas pelos 

genes diferencialmente expressos com regulação positiva. Em vermelho é possível observar a 

porcentagem de sequências anotadas na referência (proteoma predito de L. infantum JPCM5) para as 

funções preditas que estão descritas no eixo Y. Já em azul, está representada a porcentagem de 

sequências anotadas, para as mesmas funções preditas, no conjunto de dados utilizado como teste. 

 

Por sua vez, a figura 10 mostra o resultado desta análise para o grupo 1B onde é 

possível observar em vermelho a porcentagem de sequências anotadas na referência 

(proteoma predito) para as funções preditas para a categoria do GO também referente 

à “Processo Biológico” que estão descritas no eixo Y e em azul, está representada a 

porcentagem de sequências anotadas, para as mesmas funções preditas, no conjunto 

de dados utilizado como teste, ou seja, diferencialmente expressos. 
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Figura 10 - Análise de enriquecimento para as proteínas do grupo 1B 

A figura mostra o resultado da análise de enriquecimento funcional para as proteínas codificadas pelos 

genes diferencialmente expressos com regulação positiva. Em vermelho é possível observar a 

porcentagem de sequências anotadas na referência (proteoma predito) para as funções preditas que 

estão descritas no eixo Y. Já em azul, está representada a porcentagem de sequências anotadas, para 

as mesmas funções preditas, no conjunto de dados utilizado como teste. 

 

Grande parte das funções observadas tanto como mais representadas quanto pouco 

representadas nos dados diferencialmente expressos são comuns quando comparado 

com o grupo 1A, devido ao grande número de genes comuns aos dois grupos. No 

entanto observamos duas funções altamente representadas para este grupo, a de 

transdução de sinais e a de desfosforilação de proteínas. 
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6 Conclusões 

 

Com o presente trabalho destacamos que os mecanismos de resistência ao antimonial 

em L. infantum PP75 se caracteriza como um fenômeno multifatorial e que diversas 

proteínas encontradas estão diretamente relacionadas a estes mecanismos, como, por 

exemplo, as proteínas de estresse, chaperoninas, as enzimas metabólicas, proteínas 

envolvidas no processamento de DNA, RNA e transportadores como os 

transportadores ABC.  

Para a linhagem selvagem LiWTS tratada com a concentração final de 0.06 mg/mL de 

SbIII não foi possível identificar a ocorrência de genes diferencialmente expressos 

associados ao estresse.  

Em relação à metodologia empregada, diversas abordagens têm sido utilizadas com o 

intuito de se compreender os mecanismos de resistência em L. infantum e as análises 

de RNA-Seq são de considerável importância quando levamos em consideração a 

quantidade de dados gerados e a possibilidade de identificação de possíveis genes que 

possam estar associados a diversos processos e vias cruciais destes mecanismos de 

resistência. Esperamos em um trabalho posterior realizar a identificação e anotação 

destes possíveis novos transcritos bem como a comparação dos resultados obtidos 

neste projeto com a montagem ab initio deste transcriptoma. 

Por fim, devido ao grande número de genes que codificam proteínas anotadas como 

hipotéticas maiores estudos são necessários nesse conjunto de dados para se melhor 

compreender qual é o produto proteico e de que forma eles atuam nestes parasitos. 

Além disso, devido a observação de diversas proteínas ainda sem função conhecida na 

biologia de Leishmania spp., torna-se necessário a utilização de outras abordagens, 

como, por exemplo, a caracterização experimental destes genes. 
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Apêndice A – Gráficos relacionados à avaliação de qualidade pelo Prinseq 

 

Figura 11 – Resultado da avaliação do conteúdo G+C da amostra LiWTS_0_B pelo Prinseq 

No eixo X está representado a porcentagem do conteúdo GC e no eixo Y o número total de 

sequências. É possível observar que os dados seguem uma distribuição normal. 

 

Figura 12 – Resultado da avaliação da qualidade da amostra LiWTS_0_B pelo Prinseq 

No eixo X está representado a posição da base de acordo com o tamanho da leitura e no eixo 

Y está representado o valor médio de qualidade para cada uma das bases. É possível observar 

que os dados possuem um valor de qualidade Phred > 30. 
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Figura 13 - Resultado da avaliação do conteúdo G+C da amostra LiWTS_0_C pelo Prinseq 

No eixo X está representado a porcentagem do conteúdo GC e no eixo Y o número total de 

sequências.  É possível observar que os dados seguem uma distribuição normal. 

 

Figura 14 – Resultado da avaliação da qualidade da amostra LiWTS_0_C pelo Prinseq 

No eixo X está representado a posição da base de acordo com o tamanho da leitura e no eixo 

Y está representado o valor médio de qualidade para cada uma das bases. É possível observar 

que os dados possuem um valor de qualidade Phred > 50. 
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Figura 15 – Resultado da avaliação do conteúdo G+C da amostra LiWTS_06_A pelo Prinseq 

No eixo X está representado a porcentagem do conteúdo GC e no eixo Y o número total de 

sequências. É possível observar que os dados seguem uma distribuição normal. 

 

Figura 16 – Resultado da avaliação da qualidade da amostra LiWTS_06_A pelo Prinseq 

 No eixo X está representado a posição da base de acordo com o tamanho da leitura e no eixo 

Y está representado o valor médio de qualidade para cada uma das bases. É possível observar 

que os dados possuem um valor de qualidade Phred > 30. 
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Figura 17 – Resultado da avaliação do conteúdo G+C da amostra LiWTS_06_B pelo Prinseq 

No eixo X está representado a porcentagem do conteúdo GC e no eixo Y o número total de 

sequências. É possível observar que os dados seguem uma distribuição normal. 

 

Figura 18– Resultado da avaliação da qualidade da amostra LiWTS_06_B pelo Prinseq 

No eixo X está representado a posição da base de acordo com o tamanho da leitura e no eixo 

Y está representado o valor médio de qualidade para cada uma das bases. É possível observar 

que os dados possuem um valor de qualidade Phred > 50. 
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Figura 19 – Resultado da avaliação do conteúdo G+C da amostra LiWTS_06_C pelo Prinseq 

No eixo X está representado a porcentagem do conteúdo GC e no eixo Y o número total de 

sequências.  É possível observar que os dados seguem uma distribuição normal. 

 

Figura 20– Resultado da avaliação da qualidade da amostra LiWTS_06_C pelo Prinseq 

No eixo X está representado a posição da base de acordo com o tamanho da leitura e no eixo 

Y está representado o valor médio de qualidade para cada uma das bases. É possível observar 

que os dados possuem um valor de qualidade Phred > 30. 
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Figura 21– Resultado da avaliação do conteúdo G+C da amostra LiSbR_06_A pelo Prinseq 

No eixo X está representado a porcentagem do conteúdo GC e no eixo Y o número total de 

sequências.  É possível observar que os dados seguem uma distribuição normal. 

 

Figura 22 – Resultado da avaliação da qualidade da amostra LiSbR_06_A pelo Prinseq 

No eixo X está representado a posição da base de acordo com o tamanho da leitura e no eixo 

Y está representado o valor médio de qualidade para cada uma das bases. É possível observar 

que os dados possuem um valor de qualidade Phred > 50. 
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Figura 23  – Resultado da avaliação do conteúdo G+C da amostra LiSbR_06_B pelo Prinseq 

No eixo X está representado a porcentagem do conteúdo GC e no eixo Y o número total de 

sequências.  É possível observar que os dados seguem uma distribuição normal. 

 

Figura 24 – Resultado da avaliação da qualidade da amostra LiSbR_06_B pelo Prinseq 

No eixo X está representado a posição da base de acordo com o tamanho da leitura e no eixo 

Y está representado o valor médio de qualidade para cada uma das bases. É possível observar 

que os dados possuem um valor de qualidade Phred > 30. 
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Figura 25 – Resultado da avaliação do conteúdo G+C da amostra LiSbR_06_C pelo Prinseq 

No eixo X está representado a porcentagem do conteúdo GC e no eixo Y o número total de 

sequências.  É possível observar que os dados seguem uma distribuição normal. 

 

Figura 26  – Resultado da avaliação da qualidade da amostra LiSbR_06_C pelo Prinseq 

No eixo X está representado à posição da base de acordo com o tamanho da leitura e no eixo 

Y está representado o valor médio de qualidade para cada uma das bases. É possível observar 

que os dados possuem um valor de qualidade Phred > 50.
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Apêndice B – Genes DE para a categoria de proteínas envolvidas no processo de folding, chaperonas e 

proteínas relacionadas a estresse 

 

Tabela 12 - Proteínas envolvidas no processo de folding, chaperonas e proteínas relacionadas a estresse 

Descrição 
Identificador do 

gene 

Tamanho 
da 

proteína 
(AA) 

Grupo 1A Grupo 1B 

log2FC padj log2FC padj 

Zinc finger LinJ.04.0340 2122 1,23355818 4,40E-13 1,36818344 9,13E-023 
Zinc finger LinJ.09.0790 2228 1,53738438 4,60E-23 1,59738068 1,06E-030 
HSP 70 LinJ.18.1350 822 1,26663093 1,14E-27 1,28588327 6,50E-031 
Zinc finger LinJ.22.0920 2501 1,9572576 1,96E-36 2,01413003 3,37E-030 
DNAJ domains LinJ.24.1330 808 1,36299508 3,26E-10 1,27475216 1,76E-008 
Zinc finger LinJ.26.1400 2421 1,4956094 4,08E-30 1,64611613 1,56E-036 
Zinc finger LinJ.27.1080 415 1,63259389 5,52E-17 1,50740834 6,65E-012 
HSP 70 LinJ.28.1310 658 2,82153983 1,24E-93 2,82852681 3,48E-086 
Zinc finger LinJ.29.1770 1217 1,46347772 1,05E-22 1,44640773 3,29E-021 
Zinc finger LinJ.30.2210 169 3,84775521 1,01E-160 3,90407637 1,76E-098 
Zinc finger (RING-variant domain) LinJ.31.1950 1292 2,62130775 2,56E-94 2,56103156 2,44E-071 
DNAJ domains LinJ.34.2200 808 1,68541028 5,59E-31 1,67676387 1,17E-026 
Zinc finger LinJ.35.1040 435 3,90595406 1,03E-124 4,23454232 1,33E-078 
Zinc finger LinJ.36.2030 306 1,20857153 9,85E-11 NA NA 
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Apêndice C – Genes DE para a categoria de transportadores 

 

Tabela 13 - Transportadores 

Descrição 
Identificador do 

gene 

Tamanho 
da 

proteína 
(AA) 

Grupo 1A Grupo 1B 

log2FC padj log2FC padj 

Vesicular transport (Vps51) LinJ.02.0130 1970 1,32619114 2,87E-23 1,38178871 2,17E-025 
ABC-2 family transporter protein LinJ.02.0270 2656 2,50771342 2,04E-69 2,11290189 4,43E-008 
Chorein (Transmenbrane vacuolar protein 
sorter - VPS) LinJ.09.1050 5363 2,16428155 4,38E-48 2,32383289 2,52E-057 
Transport protein Sec23 LinJ.10.0330 803 1,21278091 4,40E-17 1,27452893 2,88E-019 
BT1 family (folate/biopterin transporter) LinJ.10.0390 700 3,71163186 2,41E-180 3,49246622 1,46E-152 
Major Facilitator Superfamily (MFS) 1 LinJ.11.0660 641 1,49811836 1,81E-24 1,46247114 1,41E-019 
ABC transporter LinJ.11.1230 1805 1,61102161 2,92E-21 1,77153139 3,54E-026 
ABC-2 family transporter protein LinJ.11.1260 1784 1,83378297 9,07E-27 1,86223899 8,91E-029 
ABC-2 family transporter protein LinJ.11.1280 1895 1,3559602 3,74E-20 1,4903427 4,20E-017 
Nucleoside transporter LinJ.13.1110 501 1,4768471 6,22E-25 1,47579823 3,28E-025 
Miltefosine transporter LinJ.13.1590 1097 1,57790849 3,32E-35 1,50829294 2,60E-033 
Sodium/hydrogen exchanger family LinJ.14.1040 646 1,50327829 1,46E-18 1,54987493 1,21E-021 
ABC transporter LinJ.23.0230 1570 1,33236386 1,65E-26 1,34814382 4,40E-032 
FtsX-like permease LinJ.23.0490 1104 1,30400383 2,65E-17 1,32488633 1,21E-018 
Nucleotide sugar transporter LinJ.24.0350 557 1,46131456 1,44E-09 1,63393119 1,28E-009 
ABC transporter LinJ.24.1510 3372 1,73140767 1,15E-29 1,95084802 8,41E-044 
ABC transporter LinJ.27.0480 688 1,76629099 4,73E-36 1,66482228 1,77E-023 
Multi Antimicrobial Extrusion (MATE) domain LinJ.27.0650 884 1,31980315 4,30E-17 1,21573934 2,08E-013 
ABC-2 family transporter protein LinJ.27.0830 1843 1,63491784 6,44E-32 1,70230579 4,34E-035 
ABC transporter LinJ.27.0840 1099 1,50576816 2,50E-09 1,4674018 2,61E-007 
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Amino Acid transmembrane transporter LinJ.27.2680 500 1,87800938 5,42E-24 1,94531185 9,59E-025 
MtN3 suggar efflux transporter LinJ.28.0490 242 2,19713744 5,82E-10 2,10512386 4,09E-008 
Sulfate transporter-like protein LinJ.28.1810 2015 1,29656245 1,00E-14 1,40936602 1,12E-019 
ABC transporter LinJ.29.0640 1866 1,9009873 3,34E-47 1,99112615 2,15E-039 
Cation efflux LinJ.31.2470 451 1,64928669 3,68E-28 1,55852266 1,15E-022 
Amino Acid transmembrane transporter LinJ.33.1510 488 1,74225945 1,68E-27 1,8621331 1,93E-030 
Ion (Calcium) transport protein LinJ.34.0500 2556 1,6569045 7,95E-37 1,6770526 1,16E-043 
ABC transporter LinJ.34.0690 2089 2,30379882 1,04E-78 2,30677599 2,18E-077 
ABC transporter transmembrane region LinJ.34.1060 1341 2,19038778 9,90E-78 2,22530065 4,24E-045 
Chorein (Transmenbrane vacuolar protein 
sorter - VPS) LinJ.34.1500 4795 1,72824595 5,43E-23 1,88154603 6,61E-027 
Major Facilitator Superfamily (MFS) 1 LinJ.35.2870 647 1,57804201 8,15E-14 1,61996655 7,74E-015 
Mitochondrial carrier protein LinJ.35.3380 362 2,80589325 2,14E-38 2,73612504 1,06E-043 
Multi Antimicrobial Extrusion (MATE) domain LinJ.35.3680 620 1,76815003 4,19E-35 1,69859338 1,19E-039 
Chorein (Transmenbrane vacuolar protein 
sorter - VPS) LinJ.36.1500 5608 2,30571986 1,47E-52 2,40183184 3,42E-049 
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Apêndice D – Genes DE para a categoria de proteínas estruturais 

 

Tabela 14 - Proteínas estruturais 

Descrição 
Identificador 

do gene 

Tamanho 
da 

proteína 
(AA) 

Grupo 1A Grupo 1B 

log2FC padj log2FC padj 

Dynein (N-terminal region 2, DHC_N2) LinJ.07.0530 4849 2,5354459 9,55E-46 2,78149894 4,22E-055
Tubulin-tyrosine ligase LinJ.11.0400 1101 1,70060863 2,13E-47 1,78165826 2,16E-055
Kinesin LinJ.13.0590 1423 2,57646828 3,23E-61 2,44605081 7,69E-052
Dynein (region D6 of dynein motor) LinJ.13.1390 4665 2,36690647 2,91E-49 2,48846214 2,02E-069
Myosin LinJ.14.0850 4248 1,66482092 8,28E-33 1,81150145 1,69E-036
Dynein (region D6 of dynein motor) LinJ.14.1130 4268 2,96225469 3,52E-69 3,06693185 2,55E-092
Myosin LinJ.15.0840 2082 1,48654026 4,79E-44 1,42172647 5,01E-034
Kinesin LinJ.16.1550 2811 1,90752768 1,94E-33 2,04277267 8,91E-034
Kinesin LinJ.17.0890 940 1,28989103 3,77E-18 1,26146556 8,24E-019
PDZ domain (PSD95, DlgA e zo-1) LinJ.19.0380 2018 1,23374597 6,44E-18 1,27427573 9,88E-017
Tubulin binding cofactor LinJ.19.0580 3088 1,88291974 7,05E-42 1,99237354 2,70E-043
Kinesin LinJ.19.0680 1127 1,51312546 4,36E-17 1,63811098 5,92E-022
Kinesin LinJ.19.0690 1099 1,22821512 6,48E-13 1,37997739 2,31E-020
Kinesin LinJ.19.0700 2280 1,241817 9,31E-18 1,32585064 6,74E-021
Synaptonemal complex protein 1 
(SCP-1) LinJ.21.0920 3205 2,01632124 3,35E-53 2,08480055 5,14E-058
Kinesin LinJ.21.1280 2129 1,47318624 3,52E-31 1,51842838 3,16E-049
Dynein (N-terminal region 2, DHC_N2) LinJ.22.0930 5660 2,26034455 6,04E-43 2,42079464 1,58E-053
Kinesin LinJ.23.0720 656 1,59318356 1,69E-32 1,50529092 1,08E-032
Dynein (region D6 of dynein motor) LinJ.23.1570 4757 2,43827166 7,63E-54 2,55631328 5,10E-064
Kinesin LinJ.24.1470 3274 1,91939101 5,40E-42 2,03800376 4,07E-048
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Dynein (region D6 of dynein motor) LinJ.25.1010 4702 2,79857629 1,09E-60 2,84673677 1,13E-072
Dynein (region D6 of dynein motor) LinJ.26.1000 4043 2,59640756 3,49E-62 2,707449 9,47E-074
Fibronectin type III LinJ.26.2400 5102 2,61715707 1,72E-71 2,77965641 1,96E-127
Dynein (N-terminal region 2, DHC_N2) LinJ.27.1650 4455 2,70250528 8,36E-85 2,91464616 1,08E-110
Dynein (region D6 of dynein motor) LinJ.27.2460 4338 2,04247907 2,13E-47 2,09171212 4,66E-056
Dynein (region D6 of dynein motor) LinJ.28.0650 4236 2,9047518 5,24E-97 3,0268826 5,79E-074
Dynein (region D6 of dynein motor) LinJ.28.3110 4227 2,24148508 1,47E-45 2,37415382 6,89E-072
Kinesin LinJ.30.0350 610 1,48414552 2,90E-28 1,44802477 2,67E-028
Cofilin LinJ.30.2560 408 2,41981169 2,50E-22 2,57548253 2,55E-019
Kinesin LinJ.33.2690 2074 1,44412205 7,07E-19 1,58660381 2,79E-029
Dynein (region D6 of dynein motor) LinJ.34.3690 4645 2,24793745 4,32E-50 2,42476947 6,69E-087
Dynein (N-terminal region 2, DHC_N2) LinJ.34.3990 4241 1,86548332 4,14E-34 2,03437073 4,79E-051
Kinesin LinJ.35.2090 698 2,03114919 2,57E-38 1,90952799 7,16E-042
Dynein (region D6 of dynein motor) LinJ.36.1010 4172 3,02851799 1,84E-88 3,16261448 6,94E-092
Spc (spindle pole body) LinJ.36.2370 2603 1,20390404 1,83E-14 1,31997479 6,77E-026
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Apêndice E – Genes DE para a categoria de proteínas envolvidas nos processos de ubiquitinação 

 

Tabela 15 - Proteínas envolvidas nos processos de ubiquitinação 

Descrição 
Identificador 

do gene 

Tamanho 
da 

proteína 
(AA) 

Grupo 1A Grupo 1B 

log2FC padj log2FC padj 

HECT domain LinJ.07.0440 6267 2,78658518 3,47E-86 2,91656147 1,05E-087
HECT domain LinJ.13.1510 195 1,56019126 1,85E-12 1,79999279 3,43E-014
HECT domain LinJ.26.2390 3984 2,25883579 6,64E-65 2,3720617 1,13E-070
Ubiquitin LinJ.32.0730 234 2,6959696 3,86E-32 2,60581129 7,93E-030
HECT domain LinJ.32.1150 1629 1,51007558 7,96E-37 1,49771501 2,26E-046
HECT domain LinJ.32.4080 4087 1,94687103 3,84E-34 2,10950819 3,41E-046
HECT domain LinJ.34.3180 320 2,32800734 1,64E-22 2,0103947 2,17E-013
HECT domain LinJ.35.2500 2310 2,04653387 1,21E-41 2,11387934 5,83E-053
Ubiquitin LinJ.35.3110 1154 1,46897709 5,84E-40 1,4645932 5,13E-038
HECT domain LinJ.35.5080 6624 3,19035995 7,06E-73 3,43776677 6,15E-091
Ubiquitin LinJ.36.3690 684 1,68341527 2,11E-14 1,8058353 3,00E-014
HECT domain LinJ.36.6600 4164 1,95883966 1,85E-29 2,11889874 9,99E-038
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Apêndice F – Genes DE para a categoria de proteínas envolvidas nos processos de processamento de DNA e 

RNA 

 

Tabela 16 - Processamento de DNA e RNA 

Descrição 
Identificador 

do gene 

Tamanho 
da 

proteína 
(AA) 

Grupo 1A Grupo 1B 

log2FC padj log2FC padj 

Nucleotidyltransferase domain LinJ.04.0490 3002 1,59422848 3,80E-24 1,80786095 2,07E-037 
RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.04.1190 311 2,15144344 8,70E-38 2,20775516 9,21E-035 
XRN 5'-3' exonuclease N-terminus LinJ.06.0260 1499 1,59744351 2,61E-37 1,57609826 2,94E-044 
RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.06.0800 1993 1,61665526 4,30E-20 1,66845101 4,33E-019 
RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.09.0100 245 2,48445624 1,56E-23 2,6157489 5,75E-023 
RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.09.0110 299 2,97209441 2,26E-40 2,97818248 4,37E-031 
PSP1 (Polymerase supressor protein 1) LinJ.10.0100 362 1,53353882 1,53E-07 1,60103005 1,77E-008 
Helicase LinJ.11.0330 994 1,54575625 9,37E-31 1,50642093 1,97E-030 
PSP1 (Polymerase supressor protein 1) LinJ.13.0580 956 1,34826999 4,52E-17 1,42699326 1,28E-026 
UDP glucosyl transferase LinJ.14.0480 510 2,27368004 1,63E-13 2,57803149 3,68E-013 
DNA polymerase LinJ.14.0980 1548 1,28073703 1,41E-20 1,27334229 3,99E-020 
DEAD/DEAH box helicase LinJ.17.1020 276 1,33088938 2,43E-09 1,34683318 2,92E-009 
RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.18.0170 347 2,65243156 4,75E-22 2,85435458 5,93E-017 
RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.18.0180 348 3,27404932 2,32E-16 3,25831631 1,07E-012 
RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.18.0190 342 3,92660021 1,20E-28 3,78930582 4,23E-020 
RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.18.0590 421 3,63176148 1,29E-133 3,46152707 1,19E-088 
CCR4-Not complex component (Not1) LinJ.21.0880 2253 1,89826118 3,50E-75 1,85616763 2,85E-051 
MKT1 LinJ.21.0900 1048 2,02442884 1,55E-38 2,03427152 6,78E-072 
DNA mismatch repair LinJ.21.1100 1563 1,51371189 1,98E-11 1,55506695 2,73E-012 
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RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.23.0890 587 4,09700578 2,39E-156 4,3295829 9,02E-164 
RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.23.0900 599 2,81059155 1,33E-56 2,84461892 2,27E-046 
DNA polymerase LinJ.23.1590 3085 1,39124928 2,00E-19 1,55356219 1,87E-030 
RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.24.1640 693 3,23137362 1,84E-105 3,32798941 7,78E-080 
RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.25.0500 233 1,42736551 1,46E-18 1,46401599 2,22E-016 
RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.25.0510 167 3,30419258 7,69E-43 3,30506228 6,34E-040 
Regulator of chromosome condensation 
repeat LinJ.26.0720 1753 1,29585172 4,29E-20 1,38144279 6,75E-023 
TROVE (Telomerase, Ro and Vault) domain LinJ.26.1090 4122 1,63802486 2,59E-28 1,79592075 2,95E-031 
RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.27.0360 495 2,24983389 4,24E-37 2,12258066 7,74E-033 
PSP1 (Polymerase supressor protein 1) LinJ.29.1210 1102 2,46410383 3,67E-33 2,43720487 9,89E-023 
RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.29.1440 639 4,13770606 1,27E-148 3,8919563 3,49E-019 
RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.29.1460 920 3,02103258 3,00E-46 3,27159916 1,07E-035 
RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.29.1470 663 3,95987986 5,63E-65 4,093823 1,16E-042 
RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.29.1480 1389 2,60412179 3,19E-54 2,81927147 4,59E-037 
RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.29.1500 783 4,0922858 3,60E-170 4,28051393 4,15E-122 
RNA polymerase interacting factor LinJ.29.2510 399 1,22108395 1,69E-08 NA NA 
Cyclic Nucleotide phosphodiesterase LinJ.29.2550 724 1,60532031 1,85E-22 1,59791134 5,76E-031 
RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.29.2940 210 3,18571407 3,72E-146 3,17826969 1,23E-127 
PSP1 (Polymerase supressor protein 1) LinJ.30.1430 1059 1,50599374 1,56E-12 1,3657784 1,86E-010 
RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.30.2190 503 2,42644494 6,90E-30 2,39136048 3,58E-022 
MKT1 LinJ.30.3480 799 2,7560036 1,04E-73 2,72760947 1,81E-046 
DNA-binding domain LinJ.31.1360 535 4,57010417 2,54E-74 4,71830989 2,25E-064 
RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.31.2860 313 1,53839685 1,00E-27 1,51735963 1,13E-027 
DEAD/DEAH box helicase LinJ.32.0410 614 2,93514412 3,33E-121 2,90535114 4,80E-128 
DNA polymerase LinJ.32.1980 754 2,3192805 1,75E-55 2,37317554 4,29E-043 
RNA polymerase interacting factor LinJ.33.0840 1680 1,61794534 1,64E-26 1,67316678 1,78E-028 
PSP1 (Polymerase supressor protein 1) LinJ.33.1070 956 2,5213705 3,73E-64 2,54365913 2,12E-045 
RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.33.1530 678 2,11290313 1,30E-24 2,18937898 1,94E-020 
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RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.33.1540 209 3,79480193 1,22E-70 4,07900345 5,87E-052 
RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.33.1550 330 3,76534935 2,53E-116 4,02748831 5,77E-112 
RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.33.1560 128 2,0034241 2,12E-09 2,14742433 3E-09 
OTT_1508-like deaminase LinJ.33.1860 271 1,49470658 3,92E-07 NA NA 
Forkhead LinJ.33.3090 1267 1,22407921 6,39E-15 1,27702337 7,28E-011 
Forkhead LinJ.33.3140 1224 2,63482094 1,05E-47 2,75945512 2,79E-058 
Helicase LinJ.34.3010 2548 1,54378194 5,53E-29 1,62363555 1,08E-033 
PSP1 (Polymerase supressor protein 1) LinJ.35.0970 413 1,44667767 8,75E-22 1,4248829 1,53E-026 
RNA recognition motif (RRM_1) LinJ.35.2240 274 2,14770192 2,85E-34 2,2749074 7,97E-052 
DEAD/DEAH box helicase LinJ.35.2320 1509 1,45321267 1,83E-31 1,45854517 5,92E-033 
DNA polymerase LinJ.35.3040 412 1,24705743 8,33E-16 1,2152919 1,10E-014 
DEAD/DEAH box helicase LinJ.35.3150 924 1,71603813 8,89E-44 1,64485429 1,63E-060 
RNA polymerase interacting factor LinJ.35.3570 561 2,3051729 4,24E-40 2,49490357 1,49E-041 
PSP1 (Polymerase supressor protein 1) LinJ.35.5040 280 3,61580389 3,97E-38 3,81547236 2,25E-030 
PSP1 (Polymerase supressor protein 1) LinJ.36.4790 379 1,87624895 1,44E-30 1,76861702 4,06E-022 
tRNA synthetase LinJ.36.5870 1100 1,3428965 3,19E-28 1,23084435 5,88E-032 
RNA polymerase interacting factor LinJ.36.7090 292 3,90986687 3,26E-87 4,17131331 1,24E-073 
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Apêndice G – Genes DE para a categoria de enzimas metabólicas 

 

Tabela 17 - Enzimas metabólicas 

Descrição 
Identificador 

do gene 

Tamanho 
da proteína 

(AA) 

Grupo 1A Grupo 1B 

log2FC padj log2FC padj 

AAA domain (ATPases Associated 
with diverse cellular Activities) LinJ.01.0480 1438 2,05482584 8,58E-56 2,022885395 2,00E-063 
AAA domain (ATPases Associated 
with diverse cellular Activities) LinJ.08.0940 2457 1,33073169 5,86E-29 1,384313421 8,05E-036 
AAA domain (ATPases Associated 
with diverse cellular Activities) LinJ.20.0280 4825 1,73808364 7,90E-29 1,90467165 2,61E-036 
AAA domain (ATPases Associated 
with diverse cellular Activities) LinJ.29.1360 867 1,4991422 4,48E-26 1,469136183 5,76E-020 
AAA domain (ATPases Associated 
with diverse cellular Activities) LinJ.31.1390 1480 1,32843335 3,86E-20 1,337759914 3,98E-019 
AAA domain (ATPases Associated 
with diverse cellular Activities) LinJ.32.1420 1105 2,02358256 4,95E-57 2,066011958 2,26E-047 
AAA domain (ATPases Associated 
with diverse cellular Activities) LinJ.32.3350 2625 1,76642271 1,41E-34 1,845250409 2,53E-043 
Aconitase LinJ.18.0510 896 1,52997266 8,43E-35 1,425863889 2,47E-032 
Acyltransferase LinJ.27.1460 1610 1,30176497 4,23E-19 1,285723061 5,56E-019 
Alpha kinase family LinJ.25.0690 1680 1,56401024 1,44E-23 1,610910528 2,01E-029 
Alpha kinase family LinJ.36.4760 369 1,77555327 1,82E-15 1,842059195 2,37E-016 
Alpha kinase family LinJ.36.4770 1141 2,70585481 7,03E-54 2,683536269 3,33E-044 
AMP binding LinJ.19.0970 603 1,42016065 2,76E-28 1,375948489 2,10E-020 
ATPase (CaATP_NAI, Ca2+-
ATPase N terminal autoinhibitory 
domain) LinJ.29.0510 1196 2,74223382 9,72E-79 2,793139004 2,81E-041 
ATPase (Phospholipid- LinJ.09.0940 2528 1,49912174 9,31E-25 1,59746739 7,76E-030 
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translocating P-type ATPase) 
ATPase (Phospholipid-
translocating P-type ATPase) LinJ.34.2460 1491 1,842703 5,88E-35 1,754462895 1,31E-025 
Calcium motive p-type ATPase LinJ.35.2080 1109 2,63936954 7,83E-122 2,59756934 7,71E-070 
Carboxyl transferase domain LinJ.31.3080 2168 1,3863561 2,29E-27 1,410294516 1,96E-033 
Casein Kinase LinJ.35.1030 353 1,20547628 1,54E-18 NA NA 
CASPase LinJ.20.1280 2757 1,25455538 2,69E-24 1,383328818 2,82E-041 
Choline/Carnitine o-acyltransferase LinJ.29.1400 627 2,06944235 5,78E-41 2,02161547 3,72E-037 
CRAL TRIO (The CRAL-TRIO 
domain is found in GTPase-
activating proteins (GAPs)) LinJ.32.1330 766 2,24580987 1,53E-32 2,413583342 2,03E-030 
Cysteine desulfhydrase LinJ.32.2780 399 1,31087575 1,25E-11 NA NA 
Cytochrome b5 (Cyt-b5-like 
Heme/Steroid binding domain) LinJ.26.1410 1148 2,7113828 6,51E-49 2,885244443 1,40E-042 
Cytochrome P450 reductase LinJ.35.2600 832 2,08053805 8,85E-54 2,113633188 7,03E-047 
Epimerase (NAD dependent 
epimerase/dehydratase family) LinJ.34.2970 510 2,35903645 1,31E-38 2,324247548 1,12E-035 
Epimerase (Ribulose-phosphate 3 
epimerase family) LinJ.35.3730 253 2,2158026 5,25E-42 2,201450521 1,23E-038 
Fatty acid elongation (GNS1/SUR4 
family) LinJ.14.0670 285 1,33251445 5,79E-25 1,30151717 4,45E-027 
Fatty acid elongation (GNS1/SUR4 
family) LinJ.14.0730 299 2,78425575 1,44E-22 2,915549845 6,17E-018 
Fatty acid elongation (GNS1/SUR4 
family) LinJ.14.0740 335 1,4717109 5,47E-28 1,429272661 9,27E-015 
Fucokinase LinJ.16.0490 1186 1,47717788 0,0094660 NA NA 
Galactose Oxidase LinJ.24.0490 1196 1,852587 4,02E-37 2,031070889 1,16E-042 
Gamma-glutamylcysteine 
synthetase LinJ.18.1660 687 1,37119134 6,86E-24 1,291886918 1,12E-026 
Glycosyl hidrolase LinJ.34.2000 1182 1,39320354 1,18E-22 1,435624027 7,10E-026 
GTP-binding protein LinJ.29.2310 700 1,20718265 9,38E-23 NA NA 
Haemolysin-III related LinJ.36.5760 337 1,72920086 2,31E-15 1,588486754 3,88E-012 
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Inositol 1,4,5-trisphosphate 
receptor LinJ.16.0290 2874 1,37887243 1,36E-17 1,544127235 1,03E-023 
Inositol hexakisphosphate kinase LinJ.23.1720 1680 1,42958046 4,50E-28 1,503026054 3,62E-027 
Inositol polyphosphate 
phosphatase LinJ.24.0840 2737 1,2546328 9,39E-15 1,376002617 4,94E-021 
Lipase LinJ.13.0210 665 1,27122068 1,74E-12 1,323694862 8,83E-012 
Mannosyltransferases LinJ.31.1920 857 1,44642799 2,45E-15 1,537879872 1,11E-016 
Middle domain of eukaryotic 
initiation factor 4G (eIF4G) domain LinJ.15.0060 1016 1,57213259 2,01E-20 1,582081671 7,88E-026 
Mitogen-activated protein kinase 
(MAP kinase) LinJ.19.0170 407 1,26610162 2,53E-11 NA NA 
Mitogen-activated protein kinase 
(MAP kinase) LinJ.28.0620 1574 1,47532867 8,44E-23 1,522169688 1,91E-020 
Mitogen-activated protein kinase 
(MAP kinase) LinJ.33.1470 408 1,30912989 6,77E-16 1,235257449 4,00E-016 
Mitogen-activated protein kinase 
(MAP kinase) LinJ.35.4050 1343 1,20330765 1,59E-21 1,205780571 2,00E-025 
Mitogen-activated protein kinase 
(MAP kinase) LinJ.36.0780 456 2,69944553 6,35E-44 2,657303207 3,41E-032 
Mitogen-activated protein kinase 
(MAP kinase) LinJ.36.0920 525 1,98949084 5,10E-25 1,87376018 1,17E-012 
Mitogen-activated protein kinase 
(MAP kinase) LinJ.36.0970 1563 3,13587332 1,60E-119 3,133550331 3,67E-073 
Nicotinate 
phosphoribosyltransferase 
(NAPRTase) family LinJ.33.1010 414 1,24624309 1,03E-12 1,25835438 3,75E-013 
Patatin (Patatin-like phospholipase) LinJ.34.2740 432 3,68774883 3,80E-92 3,897862478 5,98E-064 
Peptidase C2 (Calpain family 
cysteine protease) LinJ.04.0430 855 1,25556724 1,62E-15 1,268370584 2,32E-020 
Peptidase C2 (Calpain family 
cysteine protease) LinJ.27.0500 5982 2,94305244 3,82E-86 3,159800686 3,77E-072 
Peptidase C2 (Calpain family 
cysteine protease) LinJ.27.0510 6168 3,11551567 1,66E-56 NA NA 
Peptidase C2 (Calpain family LinJ.27.2520 4343 3,21312947 9,06E-141 3,358544098 2,21E-116 
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cysteine protease) 
Peptidase C2 (Calpain family 
cysteine protease) LinJ.33.2130 1379 1,63762107 2,59E-24 1,670781609 6,36E-026 
Peptidase M14 (Zinc 
carboxypeptidase) LinJ.33.0210 1484 1,48511697 3,97E-29 1,480096943 1,20E-032 
Peptidase M14 (Zinc 
carboxypeptidase) LinJ.34.2670 843 1,26712426 2,68E-16 NA NA 
Serine/threonine-protein 
phosphatase LinJ.12.0610 961 1,61664243 2,07E-39 1,667220144 1,45E-039 
Phosphatase LinJ.21.0760 621 2,33577681 1,06E-37 2,237772056 1,77E-031 
Phosphatase LinJ.34.1950 1382 3,12558503 1,08E-83 3,273268555 3,55E-048 
Phosphatase (histidine 
phosphatase) LinJ.36.6770 667 1,90361344 3,13E-35 1,741752686 2,16E-023 
Phosphatase (PP2C) LinJ.14.0960 970 1,43060231 3,17E-15 1,517194836 3,68E-016 
Phosphatase (PP2C) LinJ.31.1340 2567 1,59654933 2,76E-27 1,691970192 7,29E-033 
Phosphatase (PP2C) LinJ.32.1770 563 1,48988269 9,13E-17 1,568440598 9,27E-020 
Phosphatase (PP2C) LinJ.34.2310 391 3,9158516 2,23E-56 3,658851623 2,61E-037 
Phosphatase domain 
(Myotubularin-like) LinJ.12.0270 3230 1,93804357 3,66E-43 2,027211863 7,28E-039 
Phosphatase-like protein LinJ.13.1630 587 2,48457235 1,80E-45 2,468766396 1,08E-038 
Phosphatidylinositol kinase LinJ.30.1840 1374 1,87076044 1,33E-29 2,02930227 2,52E-030 
Phosphogluconate dehydrogenase LinJ.35.3390 479 1,2136963 4,65E-21 NA NA 
PI3 PI4 kinase 
(Phosphatidylinositol 3- and 4-
kinase) LinJ.02.0100 4906 1,81285348 1,38E-30 1,962881044 1,99E-036 
PI3 PI4 kinase 
(Phosphatidylinositol 3- and 4-
kinase) LinJ.20.1140 3297 2,21211643 3,64E-37 2,293617534 8,91E-050 
PI3 PI4 kinase 
(Phosphatidylinositol 3- and 4-
kinase) LinJ.29.1550 2658 2,89617608 5,70E-80 2,946938628 2,96E-061 
PI3 PI4 kinase 
(Phosphatidylinositol 3- and 4- LinJ.32.1520 3211 1,7216828 6,13E-36 1,867899304 3,35E-055 
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kinase) 
PI3 PI4 kinase 
(Phosphatidylinositol 3- and 4-
kinase) LinJ.34.3750 2628 1,47116317 1,63E-19 1,585312904 2,24E-030 
PI3 PI4 kinase 
(Phosphatidylinositol 3- and 4-
kinase) LinJ.34.4160 2438 1,65592907 5,04E-29 1,6805738 1,22E-032 
PI3 PI4 kinase 
(Phosphatidylinositol 3- and 4-
kinase) LinJ.36.3090 4178 1,28857461 3,04E-14 1,430677142 2,10E-018 
PI3 PI4 kinase 
(Phosphatidylinositol 3- and 4-
kinase) LinJ.36.6580 2613 1,29087192 3,50E-20 1,336697996 4,82E-025 
Proline dehydrogenase LinJ.26.1590 561 1,20646661 6,45E-16 NA NA 
Protein Kinase LinJ.02.0540 981 2,08580481 2,71E-45 2,055097994 1,08E-030 
Protein Kinase LinJ.03.0330 1454 1,22793876 1,21E-13 NA NA 
Protein Kinase LinJ.03.0760 2032 1,26056448 9,95E-14 1,340707088 1,76E-015 
Protein Kinase LinJ.06.0660 3149 1,84889708 2,63E-44 1,805769836 8,02E-029 
Protein Kinase LinJ.07.0770 1847 1,33578436 2,91E-19 1,298543039 1,27E-016 
Protein Kinase LinJ.07.1050 1356 1,63012565 7,52E-33 1,71369146 2,89E-031 
Protein Kinase LinJ.14.1140 1038 2,24810724 1,36E-65 2,125823356 5,43E-052 
Protein Kinase LinJ.15.1180 2698 1,49549199 5,65E-23 1,644578823 3,57E-033 
Protein Kinase LinJ.18.0270 355 2,37990987 4,02E-55 2,383782902 2,42E-042 
Protein Kinase LinJ.19.0360 1858 1,45874077 1,10E-19 1,601422903 4,33E-030 
Protein Kinase LinJ.19.0590 1675 1,44148819 6,03E-19 1,491200711 2,01E-013 
Protein Kinase LinJ.20.0780 3956 1,99343954 3,97E-42 2,117032296 4,95E-041 
Protein Kinase LinJ.20.0970 3275 1,57440562 1,70E-22 1,725604302 2,02E-026 
Protein Kinase LinJ.21.0190 1711 1,58600354 2,81E-24 1,67531822 1,18E-033 
Protein Kinase LinJ.22.0770 358 1,44386703 1,64E-18 1,468546913 7,23E-022 
Protein Kinase LinJ.24.1800 1447 1,33025976 2,70E-12 1,371364202 3,30E-018 
Protein Kinase LinJ.25.2450 389 1,36240219 1,70E-22 1,335961472 7,29E-020 
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Protein Kinase LinJ.26.0950 1395 1,33579301 2,13E-17 1,37229449 1,88E-022 
Protein Kinase LinJ.26.2110 1768 1,69945977 1,37E-32 1,897384764 3,33E-036 
Protein Kinase LinJ.26.2130 1452 1,49680134 1,47E-22 1,586503045 1,72E-024 
Protein Kinase LinJ.27.1290 1520 1,61876766 1,24E-27 1,660275291 1,14E-026 
Protein Kinase LinJ.27.1700 1742 1,54473419 1,06E-16 1,666330247 1,93E-026 
Protein Kinase LinJ.28.2140 876 2,12642418 3,20E-30 2,151937836 3,28E-035 
Protein Kinase LinJ.29.0380 1550 1,32415968 2,29E-11 1,430604903 2,65E-015 
Protein Kinase LinJ.29.2140 815 1,5327359 2,91E-25 1,517805279 7,24E-026 
Protein Kinase LinJ.29.2260 578 1,96515559 1,49E-18 1,944820101 8,66E-016 
Protein Kinase LinJ.30.0620 928 4,05307494 9,54E-130 4,128960569 9,57E-100 
Protein Kinase LinJ.30.0850 510 1,69662199 8,57E-26 1,599134604 9,96E-023 
Protein Kinase LinJ.31.1880 1359 1,55532007 1,46E-16 1,538680359 7,82E-019 
Protein Kinase LinJ.32.0270 1360 2,47280393 8,75E-68 2,299416971 7,02E-067 
Protein Kinase LinJ.32.0820 1138 1,25337581 3,57E-16 1,347635807 3,54E-014 
Protein Kinase LinJ.32.1350 552 1,20158894 3,22E-10 1,314277025 2,34E-011 
Protein Kinase LinJ.32.1900 656 2,47528497 3,68E-45 2,404104025 2,46E-035 
Protein Kinase LinJ.32.3450 1106 1,71014737 1,11E-29 1,736483333 2,53E-027 
Protein Kinase LinJ.33.1930 958 1,89208832 1,91E-26 1,948255003 6,77E-034 
Protein Kinase LinJ.33.2190 912 1,80511682 1,94E-31 1,943013161 8,77E-031 
Protein Kinase LinJ.33.2420 1987 2,38283056 4,25E-63 2,421416824 3,17E-045 
Protein Kinase LinJ.34.1910 1467 3,39104497 7,61E-125 3,544540781 1,62E-085 
Protein Kinase LinJ.34.2850 941 1,78593337 1,04E-20 1,906534834 5,69E-024 
Protein Kinase LinJ.35.1850 575 2,97097689 2,19E-66 2,766247906 6,07E-042 
Protein Kinase LinJ.35.3220 1876 1,98168795 4,63E-49 2,220435495 7,88E-036 
Protein Kinase LinJ.36.1580 510 1,45172315 5,85E-17 1,478772268 9,24E-024 
Protein Kinase LinJ.36.2760 3458 1,96638694 5,24E-38 2,066235387 5,69E-049 
Protein Kinase LinJ.36.4460 816 4,72783297 2,90E-196 4,936808866 3,20E-140 
Protein Kinase LinJ.36.5580 1255 1,31328971 4,82E-16 1,486155008 7,33E-023 
Protein Kinase  (Diacylglycerol LinJ.26.0680 935 1,3270948 1,26E-19 1,3386198 3,46E-018 
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kinase) 
Ras (Small GTPases, Rab 
GTPases) LinJ.36.6510 296 2,23264802 1,42E-19 2,296499095 4,90E-015 
RAV 1 protein (regulator of the 
ATPase of vacuolar and endosomal 
membranes) LinJ.07.0090 3756 1,20279022 9,91E-16 1,337899631 2,41E-024 
Sec63 LinJ.13.0390 2167 1,73380158 6,13E-42 1,780864646 1,97E-048 
Sec7 (ARF guanine nucleotide 
exchange factor (ARF-GEF)) LinJ.07.0270 2225 1,47455361 1,81E-24 1,477852476 3,52E-021 
Sec7 (ARF guanine nucleotide 
exchange factor (ARF-GEF)) LinJ.34.2220 1873 1,74947167 2,61E-26 1,733172293 6,80E-031 
Sec7 (ARF guanine nucleotide 
exchange factor (ARF-GEF)) LinJ.34.2340 2428 1,79219799 4,27E-36 1,750507484 4,42E-033 
Serine palmitoyltransferase LinJ.35.0320 526 1,59463756 1,16E-31 1,495235551 3,71E-031 
Serine/threonine protein kinase LinJ.03.0770 987 1,7377948 2,92E-12 1,864310101 3,76E-014 
Serine/threonine protein kinase LinJ.32.0860 1363 2,28487247 9,09E-63 2,456095768 2,92E-055 
Serine/threonine protein kinase LinJ.33.2100 448 1,34796958 3,13E-15 1,256392118 1,87E-010 
Serine/threonine protein kinase LinJ.36.2420 476 2,64522219 6,92E-30 2,835109837 3,79E-035 
Serine/threonine-protein 
phosphatase LinJ.34.0840 300 1,72783932 1,11E-13 1,852666613 1,60E-012 
Serine/threonine-protein 
phosphatase LinJ.34.0850 301 1,60489136 2,65E-06 1,48365334 0,000116558 
Transmembrane ATPase (ATP 
synthase) LinJ.25.2590 295 3,50398508 1,47E-08 NA NA 
Vacuolar sorting protein LinJ.16.0780 5661 2,51751178 1,13E-49 2,689522999 6,17E-063 
Vacuolar sorting protein LinJ.36.4890 931 1,41927869 5,20E-18 1,453503028 6,40E-018 
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Apêndice H – Genes DE para a categoria de enzimas metabólicas 

 

Tabela 18 - Controle do ciclo celular 

Descrição 
Identificador 

do gene 

Tamanho 
da 

proteína 
(AA) 

Grupo 1A Grupo 1B 

log2FC padj log2FC padj 

Cyclin LinJ.24.1960 658 2,05042651 5,036E-18 2,08238174 1,20E-013 
Cyclin (CYC2-like) LinJ.30.3690 253 2,4406809 2,8665E-26 2,36070951 1,15E-020 
Cyclin (CYC2-like) LinJ.32.0870 164 2,43720546 6,3934E-36 2,57484296 4,95E-033 

Cyclin binding 
domain 

LinJ.36.0890 1827 2,12083964 1,64E-37 2,12282062 5,38E-043 

Cyclin binding 
domain 

LinJ.34.2680 647 1,30006725 8,55E-23 NA NA 
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Apêndice I – Genes DE para a categoria de proteínas que atuam na mediação da interação de outras proteínas 

 

Tabela 19 - Proteínas que atuam na mediação da interação de outras proteínas 

Descrição 
Identificador 

do gene 

Tamanho da 
proteína 

(AA) 

Grupo 1A Grupo 1B 

log2FC padj log2FC padj 

Adaptor protein complexes (formation of 
clathrin-coated pits and vesicles) LinJ.11.0990 991 1,50413852 1,23E-24 1,57187383 2,62E-020 
Amastin (Amastin surface glycoprotein) LinJ.10.0240 490 1,70877685 8,55E-30 1,69266134 3,44E-027 
Amastin (Amastin surface glycoprotein) LinJ.14.0500 275 1,7408984 2,56E-34 1,61541849 8,96E-029 
Amastin (Amastin surface glycoprotein) LinJ.28.1230 519 2,65710408 2,51E-58 2,45782601 1,66E-042 
Amastin (Amastin surface glycoprotein) LinJ.34.1040 203 1,60613568 1,42E-20 1,54729141 1,92E-022 
Amastin (Amastin surface glycoprotein) LinJ.34.1050 193 2,73744822 2,81E-63 2,62708682 1,51E-035 
Amastin protein LinJ.30.1490 206 1,46656578 3,46E-10 1,54765502 6,60E-011 
Ank 2 (Ankyrin repeats) LinJ.19.1110 5767 2,10843492 6,54E-38 2,38688552 7,42E-048 
Ank 2 (Ankyrin repeats) LinJ.35.2030 3774 1,41240816 8,25E-20 1,54106748 1,92E-023 
C2 domain (Ca2+ - dependent membrane 
targeting molecule) LinJ.01.0750 2342 1,27233238 5,93E-20 1,36479774 7,54E-028 
C2 domain (Ca2+ - dependent membrane 
targeting molecule) LinJ.06.0730 739 1,28662687 3,63E-13 1,29521964 3,35E-014 
C2 domain (Ca2+ - dependent membrane 
targeting molecule) LinJ.29.0110 2452 1,53395103 7,86E-26 1,66914829 5,87E-052 
C2 domain (Ca2+ - dependent membrane 
targeting molecule) LinJ.36.4530 2193 2,17576855 2,82E-38 2,35556239 3,47E-053 
TPR 11 (Tetratrico Peptide Repeat Region) LinJ.28.0530 712 2,2046167 4,41E-38 2,19490132 1,02E-025 
TPR 11 (Tetratrico Peptide Repeat Region) LinJ.32.2560 2567 1,41408539 3,51E-18 1,64769994 3,22E-039 
TPR 11 (Tetratrico Peptide Repeat Region) LinJ.36.0820 850 1,26520825 5,77E-14 1,29232793 8,01E-016 
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Apêndice J – Genes DE para a categoria de proteínas com função desconhecida na biologia de Leishmania sp 

 

Tabela 20 - Proteínas com função desconhecida na biologia de Leishmania spp 

Descrição 
Identificador 

do gene 

Tamanho 
da 

proteína 
(AA) 

Grupo 1A Grupo 1B 

log2FC padj log2FC padj 

Atrophin-1 (Atrophin-1 family) LinJ.19.1690 1741 1,40377952 2,24E-69 1,39006899 5,35E-019
Atrophin-1 (Atrophin-1 family) LinJ.19.1680 1752 3,58456926 3,03E-48 3,9417803 5,53E-084
Beige/BEACH domain LinJ.23.0130 2860 1,5476627 5,64E-31 1,58656078 4,98E-031
Beige/BEACH domain LinJ.36.1800 4367 1,91215482 1,64E-15 2,0260228 1,29E-047
Beige/BEACH domain LinJ.33.2920 5118 2,30418082 1,13E-26 2,43200285 5,61E-052
Beta helix (Right handed beta helix region) LinJ.27.0680 3291 2,12138267 3,52E-25 2,19229622 2,56E-046
BLLF1 LinJ.05.0870 1940 1,26566872 6,29E-97 1,32888296 3,71E-018
BLLF1 LinJ.34.0640 2393 1,36021358 5,80E-25 1,45799445 7,01E-025
BLLF1 LinJ.33.3130 1577 1,66992427 3,53E-19 1,67223943 2,84E-029
BRO1 domain LinJ.27.1540 915 1,9857499 4,72E-14 2,00783708 4,48E-032
Clathrin LinJ.36.1700 1693 1,9828332 4,23E-14 1,98557632 1,30E-101
Clathrin LinJ.27.0770 1091 2,16244597 1,61E-21 2,37715289 1,05E-029
CLU domain LinJ.16.1760 3074 1,20730091 1,30E-13 1,3015969 4,31E-015
CLU domain LinJ.16.1750 690 1,40354927 2,90E-74 1,44266339 1,19E-014
Coatomer WD associated region LinJ.34.4140 1196 1,36218437 2,01E-22 1,3146463 3,71E-030
Culllin LinJ.31.1740 1198 1,20054645 3,87E-23 NA NA 
Dopey LinJ.32.3610 2784 1,63436606 5,50E-22 1,75299858 4,82E-033
DUF (Protein of unknown function) LinJ.10.0140 505 1,2490452 2,41E-52 1,32787693 3,16E-015
DUF (Protein of unknown function) LinJ.26.2510 1573 1,40262471 8,86E-21 1,52466937 4,00E-025
DUF (Protein of unknown function) LinJ.34.1600 803 1,60044124 5,23E-40 1,55867771 1,66E-021
DUF (Protein of unknown function) LinJ.32.3020 593 1,48975261 1,36E-05 1,66302765 1,13E-029
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DUF (Protein of unknown function) LinJ.34.2370 870 1,56856751 3,42E-20 1,6635449 1,01E-032
DUF (Protein of unknown function) LinJ.32.2030 468 1,6597062 4,42E-05 1,70948621 3,17E-024
DUF (Protein of unknown function) LinJ.30.2220 2452 1,71949067 2,65E-43 1,77518522 9,09E-036
DUF (Protein of unknown function) LinJ.36.6220 316 1,90791762 3,57E-15 1,85830285 4,57E-011
DUF (Protein of unknown function) LinJ.30.3750 581 1,99300294 2,95E-36 1,91088995 2,97E-025
DUF (Protein of unknown function) LinJ.36.3330 1401 2,24165312 4,87E-09 2,16056863 7,84E-052
DUF (Protein of unknown function) LinJ.18.1430 2047 2,14167309 2,76E-25 2,1639681 5,38E-048
DUF (Protein of unknown function) LinJ.13.1220 465 2,5916834 2,71E-14 2,2598373 2,38E-030
DUF (Protein of unknown function) LinJ.31.1230 4946 2,78875857 6,02E-34 2,94225559 3,90E-077
Epsin N-terminal homology domain LinJ.25.0680 559 1,90116141 5,59E-28 1,67412638 1,18E-030
ER-Golgi trafficking TRAPP LinJ.25.1630 2298 1,22829253 4,44E-22 1,30733125 9,30E-024
Ezrin/radixin/moesin family LinJ.19.1140 2678 2,24512726 1,84E-81 2,37377745 4,39E-056
Formin domain LinJ.17.1040 1436 1,3084835 6,13E-29 1,29460053 2,34E-019
FUSC2 (Fusaric acid resistance protein-
like) LinJ.12.0530 1112 2,11127218 7,47E-42 2,12517127 6,32E-030
Kringle domain LinJ.25.0480 1147 1,64294157 7,89E-15 1,58927799 4,40E-032
Laminin LinJ.35.1620 1951 1,42148685 2,20E-17 1,52270774 2,02E-040
Nipped B (Sister chromatid cohesion C-
terminus) LinJ.13.0320 2023 1,53131078 2,85E-16 1,6031058 1,62E-042
Nodulin like LinJ.29.1630 586 2,40151769 5,56E-20 1,89585031 0,00138031
Nodulin like LinJ.29.1610 648 2,17597314 1,15E-39 1,96792777 0,00029671
Nodulin like LinJ.11.0680 622 2,18864521 3,51E-40 2,10782914 6,04E-036
P53-induced protein (sestrin) LinJ.18.0660 1308 1,35107989 6,02E-15 1,35162917 1,36E-024
Reticulon, neuroendocrine-specific protein LinJ.30.2570 197 1,52377296 4,76E-16 1,43583355 3,66E-019
SAC3 family LinJ.12.0250 1898 1,23198788 2,61E-24 1,30588721 3,96E-021
Scd6-like Sm domain LinJ.25.0550 297 1,63983587 1,81E-30 1,54138045 1,19E-027
SPRY domain SPRY domain (SPla and 
the Ryanodine receptor) LinJ.13.1520 5144 2,28678984 2,79E-38 2,45610769 3,17E-048
Staphylococcal nuclease homologue LinJ.32.1000 934 1,31740205 7,43E-28 1,33052432 1,12E-028
Synaptobrevin LinJ.32.2310 1305 1,34343366 3,49E-49 1,2534205 1,15E-017
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WD domain LinJ.06.0030 675 1,41880372 6,45E-19 1,37494181 1,46E-030
WD domain LinJ.21.1480 1262 1,32047518 3,18E-54 1,53155587 2,60E-018
WD domain LinJ.17.0280 614 1,24942755 6,03E-18 NA NA 
WW domain LinJ.16.1180 643 1,53703289 2,44E-30 1,39441053 8,47E-010
WW domain LinJ.12.0470 969 1,27875084 1,27E-42 1,40321769 1,15E-013
Zeta toxin LinJ.34.1740 1014 1,51248627 3,40E-24 1,72072897 1,15E-023
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Apêndice K – Genes DE para a categoria de proteínas hipotéticas 

 

Tabela 21 - Proteínas hipotéticas 

Identificador do 
gene 

Tamanho 
da 

proteína 
(AA) 

Grupo 1A Grupo 1B 

log2FC padj log2FC padj 

LinJ.17.0160 909 1,30553598 4,07E-14 1,20306506 9,95E-013
LinJ.10.0680 593 1,26197988 1,32E-18 1,21044572 1,09E-017
LinJ.25.0870 378 1,35848224 1,56E-08 1,2116975 9,41E-007
LinJ.08.0430 1984 1,20158386 5,75E-21 1,22272967 2,02E-023
LinJ.28.2120 753 1,2870924 6,08E-18 1,22967202 3,13E-018
LinJ.36.1210 1272 1,33488468 1,83E-15 1,23140947 1,68E-010
LinJ.18.1030 358 1,30933926 4,76E-06 1,2356486 0,00030564
LinJ.31.1940 849 1,31631715 1,57E-17 1,24256291 8,09E-021
LinJ.13.0470 1731 1,20149632 9,16E-18 1,25545769 3,43E-027
LinJ.10.1220 1527 1,27761764 8,41E-18 1,26019184 7,62E-015
LinJ.32.3000 750 1,36726808 2,09E-20 1,26984111 5,62E-018
LinJ.20.1500 392 1,47371909 3,63E-11 1,26988977 5,93E-008
LinJ.05.0700 1725 1,22801662 1,73E-13 1,27044621 1,43E-015
LinJ.35.0570 2124 1,25948192 1,12E-20 1,27493397 6,71E-022
LinJ.36.6910 751 1,35564476 3,50E-16 1,27932982 7,62E-015
LinJ.36.3230 265 1,58677631 2,70E-06 1,28041491 0,00048585
LinJ.33.2270 873 1,28228112 1,47E-18 1,28058419 8,01E-022
LinJ.36.2250 1095 1,20931701 7,28E-10 1,28199085 2,79E-011
LinJ.17.1130 822 1,21971016 1,76E-09 1,2848129 5,35E-011
LinJ.12.0720 1287 1,28658896 1,15E-20 1,29340397 7,51E-019
LinJ.36.0720 193 1,39512803 6,29E-11 1,29433367 2,05E-008
LinJ.30.1500 1466 1,2375538 2,93E-09 1,29775357 1,18E-008
LinJ.25.0810 306 1,3302148 1,51E-11 1,30150703 5,17E-010
LinJ.20.0160 1347 1,33308353 2,38E-22 1,30174908 4,80E-025
LinJ.26.1960 803 1,3037173 4,21E-19 1,30562944 3,26E-033
LinJ.26.1260 1034 1,31535135 1,95E-11 1,3086574 2,63E-010
LinJ.19.1300 970 1,25994191 1,16E-07 1,3106816 2,87E-007
LinJ.35.1560 1858 1,3003408 8,96E-12 1,31129459 4,80E-014
LinJ.35.2020 1419 1,25329144 1,10E-16 1,31243027 1,26E-018
LinJ.15.0140 215 1,32374502 2,24E-08 1,32302238 1,37E-006
LinJ.23.1180 1106 1,20231338 4,52E-20 1,32493362 3,66E-025
LinJ.21.1750 1465 1,27216041 3,35E-14 1,33234445 1,05E-014
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LinJ.19.0280 1365 1,21728438 4,11E-09 1,33343446 1,60E-009
LinJ.35.3710 1447 1,21458573 3,06E-10 1,33695812 2,53E-020
LinJ.35.4900 256 1,44423315 1,03E-12 1,34330959 2,80E-011
LinJ.04.0870 1184 1,23606992 1,20E-11 1,34629443 8,11E-019
LinJ.35.1460 3073 1,22186913 5,02E-19 1,34824735 2,20E-023
LinJ.34.1430 784 1,35349863 4,84E-18 1,34941036 2,33E-016
LinJ.32.1430 790 1,33295195 1,65E-25 1,36284073 5,64E-030
LinJ.35.0940 1349 1,40038895 6,27E-24 1,36828948 1,44E-021
LinJ.24.1940 1286 1,36064178 7,35E-17 1,37596401 4,89E-016
LinJ.08.0610 516 1,45315876 2,50E-12 1,37800901 4,29E-010
LinJ.24.1530 2561 1,21257788 8,96E-12 1,37891194 1,03E-016
LinJ.26.1480 53 1,47413727 2,34E-06 1,38284118 7,26E-005
LinJ.27.1631 103 1,53754011 0,00020057 1,38502723 0,00256186
LinJ.10.0740 1675 1,20924373 8,54E-12 1,385928 3,07E-017
LinJ.24.0250 3171 1,26911165 3,50E-17 1,3890378 1,05E-029
LinJ.26.1170 1761 1,32536441 3,78E-19 1,39140723 1,48E-022
LinJ.16.1310 1742 1,24849733 2,25E-11 1,39678054 3,36E-014
LinJ.24.0260 1403 1,40521979 1,24E-09 1,39893308 1,27E-009
LinJ.20.1100 2481 1,31448989 3,04E-23 1,39962052 8,45E-029
LinJ.02.0490 2091 1,30981656 1,38E-14 1,40323082 3,61E-023
LinJ.34.1610 509 1,5538221 3,53E-18 1,40585197 4,38E-013
LinJ.10.0300 1978 1,39793957 3,54E-21 1,4063456 6,77E-023
LinJ.20.1130 1184 1,3680842 2,00E-17 1,40702006 1,55E-031
LinJ.33.2140 797 1,52353977 3,77E-16 1,40767484 6,86E-013
LinJ.03.0490 2640 1,38876549 8,33E-19 1,40812059 1,74E-023
LinJ.36.1980 1655 1,42099091 5,26E-16 1,4102363 1,01E-020
LinJ.36.6290 2335 1,28504081 2,46E-21 1,41125457 4,95E-041
LinJ.34.3540 440 1,41494418 3,93E-10 1,41709212 1,48E-007
LinJ.31.1090 682 1,28987086 1,77E-11 1,41741148 1,59E-012
LinJ.05.0440 853 1,52230594 3,96E-14 1,41815276 2,60E-011
LinJ.31.2170 359 1,4413251 3,64E-11 1,41821263 7,76E-012
LinJ.31.2240 903 1,33102657 3,31E-11 1,41870273 1,63E-013
LinJ.17.0500 1585 1,39273827 1,97E-12 1,41903154 2,40E-012
LinJ.25.0840 1021 1,39781201 1,78E-22 1,42086637 3,23E-021
LinJ.17.0920 545 1,42961756 1,00E-12 1,43595254 7,65E-015
LinJ.28.0190 517 1,42452662 2,40E-19 1,43746558 1,34E-022
LinJ.30.1330 1990 1,39474655 1,16E-14 1,44104334 3,51E-017
LinJ.36.1640 1828 1,45415917 8,66E-28 1,44437276 9,69E-025
LinJ.29.1760 2392 1,41046992 3,58E-23 1,44515168 6,17E-028
LinJ.36.1680 115 1,40639367 1,62E-15 1,44525758 1,53E-018
LinJ.11.0830 1404 1,26758284 3,46E-16 1,45097194 4,43E-034
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LinJ.10.0710 1678 1,23992904 1,21E-12 1,45366143 1,28E-020
LinJ.19.0560 518 1,45933801 5,30E-17 1,46665877 1,67E-012
LinJ.07.0970 1338 1,37913179 5,97E-10 1,46668346 6,71E-011
LinJ.12.0460 1473 1,37567 1,63E-10 1,46943373 5,38E-014
LinJ.34.2900 636 1,43911796 1,27E-11 1,4701127 1,78E-012
LinJ.17.0460 769 1,43691791 6,47E-14 1,47116622 1,30E-014
LinJ.35.0610 2498 1,41645998 3,71E-27 1,47343287 6,25E-031
LinJ.18.1300 1468 1,41461466 4,10E-32 1,47919391 3,88E-037
LinJ.21.1400 1132 1,43857033 2,34E-12 1,48112246 2,10E-011
LinJ.11.0820 337 1,71981244 2,78E-33 1,4813362 1,88E-025
LinJ.28.1920 2575 1,43429175 1,61E-16 1,4818544 3,39E-017
LinJ.06.0880 3586 1,331784 1,04E-16 1,48267921 5,95E-023
LinJ.29.2300 1436 1,5223012 6,81E-38 1,484146 3,12E-048
LinJ.23.1550 689 1,37212621 1,55E-27 1,48662514 2,50E-035
LinJ.31.1990 572 1,42792916 4,56E-21 1,48668879 1,58E-020
LinJ.17.1430 464 1,55647354 6,56E-21 1,48859202 9,99E-018
LinJ.20.1080 1343 1,36424595 3,50E-11 1,49492008 5,25E-016
LinJ.03.0340 1651 1,41465874 2,95E-13 1,50044921 1,40E-013
LinJ.34.0480 2404 1,48317167 1,37E-19 1,50358276 4,73E-022
LinJ.10.0340 1957 1,43162269 7,01E-24 1,50809539 3,41E-029
LinJ.26.1790 2772 1,34045247 6,55E-19 1,508193 4,98E-031
LinJ.35.0200 2123 1,34500459 2,13E-19 1,51130278 6,43E-031
LinJ.16.1410 3745 1,35999479 1,01E-20 1,51858621 5,19E-036
LinJ.25.1290 763 1,39390228 7,57E-10 1,52185217 1,60E-011
LinJ.33.3040 2741 1,41015621 1,59E-22 1,52220669 1,06E-022
LinJ.26.2080 316 1,46348898 1,56E-13 1,52871992 4,11E-012
LinJ.08.0920 1040 1,42657701 1,15E-15 1,52875715 4,64E-020
LinJ.32.0850 1131 1,4565027 1,06E-15 1,53282228 2,52E-014
LinJ.19.0240 875 1,45748145 2,04E-13 1,535449 4,31E-014
LinJ.16.1290 2170 1,41434577 2,67E-16 1,53833573 1,86E-023
LinJ.35.1820 739 1,65347441 6,33E-42 1,53884863 5,95E-043
LinJ.16.1130 1924 1,41977709 1,09E-14 1,53935241 2,61E-019
LinJ.07.0990 2340 1,52798619 1,93E-28 1,53960637 1,65E-034
LinJ.36.4130 1090 1,48565838 2,28E-19 1,53965905 6,89E-026
LinJ.08.0530 2328 1,52415538 1,18E-33 1,54133626 3,84E-034
LinJ.22.1470 2796 1,43733864 3,77E-20 1,54438437 2,02E-033
LinJ.06.0050 481 1,55579404 8,65E-35 1,5469641 2,54E-025
LinJ.12.0231 2930 1,52788345 2,62E-24 1,54699557 1,73E-026
LinJ.03.0810 2904 1,46760554 1,61E-19 1,55095086 7,60E-023
LinJ.34.3940 2599 1,55164492 1,64E-33 1,55409839 5,67E-038
LinJ.26.1880 2815 1,47050002 1,85E-22 1,55790719 2,17E-031
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LinJ.31.1540 1694 1,47891548 4,43E-20 1,5645844 1,15E-024
LinJ.30.1760 1951 1,49970336 4,62E-18 1,56672312 1,05E-029
LinJ.02.0440 3583 1,36617015 2,47E-16 1,56722216 7,45E-030
LinJ.26.0700 2038 1,54719176 4,20E-26 1,57186006 4,14E-035
LinJ.05.1180 1959 1,41456546 2,78E-21 1,57496486 5,28E-037
LinJ.34.1490 1302 1,5291484 4,47E-23 1,57579336 9,62E-022
LinJ.31.2290 2367 1,48770065 5,51E-20 1,57613701 5,46E-031
LinJ.30.2440 1220 1,54830413 7,56E-21 1,57644002 9,25E-021
LinJ.16.0180 4440 1,45675833 4,07E-22 1,58298972 1,25E-031
LinJ.10.0800 1991 1,40473149 9,07E-14 1,58631885 1,99E-021
LinJ.31.2250 768 1,46157454 4,41E-20 1,58702848 3,45E-026
LinJ.03.0290 2072 1,37134424 1,62E-14 1,58984123 2,27E-018
LinJ.05.0670 2503 1,46030582 7,10E-16 1,59376849 1,17E-028
LinJ.17.0520 869 1,53270442 7,79E-18 1,59426565 2,31E-020
LinJ.34.0300 1552 1,45721475 6,57E-14 1,5948152 3,89E-016
LinJ.31.1450 1157 1,51680282 2,80E-20 1,60515586 2,33E-020
LinJ.29.0540 3001 1,50359771 1,09E-19 1,60807669 1,10E-026
LinJ.15.1160 3157 1,46405491 2,44E-26 1,60820722 6,51E-049
LinJ.33.3240 2172 1,60543711 7,20E-27 1,6107949 1,25E-024
LinJ.11.1140 578 1,72859833 4,29E-29 1,61302039 1,40E-026
LinJ.31.2490 203 1,56574544 5,19E-15 1,6192356 2,55E-018
LinJ.31.0690 1921 1,42621927 4,87E-17 1,62129106 1,63E-024
LinJ.07.0100 922 1,56230861 1E-09 1,62231995 9,83E-011
LinJ.07.0830 3805 1,51360186 1,43E-23 1,62355321 1,04E-035
LinJ.31.1480 500 1,5964642 3,72E-14 1,62676365 1,14E-013
LinJ.35.0550 906 2,14576197 8,47E-08 1,6337723 0,00276355
LinJ.09.0501 3085 1,58807306 1,47E-29 1,63748911 1,25E-033
LinJ.19.1060 2548 1,46170969 1,22E-17 1,63757409 4,33E-025
LinJ.21.1850 437 1,6100816 1,18E-11 1,64232204 5,21E-013
LinJ.36.5130 2045 1,587552 1,78E-24 1,64560062 3,81E-031
LinJ.11.1150 435 1,76218601 2,08E-24 1,66380031 8,11E-020
LinJ.07.0600 1904 1,64585406 5,20E-33 1,6645304 3,52E-024
LinJ.32.3480 834 1,67294356 1,37E-34 1,67195158 6,16E-024
LinJ.30.2010 1058 1,34728223 8,10E-11 1,67229225 1,16E-017
LinJ.08.0360 1412 1,53878949 5,96E-16 1,67359187 1,24E-020
LinJ.36.4340 199 1,64114468 1,52E-17 1,68720691 8,26E-017
LinJ.07.1100 2460 1,54732158 2,14E-26 1,68981165 1,59E-033
LinJ.34.1210 2546 1,66680738 1,59E-30 1,69309808 1,86E-035
LinJ.35.4280 742 1,57675274 3,36E-16 1,70343422 4,00E-016
LinJ.34.1470 2611 1,54523979 6,55E-30 1,71586353 4,52E-042
LinJ.32.0260 1785 1,56824137 8,04E-24 1,71723165 2,43E-032
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LinJ.22.0060 260 1,71482624 1,37E-32 1,72006437 7,50E-026
LinJ.30.2450 781 1,71122939 4,43E-22 1,72301187 9,03E-024
LinJ.11.0860 1775 1,7386525 3,70E-43 1,72679666 2,20E-040
LinJ.26.1820 2431 1,62099161 8,88E-22 1,73037207 3,56E-023
LinJ.19.0530 742 1,74849083 1,09E-24 1,73138973 9,34E-025
LinJ.36.5080 610 1,6288301 1,78E-24 1,73177331 1,64E-026
LinJ.13.1310 999 1,6423099 1,49E-14 1,73802335 1,52E-012
LinJ.07.0340 2118 1,48443971 1,28E-10 1,74208412 7,23E-012
LinJ.26.1490 1588 1,65673669 1,79E-21 1,74292817 4,92E-032
LinJ.05.0380 1466 1,78136296 9,80E-29 1,7507553 3,67E-031
LinJ.06.0840 3591 1,63825247 4,39E-23 1,75560808 1,22E-025
LinJ.09.0440 1979 1,76606372 6,02E-30 1,76159753 8,93E-027
LinJ.31.2200 1049 1,60086379 2,83E-15 1,76500076 9,54E-023
LinJ.35.4290 600 1,71019121 8,87E-18 1,77985271 1,48E-014
LinJ.12.0330 1479 1,66802582 1,22E-29 1,78408625 6,73E-026
LinJ.29.1270 2458 1,65379022 1,08E-27 1,7866214 1,81E-026
LinJ.08.0350 4770 1,60665678 9,32E-23 1,79857901 3,53E-038
LinJ.19.0930 763 1,85650772 2,92E-21 1,81097305 7,33E-018
LinJ.26.2170 2256 1,79674921 3,78E-22 1,81229741 1,53E-022
LinJ.17.1290 479 1,76759833 5,51E-11 1,8151165 4,35E-009
LinJ.34.2470 1366 1,70043968 1,01E-18 1,81650915 9,35E-020
LinJ.20.1030 899 1,87390677 1,56E-22 1,82030417 1,09E-022
LinJ.36.1780 546 1,99912173 2,88E-37 1,8426535 1,51E-023
LinJ.03.0680 2893 1,73633223 8,72E-30 1,85341462 5,76E-039
LinJ.06.0720 2631 2,01970172 1,35E-54 1,86289497 5,02E-031
LinJ.06.0810 3340 1,61609654 1,88E-21 1,86636443 1,34E-035
LinJ.15.1340 1455 1,85948247 7,65E-55 1,87793738 2,50E-035
LinJ.33.3160 1053 1,82764839 5,96E-27 1,87887013 6,88E-031
LinJ.33.3100 657 1,83082849 1,55E-27 1,88456063 2,77E-031
LinJ.30.1140 2523 1,76596103 1,84E-23 1,88776169 1,08E-024
LinJ.11.0870 1047 1,87626913 9,44E-21 1,89102128 1,42E-022
LinJ.21.0850 497 2,01159993 5,69E-25 1,90250021 6,53E-027
LinJ.26.1950 2532 1,85360945 2,51E-52 1,91534753 4,96E-057
LinJ.31.1440 2394 1,83408853 4,76E-24 1,91612483 3,29E-027
LinJ.36.5480 3381 1,75427617 1,58E-42 1,92350989 4,59E-061
LinJ.04.0410 4120 1,76765583 9,70E-33 1,95226217 5,15E-056
LinJ.31.2260 587 1,76182262 1,13E-18 1,9767421 2,35E-018
LinJ.31.2460 809 1,94471618 1,07E-27 1,98749508 6,14E-022
LinJ.22.0500 1145 1,96623493 2,62E-23 1,99451125 3,96E-020
LinJ.15.0680 699 2,04666418 1,11E-53 2,0339578 2,92E-032
LinJ.27.1020 583 2,04023457 1,61E-30 2,03469595 3,36E-028
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LinJ.22.1570 613 2,19180379 3,13E-12 2,03637376 4E-09
LinJ.36.3890 194 2,10510421 1,13E-16 2,05283497 3,15E-018
LinJ.31.1430 1301 1,90063722 2,52E-47 2,06844267 3,69E-034
LinJ.18.0850 2832 1,97551796 5,63E-34 2,07393746 8,33E-078
LinJ.34.3170 729 1,97229081 1,35E-28 2,07867948 4,02E-026
LinJ.15.0500 2650 1,63467467 2,17E-26 2,08276255 7,71E-042
LinJ.33.2250 920 2,04682766 2,97E-50 2,08764879 6,25E-050
LinJ.31.0550 678 2,19898118 1,84E-27 2,10856747 2,65E-024
LinJ.32.1440 322 2,12122353 7,13E-10 2,11259504 1,77E-008
LinJ.29.1520 1261 2,00841243 6,73E-31 2,11857389 3,70E-030
LinJ.02.0550 3788 1,97436213 1,67E-38 2,14084085 7,64E-052
LinJ.19.0260 960 2,12563337 8,07E-37 2,14932753 4,58E-030
LinJ.34.2360 1823 1,9584776 2,52E-31 2,15508893 5,81E-036
LinJ.36.0810 1284 2,08820592 1,43E-43 2,16181158 3,18E-065
LinJ.32.0030 367 2,20376525 9,00E-39 2,16581271 2,64E-034
LinJ.33.3060 1593 2,00922711 6,21E-32 2,17245119 1,50E-042
LinJ.36.4920 1828 2,19951695 6,38E-87 2,20129273 9,06E-048
LinJ.35.0510 2779 2,156705 8,76E-06 2,20498321 4,08E-005
LinJ.31.0520 639 2,20701969 2,95E-37 2,2093792 2,70E-031
LinJ.07.1010 1475 1,95191571 6,20E-43 2,21385099 2,32E-042
LinJ.33.3050 2701 2,08844352 3,64E-54 2,2283981 8,39E-044
LinJ.28.1140 386 2,1570737 7,48E-15 2,24578286 2,39E-012
LinJ.13.0700 2649 2,14112817 1,22E-49 2,25534229 1,27E-054
LinJ.28.1000 1471 2,21126045 3,42E-51 2,27449264 2,76E-037
LinJ.36.5210 331 2,36496819 2,27E-36 2,28960985 3,18E-034
LinJ.26.2120 2510 2,23746797 9,72E-41 2,29290357 1,56E-045
LinJ.31.1570 445 2,32385968 1,20E-31 2,30701269 1,78E-029
LinJ.19.1050 519 2,24306716 9,95E-14 2,316639 8,22E-014
LinJ.34.2390 1342 2,16217075 2,79E-73 2,32425761 1,02E-047
LinJ.35.0680 4180 2,17256333 2,12E-47 2,35549033 5,78E-068
LinJ.30.2400 3790 2,20618067 1,06E-43 2,36847767 1,38E-053
LinJ.36.1710 135 2,38107303 1,15E-38 2,36974135 4,88E-032
LinJ.18.1400 895 2,51718909 1,65E-54 2,37724798 3,25E-047
LinJ.35.2430 1276 2,4121178 9,29E-72 2,37945348 8,67E-054
LinJ.28.1520 398 2,61918242 6,26E-38 2,3922553 1,31E-016
LinJ.35.5170 257 2,48563752 1,00E-32 2,41167504 1,40E-025
LinJ.34.0570 621 2,42885594 1,70E-43 2,43611973 7,08E-054
LinJ.17.0530 2308 2,32554443 1,70E-42 2,46888856 2,03E-051
LinJ.36.0630 492 2,47686697 4,14E-31 2,50250449 3,31E-023
LinJ.12.0420 784 2,35891531 5,05E-16 2,50997304 2,08E-013
LinJ.08.0180 644 2,5176998 1,13E-41 2,52089589 6,57E-031
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LinJ.27.0550 453 2,61667249 6,96E-65 2,53997018 7,58E-045
LinJ.26.1240 1649 2,51598752 3,20E-76 2,54458708 1,89E-048
LinJ.03.0440 1060 2,27102894 1,38E-42 2,56583496 2,03E-045
LinJ.33.3230 3289 2,43028146 5,11E-80 2,57984843 1,60E-054
LinJ.09.0810 5460 2,40263133 5,20E-51 2,59851238 6,82E-071
LinJ.19.0600 777 2,60449445 7,64E-59 2,60676171 2,63E-040
LinJ.23.0670 3343 2,46699958 5,22E-68 2,60701422 1,41E-121
LinJ.33.1210 837 2,66578742 5,66E-76 2,64803291 1,49E-094
LinJ.30.3180 229 2,76156904 4,18E-53 2,65073928 4,28E-037
LinJ.35.4520 264 2,74053983 1,13E-41 2,65410435 1,16E-027
LinJ.32.2400 347 2,68141138 2,27E-32 2,66404926 1,37E-024
LinJ.07.0980 438 2,81007435 4,07E-69 2,6668582 4,55E-051
LinJ.02.0720 433 2,48777362 0,00006517 2,66730096 4,65E-005
LinJ.33.3070 1944 2,58753776 4,34E-44 2,67871831 3,39E-066
LinJ.29.2170 745 2,71371992 1,27E-67 2,68829873 2,48E-053
LinJ.31.1020 951 2,62549833 5,33E-66 2,70513537 1,01E-077
LinJ.25.1150 6530 2,56945037 4,03E-57 2,72869023 4,06E-066
LinJ.19.0370 1152 2,63062214 3,92E-62 2,73903535 2,90E-066
LinJ.25.1490 262 2,75858766 1,46E-100 2,74578232 4,57E-050
LinJ.35.0520 2677 3,11089186 2,51E-13 2,79502701 4,06E-009
LinJ.36.0900 786 2,98487211 4,18E-81 2,82432178 1,48E-043
LinJ.22.0300 1308 2,3221634 5,67E-23 2,83433808 1,05E-029
LinJ.08.0630 2836 2,64972849 1,93E-58 2,89050119 2,18E-068
LinJ.35.2300 2957 2,8379501 3,73E-78 2,89873286 1,19E-099
LinJ.35.1060 313 2,99515628 7,83E-57 2,90879727 5,12E-054
LinJ.35.2070 235 3,03518857 1,48E-72 2,93489064 3,29E-070
LinJ.20.1050 895 3,17573768 1,46E-67 2,95776571 8,91E-046
LinJ.36.4590 1066 2,77187526 7,64E-59 2,96277043 8,97E-044
LinJ.18.1320 767 3,12922005 8,55E-156 3,01485014 9,07E-107
LinJ.07.0960 857 3,12756435 5,32E-44 3,01659127 1,19E-036
LinJ.33.1570 3442 2,93377118 1,27E-113 3,02683497 1,79E-092
LinJ.10.0550 6802 2,77948419 2,39E-54 3,02978112 6,03E-068
LinJ.07.0950 800 3,35138463 1,35E-94 3,03486849 1,09E-040
LinJ.22.0210 1089 2,72344264 2,67E-78 3,03782307 6,21E-071
LinJ.22.0570 1145 3,00510396 5,39E-82 3,05937972 1,07E-049
LinJ.35.4360 325 3,03028319 1,47E-73 3,06528591 7,87E-073
LinJ.35.4310 298 3,06462835 7,89E-78 3,07700623 1,52E-053
LinJ.17.1090 7009 2,94468568 1,18E-74 3,08989667 1,26E-073
LinJ.35.0500 4238 2,90179817 1,37E-45 3,15116378 1,82E-042
LinJ.12.0430 749 3,12671142 4,77E-48 3,16142014 1,33E-038
LinJ.30.1810 5559 3,03244772 5,76E-67 3,17817362 7,34E-070
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LinJ.12.0440 609 3,80020355 6,00E-47 3,1813373 6E-09
LinJ.33.2300 1421 3,19806052 1,14E-60 3,18230285 2,22E-044
LinJ.36.4580 619 3,06765205 8,36E-45 3,22868996 1,79E-034
LinJ.29.2400 412 3,50068196 1,27E-43 3,24574711 1,62E-025
LinJ.35.5000 1022 3,28268152 5,00E-134 3,29745588 1,26E-078
LinJ.11.1040 814 3,39035743 5,87E-156 3,33060451 9,77E-127
LinJ.33.3170 1112 3,31474743 1,74E-108 3,33443678 5,42E-067
LinJ.31.2220 825 3,42027804 1,28E-53 3,37664269 3,14E-043
LinJ.30.3420 624 3,49811511 1,41E-66 3,38992369 4,72E-045
LinJ.35.2480 515 3,18844964 4,68E-64 3,39800827 1,34E-077
LinJ.09.0740 306 3,9416773 1,31E-22 3,55223627 1,07E-014
LinJ.28.0350 655 3,47839824 3,69E-66 3,57064518 1,24E-064
LinJ.11.0620 1071 3,41188647 1,72E-156 3,59343797 2,96E-074
LinJ.20.0750 1338 3,71944307 2,83E-173 3,68666288 2,88E-150
LinJ.31.1030 900 3,60654507 2,42E-164 3,70743694 4,67E-131
LinJ.20.0770 1623 3,69076802 4,42E-126 3,74987922 2,53E-108
LinJ.18.1330 626 3,78141225 1,48E-91 3,75926666 1,83E-070
LinJ.22.1550 433 3,88098987 5,02E-13 3,76041861 2,55E-010
LinJ.02.0140 817 3,55520529 2,42E-164 3,78892067 3,72E-168
LinJ.22.0012 243 3,55682854 7,48E-68 3,84440588 8,82E-058
LinJ.31.1550 945 3,89798101 1,00E-197 3,85752166 8,35E-142
LinJ.34.1790 416 3,62762132 7,52E-82 3,87278013 1,22E-074
LinJ.36.5720 665 3,67286023 1,81E-143 3,88092305 1,32E-150
LinJ.31.1370 517 3,75481463 2,18E-77 3,89535138 2,39E-062
LinJ.20.0760 1068 3,70698351 3,99E-153 3,95086724 1,45E-143
LinJ.35.0490 5967 3,75311829 1,67E-97 3,97563033 1,67E-077
LinJ.36.0790 505 3,88638552 3,30E-107 4,02600551 1,33E-085
LinJ.35.0530 5593 3,54354145 1,58E-80 4,14414622 4,45E-075
LinJ.35.2640 121 3,97617309 3,67E-18 4,1835889 7,74E-015
LinJ.12.0450 317 4,13690298 5,20E-77 4,24693392 1,74E-058
LinJ.32.1030 559 4,06255888 1,01E-112 4,2670245 1,20E-090
LinJ.31.1350 1901 4,2026416 1,28E-142 4,31950151 1,10E-101
LinJ.35.4030 791 4,1999256 5,28E-152 4,3664178 2,12E-110
LinJ.32.3420 627 4,17331507 1,17E-219 4,45835716 1,03E-184
LinJ.34.2570 184 4,58676566 1,63E-80 4,49215881 1,20E-051
LinJ.36.0800 543 4,36465219 1,77E-218 4,55935849 1,68E-187
LinJ.34.2150 342 4,46258464 9,25E-77 4,58516808 5,89E-057
LinJ.15.0490 3353 4,55998934 1,98E-111 4,76033198 8,36E-091
LinJ.03.0540 716 1,23635306 2,18E-12 NA NA 
LinJ.10.0170 172 1,20748621 3,03E-10 NA NA 
LinJ.19.0480 256 1,21091983 2,34E-06 NA NA 
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LinJ.25.0800 421 1,32155427 8,63E-25 NA NA 
LinJ.29.1050 432 1,2194854 7,30E-13 NA NA 
LinJ.31.2270 485 1,22238197 1,07E-08 NA NA 
LinJ.34.2330 259 1,21149491 5,50E-07 NA NA 
LinJ.34.3740 548 1,23548627 4,14E-11 NA NA 
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Apêndice L – Genes DE para a categoria de proteínas envolvidas no processamento de DNA e RNA 

 

Tabela 22 - Processamento de DNA e RNA 

Descrição 
Identificador 

do gene 

Tamanho 
da 

proteína 
(AA)

Grupo 1A Grupo 1B 

log2FC padj log2FC padj 

Eukaryotic elongation 
factor LinJ.25.0740 166 -1,38758421 0,00011591 -1,35719878 0,00025367
Histone LinJ.10.1050 86 -1,47310879 3,50E-17 NA NA 
Histone LinJ.16.0600 130 -1,258975 5,32E-09 -1,29963841 3,22E-010 
Ribosomal protein LinJ.21.1310 143 -1,32033652 1,98E-07 -1,33399702 3,56E-008 
RNA polymerase LinJ.27.1450 134 -1,2821863 1,79E-08 -1,27013061 2,15E-008 
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Apêndice M – Genes DE para a categoria de proteínas estruturais 

 

Tabela 23 - Proteínas estruturais 

Descrição 
Identificador 

do gene 

Tamanho 
da proteína 

(AA) 

Grupo 1A Grupo 1B 

log2FC padj log2FC padj 

Tubulin LinJ.13.0330 451 -2,39638751 0,00017122 -2,93728049 3,79E-006
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Apêndice N – Genes DE para a categoria de proteínas com função desconhecida na biologia de Leishmania spp 

 

Tabela 24 - Proteínas com função desconhecida na biologia de Leishmania spp. 

Descrição 
Identificador do 

gene 

Tamanho da 
proteína 

(AA) 

Grupo 1A Grupo 1B 

log2FC padj log2FC padj 

Translationally 
controlled tumour 
protein LinJ.24.1570 170 -1,7847 0,00154 -1,8763 0,0011 
V Snare LinJ.07.0750 168 -1,2643 3,38E-05 NA NA 
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Apêndice O – Genes DE para a categoria de proteínas hipotéticas 

 

Tabela 25 - Proteínas hipotéticas 

Identificador do 

gene 

Tamanho da 

proteína 

(AA) 

Grupo 1A Grupo 1B 

log2FC padj log2FC padj 

LinJ.02.0240 64 -1,23285457 6,05E-07 NA NA 

LinJ.17.1320 111 -1,35667919 8,15E-08 -1,27590142 5,87E-007

LinJ.18.0260 118 -1,24160957 1,06E-06 NA NA 

LinJ.19.0670 186 -1,31542026 7,60E-05 NA NA 

LinJ.23.1230 57 -1,67077257 0,00833505 NA NA 

LinJ.25.0850 127 -1,24241325 5,92E-17 -1,27828289 3,91E-021

LinJ.28.0780 185 -1,53890229 1,69E-08 -1,57323935 8E-09

LinJ.29.1380 118 -1,29189117 1,57E-10 -1,38283441 4,26E-012

LinJ.30.1190 94 -1,30887527 0,00035344 -1,20984369 0,00163348

LinJ.30.1870 118 -1,28134716 3,30E-05 -1,30714054 2,36E-005

LinJ.33.2850 166 -1,35347374 2,78E-12 -1,41273 2,37E-012

LinJ.36.0580 210 -1,22991133 1,30E-16 -1,33633667 1,74E-021
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Apêndice P – Genes únicos DE com regulação positiva para o grupo 1B 

 

Tabela 26 - Genes únicos com regulação positiva para o grupo 1B 

Identificador do 
gene 

Descrição 
Tamanho da proteína 

(AA) 
Log2FC Padj 

LinJ.34.1170  Acyltransferase 1431 1,255612356 7,70E-15 
LinJ.35.1190  FAD binding domain 1147 1,206925984 1,38E-42 
LinJ.36.0540  Mitochondrial carrier protein 755 1,30282162 3,34E-15 
LinJ.35.4200  Poly-adenylate binding protein 585 1,670395262 2,37E-22 
LinJ.35.4000  PROCN (NUC071) domain 2427 1,28344318 4,69E-36 
LinJ.25.1280  zinc ribbon 1269 1,232537059 2,13E-17 
LinJ.13.1570 Calcineurin-like phosphoesterase 433 1,219468181 4,76E-09 
LinJ.16.1270 Cullin 2200 1,295392702 1,91E-22 
LinJ.36.2540 Cullin 1923 1,203372292 2,87E-14 
LinJ.24.1950 Cyclic  933 1,272414839 1,04E-10 
LinJ.27.1380 Cyclic nucleotide-binding domain 1347 1,256156025 2,56E-19 
LinJ.29.1130 Cyclic nucleotide-binding domain 1898 1,240925957 2,96E-16 
LinJ.07.1090 Domain of unknown function (DUF3437) 2448 1,201967023 1,38E-16 
LinJ.27.1720 Domain of unknown function (DUF3584) 2292 1,372580367 1,89E-19 
LinJ.17.0730 Domain of unknown function (DUF4775) 1082 1,291423712 5,14E-14 

LinJ.14.0370 
Herpes virus major outer envelope 
glycoprotein 2911 1,319757535 2,56E-21 

LinJ.07.1110 Mitotic checkpoint protein. 733 1,224377885 7,99E-10 
LinJ.32.4020 Myosin 1050 1,273256082 1,61E-25 
LinJ.22.1160 Myosin 2064 1,265326878 3,73E-13 
LinJ.02.0180 Proteína hipotética 863 1,305934726 0,000000115 
LinJ.03.0830 Proteína hipotética 2370 1,256290374 3,64E-17 
LinJ.04.0590 Proteína hipotética 3109 1,315972636 1,51E-21 
LinJ.04.1200 Proteína hipotética 2394 1,292652739 1,88E-26 
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LinJ.06.0570 Proteína hipotética 1748 1,282401272 1,22E-18 
LinJ.06.0690 Proteína hipotética 1303 1,210447362 6,73E-18 
LinJ.08.0450 Proteína hipotética 2410 1,244119891 1,38E-25 
LinJ.11.1020 Proteína hipotética 1855 1,302327102 5,04E-17 
LinJ.13.0340 Proteína hipotética 1744 1,318335358 9,37E-21 
LinJ.13.0980 Proteína hipotética 1440 1,210795269 4,99E-17 
LinJ.15.0750 Proteína hipotética 3124 1,281753234 1,62E-26 
LinJ.16.1320 Proteína hipotética 2233 1,310632686 1,49E-17 
LinJ.17.0490 Proteína hipotética 1863 1,278044396 2,18E-20 
LinJ.18.0390 Proteína hipotética 1746 1,244680954 8,26E-15 
LinJ.19.0650 Proteína hipotética 1932 1,220310402 5,90E-24 
LinJ.21.1020 Proteína hipotética 2661 1,408919434 6,70E-24 
LinJ.21.1240 Proteína hipotética 2048 1,253398897 2,35E-15 
LinJ.23.1020 Proteína hipotética 527 1,291769221 2,37E-16 
LinJ.23.1360 Proteína hipotética 1349 1,286381587 2,25E-20 
LinJ.25.1390 Proteína hipotética 2596 1,303783392 4,37E-31 
LinJ.26.1210 Proteína hipotética 3109 1,305119244 1,19E-24 
LinJ.26.1430 Proteína hipotética 1374 1,60142271 3,81E-27 
LinJ.26.2180 Proteína hipotética 2010 1,280362221 9,47E-30 
LinJ.27.2060 Proteína hipotética 1119 1,201297374 1,60E-10 
LinJ.28.3260 Proteína hipotética 753 1,360516717 1,81E-23 
LinJ.29.0570 Proteína hipotética 181 1,223765784 0,005295193 
LinJ.29.1320 Proteína hipotética 2158 1,223755422 9,94E-17 
LinJ.30.1990 Proteína hipotética 2160 1,238456539 6,49E-17 
LinJ.31.1780 Proteína hipotética 375 1,440209255 2,52E-12 
LinJ.31.2030 Proteína hipotética 1117 1,294094138 5,09E-16 
LinJ.31.2160 Proteína hipotética 1111 1,226117434 6,27E-11 
LinJ.31.2510 Proteína hipotética 234 1,20704467 2,28E-05 
LinJ.32.1490 Proteína hipotética 1134 1,240874702 8,91E-14 
LinJ.32.1730 Proteína hipotética 920 1,221038959 2,07E-13 
LinJ.32.3840 Proteína hipotética 971 1,220376768 3,68E-13 
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LinJ.34.0680 Proteína hipotética 927 1,23673888 1,28E-08 
LinJ.34.1540 Proteína hipotética 995 1,211913226 2,17E-08 
LinJ.34.1830 Proteína hipotética 1958 1,216691737 3,79E-20 
LinJ.34.2230 Proteína hipotética 875 1,240983947 4,40E-11 
LinJ.35.2650 Proteína hipotética 322 1,205030641 1,20E-05 
LinJ.36.4540 Proteína hipotética 1625 1,233391491 2,54E-19 
LinJ.36.6150 Proteína hipotética 1954 1,261614434 3,16E-23 
LinJ.14.0340 Protein kinase 1094 1,335087703 1,17E-13 
LinJ.03.0790 Protein kinase  2393 1,204054385 8,75E-18 
LinJ.08.0540 Protein kinase domain 2112 1,275676674 6,95E-19 
LinJ.21.1000 Protein kinase domain 2337 1,291128913 5,65E-24 
LinJ.31.1560 Protein kinase domain 2283 2,492584925 4,22E-50 
LinJ.33.1490 Protein kinase domain 1969 1,314216125 1,15E-31 
LinJ.35.2370 Protein kinase domain 1128 1,310307388 4,25E-22 
LinJ.35.5330 Protein kinase domain 392 1,203744776 6,10E-12 
LinJ.29.0560 Rnase 880 1,307658776 4,82E-10 
LinJ.17.1030 Sec63 1669 1,231633593 2,55E-25 
LinJ.32.1460 Sec63 1689 1,242943636 0,000000049 
LinJ.36.1650 STAG domain 1208 1,253981084 2,16E-14 

LinJ.22.0100 
Transmembrane amino acid transporter 
protein 485 1,978549564 1,51E-41 

LinJ.32.3060 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 1341 1,223001761 6,70E-20 
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Apêndice Q – Genes únicos DE com regulação negativa para o grupo 1B 

 

Tabela 27 - Genes únicos com regulação negativa para o grupo 1B 

Identificador 
do gene 

Descrição 
Tamanho 

da proteína
(AA) 

Log2FC Padj 

LinJ.19.0910 Dynein 112 -1,23103 0,000001393
LinJ.28.0860 EF-hand domain 154 -1,24413 2,24E-13 
LinJ.30.1270 LSM domain 86 -1,20866 0,000000091
LinJ.01.0300 Proteína hipotética 59 -1,26792 9,68E-23 
LinJ.15.0420 Proteína hipotética 108 -1,20143 8,84E-07 
LinJ.27.2070 Proteína hipotética 53 -1,27536 2,85E-10 
LinJ.30.2780 Proteína hipotética 268 -1,22029 2,04E-10 
LinJ.36.0030 Proteína hipotética 152 -1,33746 6,83E-07 
LinJ.35.1880 Ribosomal L18 305 -1,24698 1,36E-14 
LinJ.06.0410 Ribosomal protein L19e 245 -1,21927 7,50E-12 
LinJ.06.0430 Ribosomal protein L19e 238 -1,32459 1,30E-14 
LinJ.11.0770 Ribosomal protein S21e 164 -1,41697 6,39E-23 
LinJ.26.1610 Ribosomal protein S28e 87 -1,23929 1,00E-06 
LinJ.31.2650 Ubiquinol-cytochrome C reductase 70 -1,32466 1,59E-20 
LinJ.31.1930 Ubiquitin family 128 -1,25278 1,35E-14 
LinJ.35.4440 Zinc binding 114 -1,28943 6,52E-16 

 



 
140 

 

 
 

Anexo 1 – Artigo: The molecular sensory machinery of a Chagas disease vector: 

expression changes through imaginal moult and sexually dimorphic features
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Anexo 2 – Artigo: Complete Genome Sequence of Type Strain Campylobacter 

fetus subsp. fetus ATCC 27374 
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Anexo 3 – Artigo: Insights from tissue-specific transcriptome sequencing 

analysis of Triatoma infestans
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