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RESUMO

No Brasil, de todas as espécies do género Leishmania, a mais frequentemente encontrada
parasitando o homem é a Leishmania (Viannia) braziliensis. Esta espécie pode causar um
amplo espectro de manifestagbes, desde lesbes unicas ao envolvimento mucoso, sendo esta
ultima a complicacdo mais séria. Analises que visam acessar a variabilidade genética de
Leishmania (Viannia) braziliensis sao essenciais para o estudo de possiveis correlagdes entre
manifestagbes clinicas de leishmaniose tegumentar americana (LTA) com parasitos
geneticamente variantes e sua origem geografica. O objetivo do estudo é analisar a
variabilidade genética de isolados de L. braziliensis provenientes de diversas regides de Minas
Gerais. Foi realizado o diagnostico clinico e molecular de individuos portadores de
manifestagbes tipicas e atipicas de varias regides endémicas do estado e os isolados
separados em dois grupos amostrais: o grupo 1 contendo amostras de variadas macrorregides
do estado; e grupo 2 composto por amostras isoladas na terra indigena Xakriaba, em Sao Joao
das Missbes. A identificagdo especifica de todas as amostras como L. braziliensis foi
confirmada utilizando a técnica de PCR-g6pd. A analise da variabilidade genética foi realizada
para os marcadores genéticos hsp70, Cpb, ITS1, gépd e 6pgd. Na PCR-RFLP do hsp70 foram
observados dois perfis de restricdo: todas as amostras do grupo 1 e as cepas MG15 e MG16
do grupo 2 tiveram perfil de restricdo indistinguivel ao da cepa L. braziliensis referéncia,
enquanto a maioria as amostras do grupo 2 exibiram perfil de restricdo variante. O fragmento
obtido pela PCR do hsp70 foi sequenciado e foram observados polimorfismos inclusive no sitio
de restricdo da enzima Haelll. Na PCR-RFLP do Cpb, as amostras do grupo 1 e as cepas
MG15 e MG16 do grupo 2 tiveram perfil de restricdo indistinguivel ao da cepa referéncia,
enquanto a maioria das amostras do grupo 2 apresentaram perfil de restrigdo correspondente a
demais espécies do subgénero Viannia. O sequenciamento do fragmento revelou
polimorfismos inclusive no sitio de restricdo da enzima Tagl. Na PCR-RFLP do ITS1 foi
observado que as amostras do grupo 1 e as cepas MG15 e MG16 exibiram perfil de restricdo
semelhante a L. guyanensis, enquanto as amostras do grupo 2 perfil de L. braziliensis. As
cepas MG19 e MG27 (grupo 2) exibiram perfis de restricdo diferentes das cepas referéncia
utilizadas. O sequenciamento do fragmento da PCR-6pgd exibiu polimorfismos que diferenciam
entre as espécies L. braziliensis e L. guyanensis nas amostras estudadas. Os perfis de
restricdo e as sequéncias foram utilizadas em anadlises estatisticas de classificagdo por
similaridade por particao e hierarquico. A analise de particdo corroborou a divisdo das amostras
em dois grupos, sugerindo uma maior variabilidade genética entre as amostras do grupo 2. As
analises aglomerativas suportaram a de particdo onde foi observada associagdo do grupo 2
com a origem geografica e presenga de manifestagdes atipicas de LTA nao sendo observada
associagdo com numero de lesdes. As sequéncias foram utilizadas em analises filogenéticas
onde foi observado que tanto utilizando somente L. guyanensis quanto outras espécies
filogeneticamente mais distantes de L. braziliensis como outgroup, a divisdo em grupos
proposta foi suportada. A partir do painel de amostras de L. braziliensis estudado conclui-se
que em Minas Gerais observamos a presenga de um grupo de amostras geneticamente
variantes, associadas ao perfil atipico de lesbes e provenientes da regido norte do estado.
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ABSTRACT

Leishmania (Viannia) braziliensis is the most common species of Leishmania genus which
parasites humans in Brazil. This species may present a huge spectrum of clinical symptoms,
from single wounds to serious mucosal involvement, which is the most severe complication.
Analyzes that assess the genetic variability of L. braziliensis are essential to clarify a possible
correlation between atypical clinical manifestations of LTA with parasites genetically variants
and their geographical distribution, and contribute to population structure studies of this species
in Minas Gerais state. The aim of this study was to analyze the genetic variability of Leishmania
(V.) braziliensis isolates from different regions of Minas Gerais State. Clinical and molecular
diagnosis of patients with typical and atypical lesions from various endemic areas of Minas
Gerais were carried out and the isolates were separeted into two sample groups: group 1
containing samples from various geographical regions of the state; and group 2 composed by
isolates from Xakriaba Indigenous Reserve localized in Sdo Jodo das Missdes district. The
specific identification of samples was performed with PCR-G6PD method and L. braziliensis
was confirmed in all of them. The analysis of genetic variability was carried out using genetic
markers hsp70, Cpb, ITS1, G6PD and 6PGD. In PCR-RFLP of hsp70 two restriction patterns
were observed: all samples from group 1 and MG15 and MG16 isolates of group 2 showed
indistinguishable restriction profile to L. braziliensis reference strain, while most of the Group 2
samples exhibited a variant restriction profile. The hsp70 amplicon was sequenced and
polymorphisms were observed even at the Haelll restriction enzyme’s site. In PCR-RFLP of
Cpb, samples of group 1 and MG15 and MG16 strains of group 2 restriction profile were
indistinguishable to the reference strain L. braziliensis, while most of the group 2 samples
showed restriction profiles identical to other species of the subgenus L . (Viannia). The
sequenced fragment showed polymorphisms including one at restriction site of Tagl enzyme.
Results of ITS1 PCR-RFLP from group 1 and MG15 and MG16 strains were a restriction profile
similar to L. guyanensis specie, while Group 2 samples presented L. braziliensis profile. The
MG19 and MG27 strains (group 2) exhibited different patterns of those reference strains. The
sequencing of the PCR-6pgd showed inter-species polymorphisms. Restriction profiles and
sequences were used in hierarchical, partition and similarity statistical analyzes. The partition
analysis confirmed the division of samples into two groups, suggesting greater genetic
variability between samples of group 2. The clustering analysis supported the partition where
was observed an association of group to the geographical origin and presence of atypical
manifestations of LTA, but no association was observed with number of wounds. The
sequences were used in phylogenetic analyzes and was observed that both using only L.
guyanensis as other more phylogenetically distant species L. braziliensis as outgroup, the
division into two groups proposal was supported. Considering the L. braziliensis samples panel
studied in this project it is possible to conclud that there is a group of samples genetically
variants associated with atypical profile of wounds from the northern region of Minas Gerais
state.
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Introducéo

1 INTRODUGAO

1.1 As leishmanioses

As leishmanioses sdo caracterizadas como um grupo de doencgas
infecto-parasitarias, podendo acometer o homem e outros hospedeiros
mamiferos. A infecgdo acontece quando insetos flebotomineos (Diptera:
Psychodidae: Phlebotominae), do género Phlebotomus (na Europa, Africa e
Asia — Velho Mundo) e Lutzomyia (do sudeste dos EUA ao norte da Argentina —
Novo Mundo) (Young & Duncan, 1994; Killick-Kendrick, 1999), infectados por
protozoarios do género Leishmania Ross, 1903 realizam o repasto sanguineo.

As leishmanioses formam um complexo de doencgas de carater crénico e
fazem parte do grupo das doengas negligenciadas endémicas em todo o
mundo’. Elas estdo presentes em 98 paises distribuidos em quatro
continentes, apesar de nao ser caracterizada como endemia em todos estes
(WHO, 2010; Alvar et al., 2012). Estima-se que por volta de 350 milhdes de
pessoas em todo o mundo estejam sob o risco de contrair a doenga, com um
numero de pessoas infectadas ao redor de 12 milhdes e aproximadamente 59
mil obitos anuais pela forma visceral (Buitrago et al., 2011), sendo, dentre as
doengas parasitarias, a segunda em numero de 6bitos, superada apenas pela
malaria (Alvar; Yactayo; Bern, 2006).

Contrastando com essa estimativa, cerca de 600.000 casos sao
registrados mundialmente. Portanto, os dados de prevaléncia ficam
subestimados, pois, além da subnotificagcdo, a doenca pode ser assintomatica.
Apesar de ser uma doenca de notificagcdo compulséria no nosso pais, sua
declaragcéo é obrigatéria apenas em 32 dos 88 paises em que € endémica
(WHO, 2007). As leishmanioses apresentam altas e crescentes taxas de
morbidade e mortalidade a nivel mundial. Atualmente a falta de uma terapia

segura, potente e efetiva associada a baixos custos e efeitos toxicos e

' Endemias caracterizam-se pela presenga constante de uma doenga em uma determinada
populagdo de uma area geografica (Brasil, 2004). As seis endemias consideradas
negligenciadas em todo o mundo sdo a malaria, as tripanossomiases, as leishmaniases, as
esquistossomoses, as ascariases, e as ancilostomiases. (Hotez et al, 2004; Silva et al, 2010).
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adversos reduzidos, compromete o tratamento e contribui para tais numeros
alarmantes (den Boer et al., 2011; WHO, 2011).

As leishmanioses estdo amplamente distribuidas pelo mundo,
principalmente pelo movimento forcado e/ou voluntario de populagdes que
expde pessoas nao imunes a infeccdo (Seaman et al, 1995). A maioria dos
casos humanos de leishmaniose visceral ocorre no Brasil, india, Etiépia, Nepal,
Bangladesh e Sud&o. A maior parte dos casos de leishmaniose tegumentar
Americana (LTA) tem sua ocorréncia concentrada no Brasil, Peru e Bolivia
(WHO, 2011).

Nas Américas, sao pelo menos 21 paises atingidos pelas leishmanioses,
com expansdo geografica e numeérica preocupantes. Essa expansdo tem
ocorrido devido a extensa modificacdo de ambientes florestais primarios, onde
intervencées como desmatamento, abertura de estradas e urbanizagcdo de
areas primitivas propiciam a antropizagcao dos ciclos evolutivos da Leishmania
e de outros parasitos, favorecendo a transmissédo peridomiciliar deste agravo
(Araujo et al., 2013; Belo et al., 2013 WHO, 2011).

A doenca pode se manifestar clinicamente através de lesdes uUnicas ou
multiplas ao longo da epiderme, afetando ou ndo as mucosas (dependendo da
espécie de protozoario em questdo). A forma visceral compromete
principalmente 6rgaos especificos como o figado e o bago, de acordo com o
tropismo dos parasitos a tais tecidos. Além disso, as manifestagdes clinicas e o
curso da infeccao dependem tanto de fatores relacionados ao protozoario, por
exemplo, a espécie de Leishmania envolvida, suas caracteristicas genotipicas
e sua patogenicidade, quanto a fatores intrinsecos relacionados ao hospedeiro,
como seu perfil e estado imunolégico, genético e nutricional (Bafnuls et al.,
2007; Quaresma, 2011).

As leishmanioses s&o doengas negligenciadas inclusive pela industria
farmacéutica, uma vez que nao existem muitas alternativas terapéuticas
disponiveis. No Brasil, de acordo com o Ministério da Saude a droga de
primeira escolha para o tratamento das leishmanioses sado os antimoniais
pentavalentes (antimoniato de N-metil glucamina -Glutantime), e como segunda
escolha a anfotericina B e derivados em casos complicados, como pacientes
cardiopatas, hepatopatas, criangas e idosos (Brasil, 2010). O tratamento é

complexo, uma vez que requer atendimento ambulatorial/hospitalar pela
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necessidade de administracdo intravenosa ou intramuscular, além do
desconhecimento de parte dos médicos acerca da doenga e abandono por
parte dos pacientes, por ser uma droga altamente citotéxica (Goto & Lindoso,
2010).

1.1.2 Leishmaniose Tegumentar Americana

A LTA acompanha o homem desde tempos antigos, com relatos e
descricdes de lesbes cutaneas datando o século | d.C. (Lainson, 1997).
Existem relatos de ceramicas pré-colombianas de 400 a 900 anos d.C., no
Peru, mostrando lesées em labio e nariz, cujas caracteristicas correspondem a
uma das formas da doencga (Lainson & Shaw, 1998). Também existem relatos
paleomédicos de mumias com lesdes de pele e mucosas. No Brasil, a primeira
referéncia encontrada acerca das formas cutdneas de leishmaniose data de
1827, em um livro sobre a viagem de um Frei brasileiro do Amazonas ao Peru
(Lainson & Shaw 1998; Basano & Camargo, 2004)

E uma das endemias de maior importancia em satude publica no Brasil.
Apresenta ampla distribuicdo pelo territério nacional com ocorréncia de formas
clinicas graves, podendo causar reflexos no campo social e econémico. A LTA
pode apresentar dificuldades em seu diagndstico, devido a possibilidade de
ocorréncia de lesdes atipicas (Freire, 2011, Freire et al., 2012), que podem ser
confundidas em alguns casos com manifestagdes clinicas de outras doencgas
como tuberculose cuténea ou esporotricose. Além disso, o tratamento € outra
dificuldade, devido a alta toxicidade dos medicamentos utilizados e
necessidade de longo acompanhamento médico (Dorval et al., 2006).

A doencga ocorre em ambos 0s sexos e todas as faixas etarias, porém
pela maior exposigao ao inseto vetor, homens s&o geralmente mais acometidos
que mulheres, sendo considerada uma doenca ocupacional ou de populacéo
economicamente ativa (Oliveira et al., 1995; Ministério da Saude, 2007).
Entretanto, pode ocorrer a subnotificagdo dos casos em mulheres pelo acesso
geralmente limitado das mesmas aos servigos de saude (WHO, 2011).

O curso da infecgdo é influenciado por fatores ligados ao parasito e ao

hospedeiro, como também fatores relacionados aos vetores. Assim, a
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capacidade da Leishmania de causar diferentes formas clinicas depende da
natureza do agente etiologico (sua espécie e viruléncia), da resposta imune
desenvolvida pelo hospedeiro (Quaresma et al., 2011), e também por fatores
presentes na saliva do vetor, que auxiliam o processo de infeccdo e invasao
celular por parte do parasito (Valenzuela et al., 2004).

A LTA é uma doenca com um amplo espectro de manifestagdes clinicas
que podem variar desde lesbes que se curam espontaneamente até formas
cronicas e desfigurantes. De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude,
sdo trés os tipos principais da doencga: i) forma cutanea: ulceras de pele
usualmente em areas expostas, como face, bracos e pernas e que, geralmente,
se curam dentro de alguns meses, deixando cicatrizes; ii) forma cutanea difusa
e cronica disseminada: produzem lesdes na pele semelhantes as causadas na
lepra lepromatosa, sao formas de dificil tratamento; iii) forma mucocutanea: as
lesdes podem destruir parcial ou totalmente as mucosas do nariz, boca e
garganta, cavidades e tecidos circundantes (WHO, 2010)

No Brasil, a LTA é considerada uma zoonose, mantida na natureza pelos
animais silvestres e sinantrépicos, com a participacdo secundaria de animais
domésticos e acidentalmente seres humanos. Nas ultimas décadas, os estudos
epidemiologicos da LTA observaram mudangas no comportamento
epidemioldgico da doenga de modo que esta também ocorre em zonas rurais ja
praticamente desmatadas e em regides periurbanas e urbanas de grandes
centros urbanos (Passos et al., 1993; Quaresma et al, 2011; Avila-Garcia et al.,
2014; Rangel et al., 2014).

No estado de Minas Gerais, os relatos mais antigos de LTA relacionam a
mesma com atividades de agricultura e desmatamento para a construgcao de
vias (Orsini, 1940; Martins et al., 1956). A doenca apresentou, entre 1985 e
1995, um total de 16.280 casos reportados (Ministério da Saude, Brasil), sendo
relatada pela primeira vez a ocorréncia de surtos relacionados a agdes de
desmatamento. Em Minas Gerais a LTA vem ocorrendo, assim como em outras
regides, em areas peri-urbanas e urbanas de varios municipios do estado e
casos autoctones de transmissdo domiciliar vem sendo documentados desde
1987 na Regidao Metropolitana de Belo Horizonte (RMBH) (Passos et al., 1993).
A espécie L. braziliensis € encontrada de forma predominante no estado
(Passos et al., 1999).

21



Introducéo

Inimeros estudos epidemioldgicos realizados em diferentes regides das
Américas tém contribuido para um melhor esclarecimento de diversos aspectos
dos ciclos de transmissado (Quaresma et al., 2011; Dutari & Loaiza, 2014;
Rodriguez et al., 2013; Krolewiecki et al., 2013, Fonseca et al.,, 2014).
Entretanto, existem aspectos epidemiolégicos especificos para cada foco de
transmissdao e estudos que abordam estas caracteristicas particulares
(espécies circulantes na area, espécies de vetores e reservatérios presentes)
sdo importantes para a investigagdo dos ciclos de transmissao e consequente

conhecimento da epidemiologia da doenca.

1.2 Agentes etiologicos

O género Leishmania é notavel pelo grande numero de parasitas
descritos, com uma elevada variabilidade em relacdo a outras espécies da
mesma familia. Estes protozoarios podem desencadear diversos tipos de
manifestacdes clinicas, desde formas viscerais a lesdes cutaneas, que podem
em alguns casos apresentar cura espontanea, com possivel acometimento
mucoso, uma vez que algumas espécies possuem tropismo por tecidos
tegumentares, enquanto outras possuem por tecidos viscerais. Esses
organismos pertencem a familia Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida, e
foram divididos nos subgéneros Leishmania Lainson & Shaw 1987 e Viannia
Saf’janova 1982 considerando a distribuicdo dos parasitos no trato digestivo do
vetor dentre outras caracteristicas (Lainson, 1997). As espécies do subgénero
Viannia apresentam desenvolvimento inicial na por¢ao do intestino posterior do
flebotomineo, aderidos a mucosa na regidao do piloro, e seus representantes
sdo encontrados unicamente no Novo Mundo; as espécies do subgénero
Leishmania desenvolvem-se no intestino médio e anterior dos flebotomineos, e
seus exemplares sao encontrados tanto no Novo quanto no Velho Mundo.

Esses parasitos sdo digenéticos, habitando hospedeiros vertebrados e
invertebrados, sendo as fémeas de flebotomineos responsaveis pela
transmissao de um mamifero/reservatério para outro suscetivel. Durante seu
ciclo de vida, as leishméanias alternam entre formas flageladas moveis e formas

sem flagelo aparente e sem motilidade. As formas flageladas moveis
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(promastigotas) sobrevivem extracelularmente no trato digestério dos insetos
vetores, se reproduzindo neste local, e se desenvolvendo nas formas infectivas
(promastigotas metaciclicas). A reprodugdo destes parasitos parece ser
predominantemente assexuada mas estudos recentes tem mostrado a
ocorréncia de recombinagdo genética. Em estudo experimental utilizando-se
cepas transgéncias resistentes a drogas seletivas foi possivel a recuperagéo de
cepa resistente a duas drogas apos a infecgdo natural no inseto vetor
(Akopyants et al, 2009)., No momento do repasto sanguineo, o inseto vetor
inocula as promastigotas, que em seguida sado fagocitadas por células do
sistema fagocitario mononuclear, especificamente macrofagos teciduais. Esses
parasitos sao estimulados pelo ambiente acido e hostil dos fagolisossomos a
se transformarem em formas ndo-moveis, intracelulares obrigatorias e
divisiveis, as amastigotas (Bariuls et al., 2007).

As leishmanioses podem ser desencadeadas por diferentes espécies do
género Leishmania. No Brasil, a forma tegumentar pode ser causada por
protozoarios tanto do subgénero Leishmania (L. amazonensis, complexo L.
mexicana) quanto do subgénero Viannia (L. guyanensis, L. lainsoni, L. shawi, L.
naiffi e L. lindenbergi e L. braziliensis) com possibilidade de ocorréncia de
metastases e acometimento mucoso. A LV por sua vez, € causada apenas por
espécies do subgénero Leishmania (complexo L. donovani e L. infantum,
sinonimia de L. chagasi) (Martinez et al., 2003; Brasil, 2007)

1.2.1 Leishmania (Viannia) braziliensis

No Brasil, dentre os protozoarios do género Leishmania que parasitam o
homem, a espécie mais frequentemente encontrada é L. braziliensis. O
protozoario em questdo € classificado ocupando uma posigdo taxondmica
dentro do complexo Leishmania braziliensis, em conjunto com a espécie L.
peruviana Velez, 1913. O protozoario pode causar um amplo espectro de
manifestagdes clinicas, desde lesbes unicas e tipicas, com fundo granuloso e
bordas elevadas, até o envolvimento de mucosas nasais e orais, também
conhecida como forma cutaneo-mucosa ou mucosa. Além disso, pode ocorrer
a disseminagdo do parasito pelo sistema linfatico, sendo estas metastases

responsaveis pelos casos de leishmaniose disseminada (Lainson & Shaw,
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1998). Dentre as variadas manifestagdes clinicas, o envolvimento das mucosas
€ a complicagdo mais séria, podendo ocorrer lesdes desfigurantes que,
dependendo da gravidade e da area afetada, comprometem o trato digesto-
respiratorio severamente. Estas manifestacbes podem acarretar problemas no
ambito social e psicolégico em seus portadores devido a atitudes
preconceituosas em relagao as lesdes. Na maioria das areas endémicas, de 1
a 10% de infecgbes cutaneas localizadas resultam na forma mucosa dentro de
um a cinco anos apos a cura da leséo primaria (Marsden, 1986).

Além do espectro de lesbes que podem ser causadas pela espécie L.
braziliensis, existem relatos de manifestagdes atipicas da LTA, com
caracteristicas distintas das apresentadas pelas lesbes tipicas (Baptista et al.,
2009, Quaresma, 2011; Shirian et al., 2014). Estas manifestagdes atipicas sédo
geralmente confundidas com outras doengas, principalmente com
esporotricose, hanseniase, tuberculose cutadnea ou lupus eritematoso (Marques
et al., 2007; Ul & Ber, 2008). Podem apresentar-se sob forma de papulas,
placas, nodulos, ou lesdes lupdides, verrucosas ou vegetativas moduladas por
diferentes respostas imunes do hospedeiro (Guimaraes et al, 2009). Essa
diversidade de manifestagcbes clinicas pode estar associada a uma alta
variabilidade genética intra-especifica deste patogeno, e também aos ciclos de
transmisssé&o (Cupolillo et al., 2003).

O parasito L. braziliensis possui uma ampla distribuicdo nas Américas,
desde a América Central até o norte da Argentina, e é observada em todas as
areas endémicas para LT no Brasil (MS, 2007). Devido a sobreposigdo de
variadas espécies em algumas regiées endémicas, o controle da transmisséo e
o tratamento se tornam pouco efetivos, complicados pelo fato de cada espécie
apresentar um perfil epidemioldgico distinto e diferentes formas de resposta ao
tratamento (Buitrago et al., 2011).

Cabe ressaltar que a transmissao deste parasito ocorre principalmente
em areas de vegetagao oriundas das florestas tropicais que sédo substituidas
por areas de ocupacdao humana desordenada (Régo, 2013). Desta forma, a
adaptacdo do seu vetor primario Lu. intermedia tem sido observada,
concomitante ao aparecimento de infeccdes em pequenos mamiferos, caes e
humanos (Aguillar et al., 1987; Marzochi, 1992; Marzochi & Marzochi, 1994).
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O protozoario L. braziliensis possui a maior parte de seu genoma
conservado entre espécies do mesmo género, onde aproximadamente 47 de
seus genes sao espécie-especificos, corroborando o fato de que L. braziliensis
€ uma espécie bastante divergente quando comparada a outras do mesmo
género (Peacock et al., 2009). Apesar dessa similaridade, as espécies do
subgénero Viannia possuem diferentes meios de regulacdo génica. Além
disso, apenas em L. braziliensis foram observadas evidéncias da existéncia de
maquinaria de RNA de interferéncia (RNAI) e elementos de DNA transponiveis
(Smith et al., 2008).

1.3 Epidemiologia Molecular e Diversidade Genética de Parasitos do Género

Leishmania

Devido ao modo de transmissdo e a grande variedade de ambientes
colonizados, o parasito necessita se adaptar rapidamente a tais ambientes
drasticamente diferenciados. Assim, seu genoma é extremamente organizado e
funcional, com a expressao constitutiva de genes relacionados a diferenciagéao,
viruléncia, sobrevivéncia e patogénese e expressado diferencial de genes
relacionados ao metabolismo, traducido de proteinas, anexos de membrana e
genes hipotéticos entre suas formas de vida (Leifso et al., 2006; Sterkers et al.,
2012).

O genoma destes protozoarios € organizado em 36 cromossomos, nas
espécies do Velho Mundo (L. donovani, L. infantum, L. major, L. tropica, L.
aethiopica) (Wincker et al 1996) e 34 e 35 cromossomos nas espécies L.
mexicana e L. braziliensis do Novo Mundo, respectivamente (Britto et al.,
1998), dos quais 31 sédo conservados e 0s outros originarios de eventos de
fusdo ou fissdo. Essa diferenca de cromossomos entre espécies do mesmo
género pode ser devido a varios eventos, como por exemplo, a ocorréncia de
aneuploidia em mosaico durante a replicacdo celular. Isso tem como
consequéncia uma extrema diversidade genotipica e cariotipica, além de
heterogeneidade intra-espécies devido ao fato de que a populagao
compreende quase exclusivamente células homozigoticas (Sterkers et al.,

2012). Por ser uma importante fonte de diversidade fenotipica, esses parasitos
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podem utilizar desse mecanismos de reorganizagao génica para se adaptar a
diferentes ambientes durante seu ciclo de vida, consequentemente ampliando o
espectro de manifestagdes clinicas (Sterkers et al., 2012).

Uma caracteristica marcante em relagédo ao genoma dos protozoarios do
género Leishmania é o alto grau de similaridade entre espécies diferentes,
mesmo entre espécies separadas ha milhdes de anos, como L. tarentolae
(Raymond et al., 2012). e essa similaridade também é observada em relagao a
outras espécies de tripanossomatideos, como Trypanosoma brucei e T. cruzi
(EI-Sayed et al., 2005; Sterkers et al., 2012). Existem por volta de 6500 genes
da familia Trypanosomatidae, e mais de 1000 especificos para o género
Leishmania.

Mesmo que os protozoarios do género Leishmania sejam organismos
eucariotos, os mesmos preservam uma série de caracteristicas similares aos
seus ancestrais bacterianos, como o baixo numero de introns, genes
agrupados de forma policistrénica, maquinaria de trascricdo simplificada onde
ha processamento de mRNA acoplado a poliadenilagdo (lvens et al., 2005;
Smith et al., 2008). Os tripanossomatideos mantém a regulacdo de sua
expressao génica a nivel pos-transcricional, além da importante funcéo de
regides nao traduzidas na posi¢cdo 3’ (3' UTR) com funcg&o regulatoria (Aly et
al.,, 2005; Boucher et al.,, 2002; Haile & Papadopoulou, 2007). Também
apresentam modificagbes poés-traducionais de proteinas de superficie e de
excrecdo, onde utilizam mecanismos de duplicacdo e amplificagdo génica
como uma alternativa, auxiliando no aumento da express&o génica (Aly et al.,
2005).

Além dos fatores bidticos e abidticos envolvidos no perfil de distribuicao
da doenca, o sistema reprodutivo dos protozoarios do género Leishmania pode
ser uma das chaves de sua biologia e disseminagdo. Sua estrutura
populacional e perfil de reproducdo fornecem informagdes importantes em
varios aspectos, como na epidemiologia, diagndstico, tratamento e controle da
doenca. De acordo com diversos autores, existem duas hipoteses que tentam
elucidar os mecanismos de reproducdo desses protozoarios: clonalidade e
sexualidade. A primeira hipotese é baseada na reproducdo assexuada onde as
células-filhas séo geneticamente idénticas a célula de origem (Tibayrenc et al.,

1990; Tibayrenc, 1993; Rougeron et al., 2010) e é a mais aceita pela
26



Introducéo

comunidade cientifica. Ja a segunda hipétese foi proposta por Bastien et al.,
(1992), baseada em revisdes tedricas e achados de analises de marcadores
microssatélites ao longo do genoma de tais protozoarios (Kuhls et al., 2007;
Rougeron et al.,, 2010, Kuhls et al., 2013). Essa hipétese elucida provaveis
eventos de fluxo e recombinagdo genética nesses parasitos, ocasionando
ocorréncia de organismos hibridos entre cepas.

Atualmente na comunidade cientifica, tem se intensificado a discussao
sobre o real mecanismo de reproducédo em Leishmania, principalmente pela
observacao de parasitos hibridos em populagbes naturais, gragas ao avango
de técnicas moleculares, que sao capazes de distinguir os mesmos em relagao
a hipdtese de infecgao mista (Belli et al., 1994; Kelly et al., 1991; Banuls et al.,
1997; Ravel et al., 2006; Nolder et al., 2007; Hamad et al., 2011; Odiwuor et al.,
2011 Gelanew et al., 2014).

Além disso, experimentos utilizando duas cepas distintas e com
diferentes marcadores, como fluorescéncia e genes de resisténcia a drogas,
observaram a origem de uma terceira linhagem hibrida contendo genes
provenientes de ambas as cepas parentais (Akopyants et al., 2009; Sadlova et
al., 2011; Inbar et al., 2013).

Estes hibridos ndo foram descritos no organismo do hospedeiro e nem
sdo encontrados em cultura, e sé ocorrem no tubo digestivo de flebotomineos,
uma vez que provavelmente ha a co-existéncia de fatores propicios a
reprodugao dos organismos e também suas formas reprodutivas (Rioux et al.,
1990; Romano et al, 2014). Também s&o observados eventos de trissomia ou
perda de heterozigozidade em alguns loci. A despeito disso, a heranga do DNA
do cinetoplasto é uniparental, e ndo se sabe por qual motivo ou que
circunstancias levam ao desaparecimento de uma determinada copia do kDNA.
Cruzamentos intraclonais sdo mais dificeis de serem observados, uma vez que
o parasito reconhece self e non-self (Lin et al., 2005). Entretanto, as formas
reprodutivas de Leishmania ainda nido foram encontradas, necessitando mais
estudos.

Assim, tem sido aceito que protozoarios da espécie L. braziliensis tem a
capacidade de transitar entre diferentes meios de reproducédo: clonal, quando
no inseto vetor e hospedeiro mamifero, e endogamia, somente no interior do

inseto vetor, com a ocorréncia de alguns eventos de recombinagédo entre
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individuos geneticamente divergentes (Akopyants et al., 2009; Peacock et al.,
2009; Rougeron et al., 2010; Rogers et al., 2014). O mesmo também é
observado em outras espécies de tripanossomatideos, como Trypanosoma
brucei (Gibson et al., 2008).

Ainda que n&o exista um senso comum sobre os mecanismos pelos
quais o0s protozoarios do género Leishmania realizam eventos de
recombinagdo e fluxo génico, muitos parasitos hibridos interespécies tém sido
reportados na comunidade cientifica (Belli et al., 1994; Dujardin et al., 1995;
Delgado et al., 1997; Banuls et al., 1999; Romano et al, 2014; Rougeron et al,
2015). Tais achados, aliados aos perfis genéticos desses parasitos e
manifestacdes clinicas atipicas, podem confundir posteriores analises e
também gerar investigacbes enviesadas e equivocadas. Assim, técnicas
moleculares com alta sensibilidade podem auxiliar no esclarecimento da
distribuicdo e das relagbes filogenéticas e de ancestralidade entre cepas e
entre espécies, auxiliando no entendimento da distribuicdo espacial dos
parasitos, e também na epidemiologia das Leishmanioses.

Uma caracteristica importante observada nos organismos da ordem
Kinetoplastida € a presencga do cinetoplasto, um DNA mitocondrial localizado
proximo ao corpo basal do flagelo (Simpson, 1987), porém como em outros
organismos unicelulares, os caracteres morfolégicos s&o pouco uteis e geram
informacdes superficiais acerca da diversidade populacional e relacdes
evolucionarias para o0 género Leishmania e também para a familia
Trypanosomatidae (Fraga et al., 2010).

A definicdo de espécies € um tema controverso dentro do género
Leishmania. O conceito atualmente em consenso, de que espécie € um
agrupamento de populacdes naturais intercruzantes, reprodutivamente isolados
de outros grupos com as mesmas caracteristicas (Mayr, 1970), é arbitrario e
baseado tanto em caracteristicas extrinsecas como intrinsecas diversas,
acarretanto controvérsias nas definigdes deste género. Este pode ser um dos
motivos da existéncia de grande quantidade de espécies, auxiliada pela falta de
critério de alguns taxonomistas. Portanto, um conjunto de parametros, como
geograficos, vetores e hospedeiros, genéticos, moleculares e bioquimicos
devem ser usados para estudar e classificar corretamente os protozoarios do

género Leishmania, principalmente frente a extensa variabilidade genética que
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estes organismos apresentam. O sistema atual de classificacdo de Leishmania
aborda dados obtidos por técnicas enzimaticas e analises de marcadores
moleculares, associadas aos conceitos de descricdo de cada espécie (Bafiuls
et al., 2002).

A variabilidade genética de organismos do género Leishmania também
pode estar em associagdo com determinados ecétopos, que podem possuir
diferentes endemicidades (Gomes et al., 2002; Schriefer et al., 2004; Brito et
al., 2009; Ferreira et al.,, 2012). O desenvolvimento de técnicas moleculares
auxilia na pesquisa por caracteristicas genéticas que possam auxiliar na
localizacdo geografica de cepas relacionadas ou distantes entre si,
principalmente em areas onde existam espécies em simpatria, ou ja exista a
ocorréncia de hibridos naturais (Motoie et al., 2013).

O conceito de epidemiologia molecular vem sendo amplamente
difundido e utilizado na comunidade cientifica, e consiste no uso de técnicas
moleculares aplicadas ao estudo da distribuicdo e determinantes de doenca em
populagdes humanas (Foxman & Riley, 2001). Em outros termos, é a aplicagao
epidemioldgica de técnicas moleculares com o intuito de identificar fatores que
determinem a distribuicdo de uma doenga no tempo e espago, assim como
fatores que determinam sua transmissdo, manifestacdo e progressao. As
abordagens de epidemiologia molecular podem auxiliar no controle da
distribuicado de uma determinada doenca; no estudo da prevaléncia da infeccéo
numa populagao; auxilio no diagndstico clinico; determinacdo da estrutura da
populagdo e a extensdo da migragdo dos patdogenos e vetores envolvidos; e
estudo da emergéncia e propagacgao de resisténcia a drogas.

O estudo de epidemiologia molecular de organismos do género
Leishmania apresenta algumas dificuldades devido a sua extensa diversidade
clinica e epidemioldgica. O padrao-ouro para a caracterizagdo molecular das
espécies do género Leishmania é a Eletroforese de Enzimas Multilocus (MLEE)
(WHO, 2010), utilizando combinagdes de diversos sistemas enzimaticos
(Cupolillo et al., 1994), também pode ser utilizada nos estudos epidemioldgicos
e de variabilidade genética (Baptista et al., 2009). Porém atualmente essa
técnica vem deixando de ser utilizada em tais estudos, exceto em identificagao
de parasitos, devido a limitac&o intrinseca em seus marcadores, a necessidade

de isolamento em meio de cultura e ao fato de ser laborioso e consumidor de
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tempo (Baptista et al., 2009). Assim, a técnica MLEE vem sendo gradualmente
substituida ou utilizada em associacdo com outras técnicas moleculares, a
partir do desenvolvimento de metodologias padronizadas e reprodutiveis. Neste
contexto, algumas técnicas vém sendo mais frequentemente utilizadas,
dirigidas a regides codificantes ou nao-codificantes provenientes do DNA do
cinetoplasto ou do nucleo (Lukes et al., 2007), e analises por microssatélites
em regides variaveis (MLMT) (Baptista et al., 2009, Oddone et al., 2009; Aluru
et al, 2015). Essas técnicas, associadas a informagdes epidemioldgicas, podem
auxiliar no entendimento da epidemiologia molecular dos protozoarios do
género Leishmania, uma vez que ambos os campos de conhecimento podem

preencher as lacunas ainda existentes acerca das leishmanioses.
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2 JUSTIFICATIVA

O estudo genético de populagdes de parasitos que infectam diferentes
hospedeiros em regides geograficas distintas € de grande importancia para o
entendimento da epidemiologia das doengas por eles causadas. Além disso,
contribui para esclarecer o papel bioldégico de variantes genéticas com relagao
a viruléncia, patogenicidade, resisténcia a drogas, dentre outras caracteristicas.

Por se tratar da principal espécie causadora de LTA em Minas Gerais, a
caracterizagcdo genotipica de L. braziliensis é essencial para um melhor
conhecimento sobre os focos de transmissao nesta regido. Neste estudo foram
utilizadas amostras de L. braziliensis isoladas de casos humanos de LTA
provenientes de varios municipios de Minas Gerais e que ja haviam sido
utilizadas em estudos moleculares. Nos estudos prévios foram obtidos
resultados interessantes acerca da possivel associagao entre as caracteristicas
genéticas destes isolados e aspectos clinico-epidemiologicos.

Sendo assim, nos propusemos analisar a variabilidade genética de um
painel de amostras de L. braziliensis empregando outras metodologias
moleculares visando fornecer subsidios para o melhor conhecimento destes
parasitos. Adicionalmente, analises de agrupamento hierarquico e filogenética
foram utilizadas para a investigagdo da possivel correlagdo de manifestagoes
clinicas da LTA com parasitos geneticamente variantes e sua distribuicdo

geografica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar a variabilidade genética de isolados de Leishmania
(Viannia) braziliensis provenientes de pacientes com diferentes perfis clinicos

de regides de Minas Gerais.

3.2 Objetivos Especificos

e Confirmar a identificacdo das amostras de L. braziliensis isoladas de
casos humanos provenientes de diferentes regides de Minas Gerais.

e Comparar os isolados de L. braziliensis da Terra Indigena Xakriaba com
os isolados de outras regides de Minas Gerais em relacdo as
caracteristicas genéticas.

e Avaliar a correlacao entre a variabilidade genética de L. braziliensis com
os aspectos clinicos dos pacientes e origem geografica das amostras.

e Analisar filogeneticamente os isolados de L. braziliensis utilizando

sequéncias de diferentes marcadores moleculares.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho Experimental

A figura 1 mostra o fluxograma do desenho experimental seguido para a

analise do perfil de variabilidade genética das amostras de L. braziliensis .

Amostras de Amostras de
lesdes tipicas lesGes atipicas
n=14 m=13

Grupo 1 Q:':-"Egiz--.' Erupo 2 / DIEMais regines

Extracdo de DNA

T

Confirmacdo da Estudo da variabilidade
identificacdo da espécie genetica -hsp70
-1T51
PCR-g6pd PCR-RFLP epb

S

Sequenciamento
dos fragmentos

R
Analise e obtencido de
sequéncias consenso

l

Analises estatisticas o cp-
A . B Avaliacdo da Andlise
rupamento por  [¢ - ) i
E.Np o P . variabilidade genética Filogenética
particio e hierdrguico

Figura 1: Desenho experimental para as abordagens utilizadas no estudo da variabilidade
genética das diferentes amostras deste trabalho.
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4.2 Area de estudo

As amostras utilizadas sao provenientes do estado de Minas Gerais,
localizado na regido sudeste do Brasil. O estado, cuja capital € o municipio de
Belo Horizonte, possui 853 municipios delimitados em uma area de
586.522,122 km? (IBGE, 2013), populacéo estimada de 19.597.330 habitantes,
e densidade demografica de 33,41 habitantes/km? (IBGE, 2013). Os municipios
estdo inseridos em 8 macrorregides, conforme mostra a figura 2. Minas Gerais
possui grande extensao territorial, havendo disparidades socioeconémicas
entre as diferentes regides do estado. O sul, mais industrializado e
desenvolvido economicamente, possui maior riqueza e apresenta bons
indicadores sociais. A por¢ao norte, por sua vez, sofre com a seca e a auséncia
de politicas publicas eficazes, sendo uma das areas mais pobres do pais,
apresentando déficit nos servigos de saneamento ambiental, elevada taxa de
mortalidade infantil e alto indice de analfabetismo (IBGE, 2013).

O estado apresenta clima tropical, com subdivisdes regionais sobretudo
em fungdo da altitude, apresentando variagdes entre tropical de altitude e
tropical umido. O clima semiarido ocorre no extremo norte mineiro devido a
baixa pluviosidade. A cobertura vegetal de Minas Gerais pode ser resumida em
quatro tipos (biomas) principais: Cerrado, mais abundante especialmente nas
bacias dos rios Sao Francisco e Jequitinhonha; Mata Atlantica, segundo mais
abundante; Campos de Altitude ou Rupestres, encontrados nos pontos mais

altos do estado; e Mata Seca, no norte do estado (IBGE, 2013).
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Divisdo do Estado de Minas Gerais em Macroregides
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Figura 2: Delimitagéo do estado de Minas Gerais em macrorregides. Fonte: IBGE, 2013.

4.3 Amostras

Foram utilizadas 27 cepas isoladas de casos humanos e identificadas
por meio da eletroforese de isoenzimas (MLEE) como L. braziliensis. Tais
amostras sdo provenientes de diferentes macrorregides do estado (figura 2) e
foram divididas em dois grupos hipotéticos: i) grupo 1: constituido por amostras
de variadas regides do estado de Minas Gerais, isoladas de pacientes com
lesbes tipicas de LTA; em estudos anteriores essas amostras apresentaram
alto indice de similaridade utilizando-se os marcadores de RAPD, SSR e
isoenzimas (Gontijo, 2000); ii) grupo 2: amostras provenientes de area
endémica no norte do estado (Sdo Jodo das Missdes — macrorregiao VII),
isoladas de pacientes com manifestagbes atipicas da doenga, e que em
estudo anterior apresentaram polimorfismos ao longo da sequéncia do
marcador hsp70 (Quaresma, 2011). A tabela 1 resume as caracteristicas das
amostras utilizadas. Cepas de referéncia da OMS foram utilizadas como

parametro de comparacéo interespécies nas varias técnicas (tabela 2).
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Figura 3: Distribuicdo das amostras de Leishmania braziliensis por municipio e macrorregides
no estado de Minas Gerais. Fonte: IBGE, 2013.

Tabela 1: Caracteristicas das amostras de Leishmania (Viannia) braziliensis estudadas

Codigo Internacional | Grupo | Classificagao e tipo de Local de Regido do
lesao Infecgao estado

1 Cutanea unica, tipica Brumadinho |
MHOM/BR/93/MG1

1 Cutanea unica, tipica Jaboticatubas |
MHOM/BR/93/MG2

1 Cutanea unica, tipica Belo Horizonte |
MHOM/BR/95/MG3

1 Cutanea multipla, tipica Pompéu I
MHOM/BR/93/MG4

1 Cutanea multipla, tipica Pompéu ]
MHOM/BR/94/MG5

1 Cutanea unica, tipica Pompéu Ml
MHOM/BR/98/MG6

1 Cutanea unica, tipica Medina \VJ
MHOM/BR/98/MG7

1 Cutanea unica, tipica Araguai \VA
MHOM/BR/96/MG8

1 Cutanea unica, tipica Diamantina \V}
MHOM/BR/98/MG9

1 Cutanea unica, tipica Araxa V
MHOM/BR/95/MG10

1 Cutanea unica, tipica Joao Pinheiro Vi
MHOM/BR/93/MG11

1 Cutanea unica, tipica Simonésia VI
MHOM/BR/93/MG12
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1 Cutanea unica, tipica Caratinga VI

MHOM/BR/95/MG13
1 Cutanea unica, tipica Caratinga VIl

MHOM/BR/95/MG14
2 Cutanea multipla, tipica S. J. Missbes VIl

MHOM/BR/09/MG15
2 Cutanea unica, tipica S. J. Missoes VII

MHOM/BR/08/MG16
2 Cutanea disseminada S. J. Missbes VIl

MHOM/BR/08/MG17
2 Cutanea unica, tipica S. J. Missbes VIl

MHOM/BR/08/MG18
2 Cut. disseminada atipica S. J. Missbes VII

MHOM/BR/08/MG19
2 Cutanea unica, tipica S. J. Missbes VIl

MHOM/BR/09/MG20
2 Cutanea unica, atipica S. J. Missbes VIl

MHOM/BR/10/MG21
2 Cutanea recidiva, atipica S. J. Missbes VII

MHOM/BR/08/MG22
2 Cutanea multipla, atipica S. J. Missobes VIl

MHOM/BR/08/MG23
2 Cutanea unica, atipica S. J. Missoes VIl

MHOM/BR/08/MG24
2 Cutanea unica, tipica S. J. Missbes VII

MHOM/BR/08/MG25
2 Cutanea unica, atipica S. J. Missbes VIl

MHOM/BR/08/MG26
2 Cutanea unica, tipica S. J. Missbes VIl

MHOM/BR/08/MG27

Tabela 2: Cepas de referéncia da OMS utilizadas no estudo.
Espécie Cédigo Forma Origem
Internacional Clinica
Leishmania (Viannia) braziliensis | MHOM/BR/75/M2903 LC Para, Serra dos
Carajas, Brasil
L. (V.) guyanensis MHOM/BR/75/M4147 LC Para, Monte Dourado,
Brasil
Leishmania (Leishmania) infantum | MHOM/BR/74/PP75 LV Bahia, ltuacu, Brasil
L. (L.) amazonensis IFLA/BR/67/PH8 LC Para, Utinga, Brasil

4.4 Procedimentos Eticos

As amostras isoladas dos individuos provenientes da terra indigena

Xakriaba, em Sao Joao das Miss6es/MG foram obtidas a partir do ano de 2008,

ao longo do desenvolvimento de projeto aprovado no CONEP sob o registro n°

355/2008 e com autorizagéo para entrada em terra indigena junto a FUNAI sob

o registro n°® 149/CGEP/08. As amostras oriundas das demais areas endémicas

de Minas Gerais foram obtidas a partir de atendimento ambulatorial no Centro
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de Referéncia em Leishmanioses — Fiocruz MG durante periodo compreendido
entre 1993 e 1998.

4.5 Procedimentos Moleculares

4.5.1 Extracdo de DNA de promastigotas de Leishmania em meio de cultura

As amostras selecionadas foram submetidas a extracdo do DNA
gendmico utilizando o Kit de Extragao de tecido e células Gentra Puregene® da
QIAGEN, seguindo o protocolo recomendado pelo fabrificante com algumas
modificagdes para otimizagao.

As formas promastigotas das diferentes cepas de Leishmania, na
concentracdo de 10° parasitos, foram homogeneizadas ao vértex por 20
segundos, adicionado 300 pL de solugédo de lise e 1,5 pL de proteinase K
(concentragao da proteinase), homogeneizadas por 20 segundos e incubadas a
55° C durante 12 horas. Apoés o periodo de incubagao foram adicionados 100uL
de solucéao de precipitacao de proteinas a solugao, que foi homogeneizada por
20 segundos e incubada por cinco minutos a 4°C. Posteriormente os tubos
foram vortexados por 20 segundos seguido de centrifugagao por cinco minutos
a 12000 x g e a fase aquosa sobrenadante transferida para um tubo novo.
Foram adicionados 300uL de isopropanol vertendo cuidadosamente por
inversdo a amostra remanescente (fase aquosa), seguida de outra
centrifugacgéo por cinco minutos a 12000 x g. Apds esse passo, 0 sobrenadante
foi descartado e o tubo foi seco em inversdo contra papel absorvente. Foi
adicionado 300uL de etanol 70% ao tubo ja seco e invertido varias vezes
seguido de outra centrifugagcdo a 12000 x g por cinco minutos. Por fim o
sobrenadante foi descartado e o tubo permaneceu invertido contra papel
absorvente até secar completamente. Ao final, foram adicionados 200uL de
agua DNAse e RNAse free. As amostras foram incubadas a 65° C por uma
hora e posteriormente deixadas a temperatura ambiente por 12h, sendo
estocadas ao final a temperatura de -20°C.

Apos a extracao foi realizada a quantificacdo do DNA em todas as

amostras, verificando a presencga, concentracdo e qualidade do material
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extraido. Para este procedimento foi utilizado o espectrofotbmetro de
microvolume Nanodrop®-1000. As amostras de DNA foram diluidas para a
concentragdo de 20ng/uL que foi utilizada em todas as reacdes. Conforme
recomendagdes do fabricante o espectro de luz foi ajustado para 260 e 280
nandmetros, faixa em que os acidos nucléicos sao detectados. A razdo da
absorbancia de 260nm/280nm foi utilizada para avaliar a pureza do material

extraido, sendo considerados aceitaveis valores entre 1,4 de 1,8.

4.5.2 PCR do g6pd

Os iniciadores ISVB 5 TAC TCG CCA TGT CGG AGG 3’ e ISVC 5 ATC
ACA ATG ATG GTC AAC GCA C 3 (Castilho et al, 2002) especificos para a
espécie L. braziliensis foram utilizados para amplificar o fragmento de 234
pb em reagdes contendo solugao tampao 1x (200 mM Tris-HCI pH8,4, 500 mM
KCI), 1,5mM de MgCl,, 0,2mM de cada nucleotideo trifosfato (dNTPs) , 0,5
pmol de cada iniciador, 1 U de Tag DNA polimerase Platinum® (Invitrogen), 2
ML de DNA molde acrescidos de agua mili-Q para se obter um volume final de
25 L. A amplificacado do DNA foi realizada alternando 30 ciclos de
desnaturacgao a 94°C por 1 minuto, anelamento a 60°C por 1 minuto e extensao
a 72°C por 30 segundos, seguido por um passo de extenséo final a 72°C por 10
minutos. Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose a 2%

corado com brometo de etidio (0,5ug/mL).

4.5.3 PCR-RFLP do hsp70

Os genes codificadores de proteinas de choque térmico de 70 kilodaltons
(hsp70) de Leishmania sao arranjados in tandem, compreendendo uma familia
de genes cujas sequéncias codificadoras em diferentes organismos séao
altamente conservadas (Folgueira & Requena, 2007). Aliquotas de 5,0 uL de
DNA foram utilizadas na reagédo que gera um fragmento de 1300pb do hsp70. A

reacao de PCR foi preparada para um volume final de 25 ulL utilizando 1,5 mM
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MgCl;, 200 uM dNTP mix (New england), 5,0% DMSO (Invitrogen), 2,5
unidades de Taq DNA polimerase Platinum® (Invitrogen), 0,4 pmol de iniciador
senso HSP70for - GACGGTGCCTGCCTACTTCAAZ’ e 0,4 pmol de iniciador
anti-senso HSP70 rev 5CCGCCCATGCTCTGGTACATC 3 (Garcia et al.,
2004). A amplificacdo do DNA molde foi processada em termociclador
automatico de DNA (Eppendorf) alternando 35 ciclos de desnaturagcdo a 94°C
por 30 seg, anelamento a 61°C por 1 min e extenséo a 72°C por 3 min, seguido
por um passo de extensdo final a 72°C por 10 min. Os produtos da
amplificagdo foram visualizados em gel de agarose 2% corado por brometo de
etideo (0,5ug/mL). As amostras foram submetidas a digestdo utilizando a
enzima Haelll para analise dos polimorfismos de tamanho dos fragmentos de
restricdo (RFLP). A reacao de digestao foi preparada para um volume final de
15 uL, contendo 1uL de Haelll (New england) (10 U/uL), 1,5 uL de tampéo da
enzima 10x e 12,5 pL de produto de PCR. A mistura entéo foi incubada a 37°C
por 2 horas. Os perfis de restricdo foram analisados em gel de agarose 4% e
comparados com o padrao obtido pela digestdo do produto de PCR de cepas
referéncia de L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), L. braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903), L. infantum (MHOM/BR/74/PP75) e L. guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147).

4.5.4 PCR-RFLP do ITS1

Varios niveis de variagao inter e intra espécies tem sido observados nos
protozoarios do género Leishmania do novo e velho mundo, nos espagadores
internos transcritos 1 e 2 (ITS1 e ITS2) presentes em multicopias do gene
ribossomal ndo expresso. Os iniciadores LITSR 5 CTGGATCATTTTCCGATG
3" e L5.8S 5 TGATACCACTTATCGCACTT 3’ (Schoénian et al., 2003) que
amplificam um fragmento de aproximadamente 300 a 350pb foram utilizados na
seguinte reacdo: solugdo tampéo 1x (200 mM Tris-HCI pH8,4, 500 mM KCI),
1,5mM de MgClz, 0,2mM de dNTP mix, 0,5 pmol do iniciador LITSR, 0,5 pmol
do iniciador L5.8S, 1 U de Taq DNA polimerase Platinum® (Invitrogen), 5 yL de

DNA molde acrescidos de agua mili-Q para se obter um volume final de 25 pL.
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A amplificacdo foi realizada alternando 35 ciclos de desnaturagéo a 95°C por
30 segundos, anelamento a 53 ° C por 1 minuto e extensdo a 72 ° C por 1
minuto em equipamento termociclador automatico de DNA (Eppendorf). A
reacao de RFLP subsequente, utilizando a enzima Haelll, foi preparada como

descrito no item anterior.

4.5.5 PCR-RFLP do Cpb

Os genes que codificam a proteinase cisteina b estdo presentes como
multicopias de repeti¢des in tandem no genoma de Leishmania. A reagédo de
amplificacdo gera um fragmento de 1050 pb utilizando o seguinte protocolo: 3,0
mM MgCl,, 200 uM dNTP mix (New England Biolabs), 1,25 unidades de Taq
Platinum® DNA polimerase (Invitrogen), 0,4 pmol de cada iniciador Cpb FOR-
5 TGTGCTATTCGAGGAGTTCAA 3 e Cpb REV-5 TTACCCTCAGGAA
TCACTTTGT 3 (Garcia et al, 2005), 5 uL de DNA molde para um volume final
de 25 pL. A amplificagao foi processada em termociclador automatico de DNA
(Eppendorff) alternando 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 40 segundos,
anelamento a 53°C por 1 minuto e extensao a 72°C por 2 minutos, seguido por
um passo de extensao final a 72°C por 8 minutos. Os produtos da amplificagao
foram visualizados em gel de agarose 2% corado pelo brometo de etideo
(0,5ug/mL). As amostras que apresentaram a banda especifica de 1050 pb
foram submetidas a digestéo utilizando a enzima Taql para analise via RFLP. O
perfil gerado apds a digestao do produto de PCR do Cpb distingue a espécie L.
braziliensis de outras espécies do mesmo subgénero, sem fazer distingdes
entre as mesmas. A reacgéo de digestao foi preparada para um volume final de
15 uL, contendo 1 yL de Taql (New England Biolabs) (10 U/uL), 1,5 uL de
tampao da enzima e 12,5 yL de produto de PCR. A mistura foi incubada a
65°C por 2 horas. Os perfis de restricao foram analisados em gel de agarose
4% e comparados ao padrao obtido pela digestdo do produto de PCR de cepas

referéncia de Leishmania utilizadas neste estudo (tabela 2).
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4.5.6 PCR do 6pgd

A enzima 6-fosfogluconato desidrogenase é uma proteina expressa
constitutivamente e participa do ramo oxidativo do ciclo das pentoses em
Leishmania. Fragmentos de 836 pb podem ser obtidos a partir de amplificagcao
utiizando 0,1 mM de <cada um dos iniciadores 6PGD-F &
CTCAAGGAACATGAGCA CGA 3 e 6PGD-R 5 TTGTCCTTGACTTGCTCACG
3’ (Boité et al, 2012) , solucao buffer 1X (200 mM Tris-HCI pH8,4, 500 mM KCI),
50 mM de MgCly, 0,25 mM de dNTP mix, 1U de Taq DNA polimerase
Platinum® (Invitrogen), 5 uL de DNA (20 ng/uL) e agua Milli-Q para um volume
final de 45 uL. As condigbes de amplificacdo foram 94 °C por 2 minutos,
seguidos por 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento
dos inicadores a 55°C por 30 segundos e extensdo a 68°C por 1 minuto.
seguido de um passo de extensédo final a 68°C por 5 minutos. Os produtos
amplificados foram visualizados em eletroforese em gel de agarose a 2%
corado com brometo de etidio (0,5ug/mL), e as amostras que apresentaram a

banda esperada foram sequenciadas.

4.5.7 Sequenciamento dos alvos moleculares

Os fragmentos de 234 pb do g6pd, de 1300pb do hsp70, de 300-350pb
do ITS1, 1050pb do Cpb e 836 pb do 6pgd foram sequenciados através da
metodologia empregada por Sanger (1975) a fim de identificar possiveis
polimorfismos de base unica (SNPs), para confirmagcdao do diagndstico
especifico e analise da diversidade genética de L. braziliensis. Os produtos de
PCR obtidos a partir da amplificacdo com os iniciadores foram purificados com
o kit QIAquick® PCR purification kit (Qiagen) segundo instru¢des do fabricante.
Em seguida foi preparada uma mistura contendo 1uL dos produtos purificados,
1uL de cada iniciador na concentracao de 5,0 pmol/uL, senso e anti-senso, em
tubos separados, 1uL de 5x Sequencing Buffer, 1uL de BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing e agua destilada em quantidade suficiente para um
volume final de 10 uL. O programa utilizado foi temperatura inicial de 96° C por

1 minuto, alternando 35 ciclos de desnaturagdo a 96° C por 15 segundos,
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anelamento em temperaturas crescentes a partir de 50° C aumentando 1° C
por segundo, seguido por passo de extensdao a 60° C por 4 minutos. As
sequéncias foram determinadas pelo sequenciador automatico de DNA ABI
3730xI DNA Analyzer no Departamento de Bioquimica da UFMG e analisadas
por meio dos softwares FinchTV 1.4.0 (Geospiza) e MEGA 6.0 (Tamura et al.,
2013). Por fim, o algoritmo online BLAST, otimizado para sequéncias altamente
similares (megablast) foi utilizado para comparagdo das sequéncias obtidas
com sequéncias depositadas no banco de dados GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

4.6 Procedimentos Estatisticos

4.6.1 Preparacao dos dados para os métodos de agrupamento

Inicialmente, foi construida uma tabela onde as amostras foram
dispostas em linhas e os parametros que caracterizam cada amostra foram
apresentados em colunas. Foram considerados como paradmetros os perfis de
fragmentos de DNA apds a metodologia de RFLP para as sequéncias de
hsp70, cpb e ITS1, sendo que cada amostra recebeu valor de 0 ou 1 de acordo
com a presenga ou auséncia do fragmento. Devido as sequéncias né&o
apresentarem qualidade suficiente para permitir a montagem de sequéncias
consenso, cada regido amplificada pelos iniciadores senso e antisenso dos
marcadores genéticos foi analisada separadamente. As sequéncias para cada
amostra foram, primeiramente, alinhadas utilizando o programa ClustalW
versao 2.0 (Larkin et al., 2008), seguida pela eliminagdo de regides alinhadas
de baixa qualidade pelo programa Gblocks 0.91b (Talavera e Castresana,
2007). Para normalizagao dos parametros, os dados de sequenciamento foram
expressos como porcentagem de identidade com a sequéncia da amostra

MG1, utilizada como referéncia.

4.6.2 Agrupamento por particdo e hierarquico
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A identificagdo de classes de amostras baseada na integracdo dos
dados de RFLP e resultados de sequenciamento de DNA foi realizada por duas
técnicas de agrupamento utilizando a plataforma R (RDC Team, 2011). Para a
primeira técnica de agrupamento, o método de escalonamento
multidimensional (Borg et al., 2005) foi primeiramente aplicado na tabela de
amostras e parametros, para visualizagdo grafica dos dados em duas
dimensdes. Em seguida, foi realizado o agrupamento por particdo pelo método
de K-means (Hartigan et al., 1979) com 10000 interagdes, para identificagao de
dois grupos previamente validados pelo algoritmo clValid (Brock et al., 2008).

A tabela contendo amostras e parametros foi também utilizada para
construcdo de uma matriz de distancia utilizando o método de distancia
euclidiana entre cada par de amostras. Essa matriz de distancia foi
posteriormente utilizada para o agrupamento hierarquico aglomerativo pelo

método do encadeamento completo (complete linkage) (Defays, 1977).

4.6.3 Calculo de razédo de possibilidades (Odds ratio)

Para identificar caracteristicas clinicas e regionais associadas a
diferentes classes de amostras foi utiizado o meétodo da razédo de
possibilidades (Odds ratio). A razdo de possibilidades foi calculada para as
variaveis: 1- isolamento da amostra na macrorregiao VII; 2- presenca de lesdes
atipicas, e; 3- numero de lesdes dos pacientes entre os grupos amostrais 1 e 2

através da equacéao:

_p/(1—p)

OR=a-0

Onde O.R. representa a razdo das possibilidades (tabela 2), p a
frequéncia de uma caracteristica no grupo de amostras atipicas (grupo 2) e q a

frequéncia de uma caracteristica no grupo de amostras tipicas (grupo 1).

4.7 Procedimentos Filogenéticos
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4.7.1 Recuperacédo das Sequéncias

As sequéncias obtidas a partir da amplificacdo dos marcadores
utilizados neste trabalho foram analisadas em relacdo a qualidade das
mesmas. Foi observado o indice de similaridade frente a sequéncias
depositadas no banco de dados GenBank, e foram selecionadas aquelas que
apresentaram valores iguais ou superiores a 98%, com maior pontuagdo em
relacdo aos parametros utilizados pelo algoritmo BLASTn, além de néo
possuirem gaps e valor de cobertura igual ou superior a 90%.

As sequéncias obtidas para cada gene foram alinhadas localmente par a
par e depois submetidas a um alinhamento multiplo utilizando o programa
ClustalW (Larkin et al., 2007). Para a obtengdo de uma sequencia consenso

por ambiguidade, esses alinhamentos foram submetidos a um programa "in
house" na linguagem Perl.

Com as sequéncias, foram recuperadas via BLASTn as sequéncias
equivalentes a cada gene em outros organismos do género Leishmania cujos
genomas ja foram sequenciados e possuem informagdes disponiveis
publicamente, como o de L. major, L. panamensis e L. amazonensis para

serem adicionadas em nossa analise filogenética.

4.7.2 Andlises filogenéticas

Utilizando os dados das sequéncias consenso obtidas, a analise
filogenética foi realizada seguindo o seguinte fluxo de analise: (i) alinhamento;
(i) trimagem; e (iii) reconstru¢do da arvore de maxima verossimilhancga.

Os grupos de sequéncias de cada gene foram alinhados utilizando trés
programas diferentes: MUSCLE v3.8 (Edgar RC, 2004), MAFFT v7.0 (Katoh K
& Standley DM, 2013) e ClustalW v2.0 (Larkin et al., 2007). Os trés
alinhamentos obtidos foram entdo combinados em um alinhamento consenso
usando o programa MCoffee (WALLACE et al., 2006). Essa abordagem, por
utilizar diferentes métodos, minimiza o erro de alinhamento entre as amostras.

O alinhamento combinado foi submetido a uma trimagem com o programa
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trimAl v1.4 (Capella-Gutiérrez, Silla-Martinez & Gabaldén, 2009), com um corte
de consisténcia de 0.1667 e uma nota de corte de gap de 0.1, para remover
regides de dificil alinhamento, que poderiam interferir na qualidade das
analises.

Para as andlises filogenéticas, primeiramente todos os alinhamentos
tiveram seus melhores modelos de substituicdo de nucleotideos selecionados
através do programa JModelTest (Darriba et al. 2012), contido no pacote
ModelTest, de acordo com os valores obtidos pelo Critério de Informacéao
Akaike (AIC) e pelo Critério de Informacéo Bayesiano (BIC). Com essas
informacdes, as arvores foram reconstruidas usando estimativas de maxima
verossimilhanca (ML) com o programa PhyML v3.0 (Guindon et al., 2010), por
ser o melhor modelo para as analises destas sequéncias, de acordo com o
algoritmo JModelTest.

Para a obtencao destas arvores, duas etapas foram realizadas. Na
primeira, as arvores foram reconstruidas gene por gene para verificar as
topologias individuais. Na segunda etapa, uma arvore com todos os genes
alinhados trimados e concatenados na mesma ordem foi utilizado. Todas as

arvores foram visualizadas com o programa Figtree (Morariu et al., 2008).

46



Resultados

5 Resultados

5.1 Identificacido especifica das amostras estudadas

As amostras utilizadas neste estudo foram caracterizadas como L.
braziliensis em estudos prévios através da técnica de eletroforese de
isoenzimas (MLEE) (Gontijo, 2002; Quaresma, 2012). Foi realizada a
confirmacgédo da identificagcdo especifica para assegurar que se tratava da
espécie L. braziliensis. Sendo assim foi utilizada a técnica de PCR dirigida ao
alvo g6pd, com iniciadores especificos para a espécie L. braziliensis (Castilho
et al, 2002). Os iniciadores amplificam um fragmento de 234 pb nas amostras
positivas para a reagao, que foi visualizada em todas as amostras de ambos os
grupos confirmando a identificagdo especifica das amostras como L.
braziliensis (figura 4). A banda caracteristica ndo foi observada nas demais

cepas de referéncia utilizadas, inclusive na espécie do mesmo subgénero, L.

guyanensis.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
400pD e =
F00ph e — — s —— D SR s S D S N
200ph o -
100ph

M 2 4 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
400ph

300pb —_— — — — — - . —— — —
200pb o
100ph s

Figura 4: Resultado da PCR dirigida ao fragmento do gene g6pd. M — Marcador de peso
molecular de 100 pb; 1 — cepa referéncia L. amazonensis (IFLA/BR/75/PH8); 2 — cepa
referéncia L. braziliensis (MHOM/BR/75/2903); 3 — cepa referéncia L. infantum
(MHOM/BR/74/PP75); 4 — cepa referéncia L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147); 5 a 15 —
cepas do grupo amostral 1; 16 a 27 — cepas do grupo amostral 2.

Os fragmentos foram sequenciados a fim de verificar a existéncia de
possiveis SNP’s ao longo da sequéncia. As sequéncias foram comparadas com
as depositadas no banco de dados GenBank a partir do algoritmo BLASTn,

sendo identificadas como L. braziliensis. Nao foram observados polimorfismos
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ao longo da sequéncia que sejam capazes de segregar as amostras deste

estudo em grupos distintos.

5.2 PCR RFLP da proteina de choque térmico de 70 kilodaltons (hsp70)

Na reacao de PCR-RFLP dirigida ao alvo hsp70, os perfis de restricao
obtidos nas amostras do grupo 1, originarias de diferentes regides de Minas
Gerais, foram idénticos aquele observado para a cepa de referéncia da espécie
L. braziliensis (figura 5). Em contrapartida, a maioria das amostras do grupo 2
(exceto as amostras MG15 e MG16), provenientes da Terra Indigena Xakriaba
exibiram perfis diferentes daquele esperado para a espécie L. braziliensis como

também para outras espécies de Leishmania testadas.

525bp

Figura 5: Resultado representativo do perfil de digestdo utilizando a enzima Haelll do
fragmento do gene hsp70 amplificado a partir de amostras isoladas em cultura. M — marcador
de peso molecular de 100 bp; 1 — cepa referéncia L. amazonensis (IFLA/BR/75/PH8); 2 — cepa
referéncia L. braziliensis (MHOM/BR/75/2903); 3 — cepa referéncia L. infantum
(MHOM/BR/74/PP75); 4 — cepa referéncia L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147); 5 e 6 —
amostras provenientes do grupo amostral 1; 7 a 9 — amostras provenientes do grupo amostral
2.

O fragmento purificado de 1300pb do hsp70 foi sequenciado a fim de
verificar se existem SNP’s ao longo do mesmo. As sequéncias obtidas tiveram
identidade igual ou superior a 98% frente as sequéncias depositadas no
GenBank para a espécie L. braziliensis. As mesmas foram alinhadas no

software MEGA 6.06 (Tamura et al., 2013) (figura 6) para identificar possiveis
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polimorfismos ao longo das sequéncias que pudessem explicar o perfil

variante, predominante nas amostras do grupo 2.

SEEClEE.‘rP.Ibbrv Grnuﬂ NEJIIE B e e ke W e d d d de dle ae e e e e e e e ke o o o o o ol o e e W e e e e

1. L. braziliensis Controle [EEBccccHEEREREREREREREEEEEEEAEEREEERE
2. L. guyanensizs Controle [HE#ccccHiSREEREREEEEEEEREEEEEAERARGHEEE|

3. MGz crupe 1 EEHccccHiflEEAEEEREEEEEEEERERAEEAREREE|
4. MG3 crupe 1 [@EEccccHEENEERERENENEEEEEEEEEAEEREEERE|
5. Me4 crupe 1 [EEEccccHEEAREREREREREEEEEEEEEAEEREEERE|
6. MG1S Grupo 2 secc HEEEEEEEEEEEEIERARRAREEEH|
7. MELs Grupo 2 Ecc EEEEEEEEEIERARRAREEEE|
8. ME18 crupo z  EEHEEEEEEEAEEAERERENEEEEEE EEEAEEREEERE|
5. ME23 crupo z  EEHEEEEEEEREEREREREREEEEEE EEEAEEREEERE|
10. ME26 crupe 2 EEEEEEENEEREERERENEEEEEEEEEEEREEREEEEE|

Figura 6: Alinhamento representativo das sequéncias do hsp70 dos grupos amostrais no
software MEGA 6.06. Em amarelo a sequéncia do sitio de restricdo da enzima Haelll.

Pode-se observar que em algumas amostras existe um SNP ( ;) no
sitio de reconhecimento da endonuclease de restricao Haelll que identifica as
bases GGCC e cliva entre G e C, gerando extremidades palindrébmicas. A
mutacao observada foi a substituicdo da primeira base G por A, fazendo com
que a endonuclease deixasse de reconhecer essa sequéncia no fragmento
amplificado. Desse modo, ocorreu o aparecimento do perfil variante dado pela
visualizagdo de uma banda de 625 bp, que é resultante da ndo clivagem no
sitio de restricdo ndo ocorrendo assim a formacao das bandas de 287 bp e 338
bp (figura 5).

O sequenciamento também mostrou outros SNPs ao longo do fragmento
do hsp70 (tabela 4), tanto mutacdes que distinguem as espécies do subgénero
Viannia em L. braziliensis e L guyanensis, quanto mutagdes intra-especificas

que configuram a ocorréncia de polimorfismos em L. braziliensis.

Tabela 3: posi¢gdes dos SNP’s encontrados na sequéncia do fragmento de 1300 pb amplificado

do hsp70, em relagdo a sequéncia completa do gene (1380 pb).

Polimorfismos 48 275 435* 699 875 906 974
Lb Padrao G G G C A G G
Lg Padrao

Grupo 1 G G G C A A G
Grupo 2 G G A T A A G

MG15 — Grupo
2 G G G C A A G
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MG16 — Grupo ‘ ‘ A

2 G G G C A G
Em azul: nucleotideos correspondentes a sequéncia de L. braziliensis referéncia; em vermelho:
nucleotideos correspondentes a sequéncia de L. guyanensis referéncia; em verde:
nucleotideos diferentes a ambas as cepas referéncia; *- posicdo do nucleotideo que é
reconhecido pela enzima de restricao Haelll.

5.3 PCR RFLP da Cisteina Protease B (cpb)

O DNA purificado de formas promastigotas de L. braziliensis foi utilizado
na técnica de PCR-RFLP dirigida ao alvo cpb. Foram observados dois perfis de
restricdo com a enzima Tagql: i) perfil indistinguivel ao gerado pela espécie L.
braziliensis, observado nas amostras do grupo 1, ii) perfil correspondente as
demais espécies do subgénero Viannia, predominantemente observado no
grupo 2 (figura 7). Vale ressaltar que nas amostras MG15 e MG16,
pertencentes ao grupo 2, também foi observado o perfil esperado para L.

braziliensis.

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
—_—

E0Dpb '
B E e - - - — - —

4D0ph | —
300ph = —_—
- = — — I — — —
200pb + — — — — - —_—
—_—
100ph

Figura 7: Resultado representativo do perfil da digestdo utilizando a enzima TagA1 da PCR-
RFLP do fragmento de 1050 pb do cpb amplificado a partr de DNA extraido das
promastigotas. PM — marcador de peso molecular de 100 pares de bases; 1 — cepa padrao L.
braziliensis (MHOM/BR/75/M2903); 2 — cepa padrao L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147); 3 a
7 — amostras do grupo 2; 8 a 12- amostras do grupo 1.

O fragmento de 1050pb gerado na PCR do cpb foi sequenciado a fim de
se investigar o polimorfismo genético observado nestas amostras. As
sequéncias obtidas foram analisadas e identificadas como L. braziliensis a
partir da ferramenta online BLAST com identidade igual ou superior a 98% em
relacéo as sequéncias depositadas. A endonuclease de restricdo Taql utilizada
nestes experimentos reconhece as bases TCGA e cliva entre T e C, gerando

extremidades coesivas. Com a anadlise das sequéncias observa-se um
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polimorfismo no sitio de restricdo da enzima Taqgl, predominante nas amostras
do grupo 2, com a substituicdo da base C por T, o que ndo permitiu o
reconhecimento da sequéncia pela endonuclease. Foram encontrados
polimorfismos ao longo das sequéncias que distinguem L. braziliensis de L.
guyanensis (seta vermelha) e SNPs no sitio de restricdo da enzima Tagl em

amostras de L. braziliensis (seta azul) (Figura 8).

swc;e’;ub:v GrounNm - L R R - R R R R e R e
1. L. braziliensis Controle BRNNENEEENREENNCEENERNARERNEANNRRENNRNEENENENE
2. L. guyanensis Controle ERNNERE - ccAERRNERRERNANERAERANNAENNANEENENEAE
3. MG2 Grupo 1 lll'lllllllllllllllIIIIllllllllll.lllllll.lll:
4. MG8 crupe 1  GRENEENEEEHAGEEECGERGEEANEAATARNANENEANE lllll l
5. MG10 crupo 1  BHAENEEEEERAGER llllllllll AFAREANGEEAEEE

6. MG1S crupe 2 GANNGEEEEHAGEENCGERETEANENATAREANEHEN

7. MG16 crupc 2 GRENEEEEERAGEEECEREERAAEAARARRAREEAR l
8. MG17 Grupc 2  GREEEEErccAERENEEREERAAERARARRAACHRRREERERERE
9. MG18 crupe 2 HRANEEE AAER

10. MG24 Grupc 2  GREEEEErccAEREEEEREERANGRARARRAACHEAREEARREAE
11. MG25 Grupc 2  SRENEEErccAERNNEEREERAAERAERRRAACERANEEREREAE

Figura 8: Alinhamento representativo das sequéncias do Cpb dos grupos amostrais no software
MEGA 6.06. Em amarelo a sequéncia reconhecida pela enzima Taql. A seta vermelha indica
polimorfismo interespecifico, e a seta azul, polimorfismo no sitio de restricdo da enzima Taq|.

A tabela 5 destaca os polimorfismos detectados ao longo da sequéncia
do fragmento amplificado. Tais polimorfismos confirmam a segregagao das

amostras em dois grupos distintos, corroborando os achados anteriores.
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Tabela 4: Sequenciamento do fragmento de 1050 pb do gene cpb nas amostras estudadas mostrando SNPs encontrados em
diferentes posi¢des, em relagdo a sequéncia completa do gene (1326 pb).

Posicdo | 345 | 402 | 406 | 438 | 439 | 495 | 498 | 515 | 516 | 582 | 583 | 593 | 613 | 656 | 665 | 695 | 702 | 758 | 772 | 827 | 831 | 854 | 897 | 917 | 1018 | 1048 | 1051
Lbpadrdo | T G A A T C G C T G G T G C C C A T C G G A T G A C G
Lg padréao

Grupo 1 G A A T C G C T C T T G C C C A T C G A T C G

Grupo 2 G A A T C G C T G G C G C C C A A C G G A T C G

MG15 - G A A T C G C T C T T G C C C A I C G A T C G

Grupo 2*

MG16 — G A A T C G C T G T T G C C C A T C G A T C G

Grupo 2*

Em azul: nucleotideos encontrados na sequéncia de L. braziliensis; em marrom: nucleotideos encontrados na sequéncia de L. guyanensis; em verde:
nucleotideos diferentes dos encontrados nas sequéncias das cepas referéncia L. braziliensis e L. guyanensis; células divididas: nucleotideos em comum para
ambas as cepas referéncia; em cinza: posigao da base reconhecida como sitio de restricdo da enzima Tagl utilizada na técnica de PCR-RFLP deste alvo. *-
Amostras provenientes da Reserva Indigena Xakriaba, que apresentam lesGes tipicas e perfil de restricdo na técnica de RFLP indistinguivel a cepa
referéncia de L. braziliensis.
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5.4 PCR RFLP do Espacador Transcrito Interno 1 (ITS1)

A técnica de PCR-RFLP dirigida ao alvo da regido n&o-codificante ITS1,
utilizando a enzima Haelll, foi aplicada ao DNA extraido e purificado dos
isolados estudados. Foi observado que as amostras do grupo 1 apresentaram
perfil de restricao semelhante ao perfil de L. guyanensis, enquanto a maioria
das amostras do grupo 2 apresentaram perfil semelhante ao de L. braziliensis.
Duas amostras, MG19 e MG27 (pertencentes ao grupo 2), apresentaram um

perfil de restricdo variante ao das cepas referéncia utilizadas (figura 9).

PM 1 2 3 4 5 ] 7 B 9 10 11 12 13 i i5
-
300ph = - —
200ph w=— — —
100ph =

Figura 9: Resultado representativo do perfil de digestdo utilizando a enzima Haelll dos
fragmentos da regido intergénica ITS1 amplificados a partir de amostras isoladas em cultura.
PM — marcador de peso molecular de 100 pb; 1 — cepa referéncia L. amazonensis
(IFLA/BR/75/PH8); 2 — cepa referéncia L. braziliensis (MHOM/BR/75/2903); 3 — cepa referéncia
L. infantum (MHOM/BR/74/PP75); 4 — cepa referéncia L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147); 5
a 10 — amostras provenientes do grupo amostral 1; 11 a 15 — amostras provenientes do grupo
amostral 2; 14 — amostra MG19; 15: amostra MG27.

O fragmento gerado na PCR do ITS1 de 300-350pb foi sequenciado a
fim de auxiliar na caracterizacdo dos polimorfismos genéticos deste parasito.
As sequéncias obtidas foram editadas, analisadas, e identificadas como L.
braziliensis a partir da ferramenta online BLASTn. Entretanto, ao analisarmos
os cromatogramas das sequéncias, as mesmas apresentaram baixo indice de
qualidade, o que as tornaram inadequadas para serem utilizadas em passos

posteriores, como pesquisa da presenca de SNP’s e analises filogenéticas.
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5.5 PCR dirigida ao gene da 6-fosfoglico-desidrogenase (6pgd)

O DNA purificado obtido das promastigotas foi utilizado na metodologia
de PCR dirigida ao alvo 6pgd. O fragmento de 836 pb foi observado nas

amostras utilizadas neste estudo (figura 10).

Figura 10: Resultado representativo da PCR-6pgd a partir de amostras isoladas em cultura. P —
marcador de peso molecular de 100 pb; 1 — cepa referéncia L. braziliensis
(MHOM/BR/75/2903); 2 — cepa referéncia L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147); 3 a 8 —
amostras provenientes do grupo amostral 1; 9 a 16 — amostras provenientes do grupo amostral
2.

Os fragmentos de 836pb foram sequenciados a fim de investigar
possiveis polimorfismos ao longo da sequéncia das amostras estudadas. Ao
alinharmos as sequéncias, foram encontrados polimorfismos em 8 posi¢des
diferentes (tabela 6) que diferenciam entre as espécies referéncia L.
braziliensis e L. guyanensis. Ja as amostras deste estudo foram similares a L.
braziliensis em trés desses polimorfismos, entretanto nos outros trés as

amostras exibiram polimorfismos semelhantes a L. guyanensis (figura 11).

Tabela 5: posigbes dos SNP’s encontrados na sequéncia do 6pgd, em relagdo a sequéncia

completa do gene (1440 pb)

Posicao 250 291 331 436 581 656 685 935
Lb Padréao G G C T G T G T
Lg Padrao

Em azul: nucleotideos correspondentes a sequéncia de L. braziliensis referéncia; em marrom:

nucleotideos correspondentes a sequéncia de L. guyanensis referéncia.

54



Resultados

4 4
Sutleﬂfﬁhbrv GZQUU Nm ihd'h*hihihith*hihdtith*hihit-thihdhiththihi'ith
1. L. brazilienais Controle
2. L. guyansnsis Contzole
3. MGL Gzupe 1
4. MGEZ Grupe 1
5. MGE3 Grupo 1
6. MGELS Grupo 2
7. MGE16 Grupo 2
B. MGL7 Grupo 2
9. MG1s Grupo 2
10. MG19 Grups 2

Figura 11: Alinhamento representativo das sequéncias do 6pgd dos grupos amostrais no
software MEGA 6.06. A seta azul indica polimorfismo das amostras de L. braziliensis estudadas
em relacdo a cepa referéncia semelhante a L. guyanensis; a seta vermelha indica polimorfismo
de L. guyanensis em relacdo a L. braziliensis.

5.6 Polimorfismo genético das amostras estudadas baseado no perfil de
restricao

Um resumo do perfil da variabilidade genética observado nas amostras
utilizadas, com base no estudo dos perfis de restricido dos marcadores hsp70,
ITS1, e cpb esta representado na tabela 7. Observa-se que a maioria das
amostras do grupo 2 apresentou perfis variantes ao observado para a cepa
referéncia L. braziliensis, nos marcadores hsp70 e Cpb. J4 com o alvo ITS1 foi
observado o inverso, as amostras do grupo 1 apresentaram perfis diferentes da
referéncia de L. braziliensis (exceto a MG4) enquanto a maioria das amostras
do grupo 2 mostrou perfis semelhantes a L. braziliensis. Vale ressaltar que as
amostras MG15 e MG16 apesar de estarem no grupo 2 (Macrorregiao VII)
seguiram o padrao de polimorfismo das amostras do grupo 1. O calculo do
indice de polimorfismo foi realizado considerando a raz&o entre o numero de
perfis diferentes ao da cepa de referéncia L. braziliensis e o numero de alvos
avaliados. Portanto, quanto mais préximo do valor 1menor a similaridade com a

cepa referéncia de L. braziliensis.
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Tabela 6: indice de polimorfismo genético dos marcadores hsp70, ITS1 e Cpb das amostras

estudadas em relagao a cepa referéncia de L. braziliensis.

Resultados

Grupo indice de
Nome Amostral Macrorregido | hsp70-RFLP | Cpb-RFLP | ITS1-RFLP | polimorfismo
MHOM/BR/93/MG1 1 | =Lb =Lb #Lb(=Lg) 0.3
MHOM/BR/93/MG2 1 | =Lb =Lb #Lb(=Lg) 03
MHOM/BR/95/MG3 1 | =Lb =Lb #Lb(=Lg) 0.3
MHOM/BR/93/MG4 1 1 =Lb =Lb =Lb 0
MHOM/BR/94/MG5 1 1] =Lb =Lb #Lb(=Lg) 0.3
MHOM/BR/98/MG6 1 1 =Lb =Lb #Lb(=Lg) 03
MHOM/BR/98/MG7 1 \Y; =Lb =Lb #Lb(=Lg) 03
MHOM/BR/96/MG8 1 \Y; =Lb =Lb #Lb(=Lg) 0,3
MHOM/BR/98/MG9 1 \Y; =Lb =Lb #Lb(=Lg) 03
MHOM/BR/95/MG10 1 \Y; =Lb =Lb #Lb(=Lg) 0,3
MHOM/BR/93/MG11 1 Vil =Lb =Lb #Lb(=Lg) 03
MHOM/BR/93/MG12 1 Vil =Lb =Lb #Lb(=Lg) 0,3
MHOM/BR/95/MG13 1 VIl =Lb =Lb #Lb(=Lg) 03
MHOM/BR/95/MG14 1 Vil =Lb =Lb #Lb(=Lg) 0,3
MHOM/BR/09/MG15 2 Vil =Lb =Lb #Lb(=Lg) 03
MHOM/BR/08/MG16 2 VI =Lb =Lb #Lb(=Lg) 0,3
MHOM/BR/08/MG17 2 Vil * #Lb(=Lg) =Lb 0,7
MHOM/BR/08/MG18 2 VII * #Lb(=Lg) =Lb 0,7
MHOM/BR/08/MG19 2 Vil * #Lb(=Lg) * 1
MHOM/BR/09/MG20 2 VI * #Lb(=Lg) =Lb 0,7
MHOM/BR/10 /MG21 2 Vil * #Lb(=Lg) =Lb 0,7
MHOM/BR/08/MG22 2 VI * #Lb(=Lg) =Lb 0,7
MHOM/BR/08/MG23 2 Vil * #Lb(=Lg) =Lb 0,7
MHOM/BR/08/MG24 2 il * #Lb(=Lg) =Lb 0,7
MHOM/BR/08/MG25 2 Vil * #Lb(=Lg) =Lb 0,7
MHOM/BR/08/MG26 2 VII * #Lb(=Lg) =Lb 0,7
MHOM/BR/08/MG27 2 VI * #Lb(=Lg) * 1

=Lb perfil de restricdo indistinguivel ao observado para a cepa referéncia L. braziliensis.
#Lb(=Lg) perfil de restrigdo variante ao observado para a cepa referéncia e semelhante a
L. guyanensis.

* perfil de restricdo diferente de todas as cepas de referéncia utilizadas incluindo a
L. braziliensis.

Indice de polimorfismo = numero de perfis RFLP diferentes da cepa referéncia de
L. braziliensis/ndmero de alvos avaliados.

5.7 Associagao de Variaveis Genéticas, Clinicas e Geograficas

As sequéncias de hsp70, cpb e ITS1 foram utilizadas em analises de
classificagdo por similaridade (figura 12). Nessas analises, foram utilizadas

sequéncias senso e anti-senso, livres de espagamento entre bases (gaps)
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resultando em alinhamentos de alta qualidade e similaridade igual ou superior a
98% frente as sequéncias de L. braziliensis normalizadas a partir da sequéncia
da amostra MG1. Além disso, ndo foram incluidas sequéncias dos outros alvos
(gbpd e 6pgd) pela razdo de o sequenciamento em algumas amostras ter sido
insatisfatério para tais analises. Também foram utilizados dados de perfil de
restricdo por endonucleases para dois alvos génicos, hsp70 e cpb.

Na figura 12 A, esta o agrupamento por particdo (Hartigan et al., 1979)
visualizado em um grafico com duas dimensdes, para 2 grupos pré-
determinados pelo algoritmo clValid (Brock et al., 2008). O grupo de cor azul
(amostras do grupo 2 provenientes do municipio de Sdo Joado das Missbes e
que possuem perfil de restricdo variante a cepa referéncia L. braziliensis),
apresentou maior divergéncia que o grupo de cor vermelha (amostras do grupo
1 provenientes de outras regides do estado e apresentam perfil indistinguivel a
cepa referéncia), sugerindo uma maior variabilidade genética entre as
amostras do grupo 2.

Na figura 12 B, apresenta-se o agrupamento hierarquico aglomerativo
em relacdo as variaveis clinicas e geograficas. Foi observado que essa analise
aglomerativa foi capaz de sustentar a analise particional (em A), onde os
grupos representados pelas cores azul e vermelho foram concordantes com a
divisdo das amostras utilizada neste trabalho como grupo amostral 2 e 1,
respectivamente. As classes identificadas sdo associadas a origem geografica,
onde os indicadores com maior variabilidade pertencem a uma unica regiao
(Sao Joao das Missdes, na cor azul), enquanto os indicadores menos variaveis
pertencem as demais macrorregibes do estado de Minas Gerais
(representados pela cor vermelha). Além disso, foi observado que o grupo azul,
que contém amostras do grupo amostral 2 possui uma boa associagao com a
presenca de manifestacoes atipicas de LTA, enquanto o grupo vermelho que
contém amostras do grupo 1 se associa a manifestagdes tipicas da doenca.

Nao foram observadas associacdes com o numero de lesdes.
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Figura 12: Nivel de similaridade de amostras de L. braziliensis isoladas em Minas Gerais
baseado na integragao de perfil RFLP dos alvos hsp70, ITS1 e cpb e sequenciamento parcial
dos alvos hsp70, cpb, ITS1 e g6pd. Iltem (A): Representagdo grafica por escalonamento
multidimensional (multidimensional scaling ou MDS) e agrupamento por partigdo utilizando o
método de k-means para identificagao de dois grupos (em vermelho, amostras do grupo 1 e em
azul, amostras do grupo 2). Item (B): Agrupamento hierarquico aglomerativo pelo método de
encadeamento completo (complete linkage). As amostras foram estratificadas conforme
distribuicdo dos grupos pelo método de agrupamento por particdo (azul e vermelho),
distribuicdo geografica (Macrorregido |: amarelo; Ill: azul claro; IV: marrom claro; VII: verde;
VIII: azul), tipo de leséo (laranja: lesdes tipicas e purpura: lesbes atipicas) e nimero de lesdes
(cinza: 1 les&o e preto: 2 ou mais lesdes).
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Foi realizado o teste de razdo de possibilidades (Odds Ratio - OR)
(tabela 8) entre a probabilidade de associagao entre os grupos amostrais 1 (em
vermelho na figura 12 A) e 2 (em azul na figura 12 A) e as variaveis clinicas e
epidemiologicas testadas no agrupamento hierarquico aglomerativo (figura 12
B). Observa-se que existe uma forte associagado entre os grupos amostrais e a
probabilidade de distribuicdo geografica apenas na macrorregido VII (OR:
>100). Ou seja, existe uma maior probabilidade de associacdo (>100) entre
amostras do grupo 2 e a macroregidao VII. Também existe forte associagéo
entre 0s grupos amostrais e a ocorréncia de lesdes atipicas (OR: 15). Isto quer
dizer que ha uma maior probabilidade de associagao (=15) entre amostras do
grupo 2 e a ocorréncia de lesbes atipicas. Nao foi encontrada associacéo
significativa entre os grupos amostrais e um maior numero de lesées (OR:
1,28).

Tabela 7: Razao de possibilidades (Odds ratio) da distribuicdo geografica entre as amostras do
grupo azul e vermelho identificados pelo método de agrupamento por particéo e hierarquico

Parametro Odds ratio
Isolamento na macrorregido VII >100
Ocorréncia de lesdes atipicas 15
Numero de lesées maior que 1 1,28

5.8 Analises filogenéticas

Nas analises anteriores foi observado, no grupo 2, um baixo indice de
similaridade em relacdo a cepa referéncia de L. braziliensis avaliando os perfis
de restricdo dos alvos hsp70, cpb e ITS1 (tabela 7). Com o objetivo de
aprofundar a caracterizacdo das amostras foram realizadas analises
filogenéticas (maxima verossimilhanga) utilizando sequéncias de outras
espécies dos subgéneros L.(Viannia) e L.(Leishmania) recuperadas do banco
de dados GenBank. Foram utilizadas as amostras que apresentaram
sequéncias satisfatérias utilizando o HKY (Hasegawa, Kishino & Yano) como
modelo de substituicdo no software PhyML.

A arvore concatenada gerada com estes dados estd mostrada na figura
13. A andlise da topologia confirma a separagdo das espécies nos dois

subgéneros, sendo que as amostras dos grupos 1 e 2 formam um clado com a
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referéncia de L. braziliensis suportado por 100% na estimativa de confianga
(Likelihood Ratio Test - aLRT). Dentro do clado das L. braziliensis dois grupos
foram formados (aLRt de 99.2%) que correspondem aos grupos amostrais 1 e
2. E interessante observar que as amostras do grupo 1 pertencem ao mesmo
clado da cepa referencia de L. braziliensis. O clado das amostras do grupo 2
apresentam mais ramificacbes, o que indica maior diversidade entre elas,

também observado nas analises de similaridade.
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Figura 13: Arvore concatenada utilizando sequéncias dos marcadores 6pgd, hsp70, gépd e
cpb, em conjunto de sequéncias de L. braziliensis e L. guyanensis referéncia e sequéncias de
L. panamensis, L. major e L. amazonensis recuperadas do banco de dados GenBank.

Com o objetivo de focar a analise nos grupos amostrais compostos pelos
isolados de L. braziliensis, foi realizada nova analise permanecendo apenas as
cepas referéncia de L. braziliensis e L. guyanensis como outgroup (figura 14).
Pode-se observar que a formacdo dos clados distintos entre os grupos

amostrais 1 e 2 se manteve de acordo com a arvore apresentada na figura 13.
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Figura 14: Arvore concatenada utilizando sequéncias dos marcadores 6pgd, hsp70, gépd e

Cpb, em conjunto de sequéncias de L. braziliensis e L. guyanensis referéncia.
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6 Discussao

As leishmanioses sdo doengas infecto-parasitarias que podem acometer
o0 homem e outros hospedeiros mamiferos quando estes entram em contato
com fémeas de flebotomineos infectadas por protozoarios do género
Leishmania. Considerando os elevados niveis de heterogeneidade destes
organismos (Restrepo et al, 2013), € necessaria a correta identificagdo em
regides onde diferentes espécies podem ocorrer em simpatria, uma vez que os
desfechos clinicos sao delineados tendo em vista a sintomatologia e a espécie
infectante (Oliveira et al., 2013). Além disso, a correta identificacdo do agente
infeccioso € importante para distinguir as espécies de Leishmania de outros
tripanossomatideos inferiores dos géneros Leptomonas e Herpetomonas que
sdo parasitos monoxénicos de insetos, os quais ja foram reportados
associados a LV no sul da Europa e na india (Schonian et al., 2010; Tsokana et
al., 2014). O conhecimento das espécies de Leishmania que acometem os
seres humanos e outros hospedeiros contribui para estudos clinicos e
epidemioldgicos.

Minas Gerais € o estado da regido sudeste do Brasil que apresenta o
maior numero de casos de LTA, causados em sua grande maioria por
protozoarios da espécie L. braziliensis (Passos et al, 1999; Gontijo et al, 2002).
Este protozoario apresenta uma alta diversidade genética, sendo esta uma das
principais vantagens para o sucesso da infec¢do nos hospedeiros (Marco et al.,
2014). O estudo da diversidade genética de amostras de L. braziliensis, bem
como estudos populacionais, tem despertado o interesse de varios
pesquisadores com o intuito de investigar as possiveis associagdes entre as
caracteristicas genéticas deste parasito com a distribuicdo geografica e
manifestagdes clinicas da doenga (Queiroz et al, 2012; Marco et al, 2014).

Em estudos anteriores desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa, foi
investigada a variabilidade genética em amostras de L. braziliensis
provenientes de diferentes focos de LTA de Minas Gerais bem como de outras
regides do Brasil utilizando as metodologias de RAPD e SSR-PCR (Gontijo,
2000; Rocha Lima, 2010). Recentemente, em estudo epidemiologico realizado

na Terra Indigena Xakriaba, localizada no norte do estado de Minas Gerais,
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foram observadas manifestacdes clinicas de LTA diferentes do classicamente
descrito para infeccbes com esta espécie (Freire, 2011; Quaresma, 2011). Em
contrapartida, nas outras areas do estado, haviam sido observadas
apresentagdes da ulcera tipica da LTA (Passos et al, 1993; Gontijo et al,2002).
Estas observacgdes clinicas associadas ao encontro de perfil de restricao
(PCR RFLP hsp70) variante para isolados de L. braziliensis (Quaresma, 2011)
apontaram para a necessidade de se utilizar outras metodologias e alvos com o
intuito de aprofundar o conhecimento acerca destes parasitos. Assim, neste
estudo foram utilizadas metodologias moleculares capazes de investigar os
polimorfismos genéticos e caracterizar amostras de L. braziliensis isoladas de

casos humanos de diferentes regides endémicas do estado de Minas Gerais.

6.1 Identificagao especifica de Leishmania braziliensis

A distincdo entre as espécies de Leishmania provenientes de areas
endémicas onde ocorrem simultaneamente as diferentes manifestagdes
clinicas da doenga é crucial para se proceder ao diagndéstico correto. Além
disso, essa identificacdo especifica tem impacto na escolha do tratamento a ser
instituido bem como na implementacdo das medidas de prevencgao e controle
da transmissao.

A técnica de PCR vem ganhando destaque dentre os métodos de
diagndstico molecular disponiveis para as leishmanioses, dirigida as regides
codificantes e nao codificantes tanto no DNA genémico como no DNA do
cinetoplasto (KkDNA) (Bensoussan et al, 2006; Reithinger & Dujardin, 2007).
Existem varios iniciadores disponiveis que podem ser especificos para o
género, subgénero ou espécie. Os alvos utilizados para identificacdo da
espécie de Leishmania infectante podem incluir os genes do citocromo B (Kato
et al., 2005), sequéncias repetitivas no DNA nuclear (Piarroux et al., 1993),
sequéncias do gene 7SL do RNA (Zelasny et al., 2005). Sequéncias génicas
especificas também podem identificar a espécie, como o gene que codifica a
G6PD (Victoir et al., 1998; Castilho et al., 2003), proteinas de choque térmico
(Garcia et al., 2004; Fraga et al., 2010, Graca et al., 2004), genes da gp63
(Victoir et al., 1998; Garcia et al., 2005; Hide et al.,2006; Oshaghi et al., 2009;
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Quispe-Tintaya et al., 2005; Mauricio et al., 2001), espagadores transcritos
internos do rDNA ribossomal (ITS) (Cupolillo et al., 1995; Schonian et al., 2003;
Nasereddin et al., 2008), o gene do mini-exon (Marfurt et al., 2003a, 2003b),
minicirculos do cinetoplasto (Morales et al., 2001; Chicharro et al., 2002; Cortes
et al., 2006; Laurent et al., 2007; Noyes et al., 1998), e também fragmentos de
genes das vias glicoliticas, como 6pgd, mpi, icd (Boité et al., 2012), que por sua
vez também codificam enzimas analisadas pela técnica padrao de identificagao
de Leishmania, MLEE.

Sabe-se que para a descricdo ou identificacdo de espécies dentro do
subgénero Viannia € interessante a utilizacdo de técnicas dirigidas as regides
codificantes do genoma, uma vez que existem altas taxas de divergéncia
molecular nas regides nao-transcritas por ndo estarem sujeitas a pressao
seletiva externa ao parasito (Castilho et al., 2003). Além disso, a sensibilidade
dos métodos esta relacionada com o numero de cépias da regido a ser
amplificada no genoma do organismo de interesse (Bensoussan et al., 2006;
Volpini et al.,2003). Assim, ensaios de PCR utilizando o kDNA como alvo séo
considerados os de maior sensibilidade para o diagnéstico das leishmanioses,
uma vez que existem por volta de 10.000 minicirculos por parasito. Entretanto,
esses ensaios perdem em especificidade, pois s6 conseguem identificar no
nivel de género ou subgénero, ou requerem iniciadores diversos para cada
espécie de Leishmania (Anders et al., 2002; Desjeux, 2001; Bensoussan et al.,
2006). Desta forma, neste estudo foram utilizados iniciadores especificos para
L. braziliensis com o intuito de confirmar a identificacdo especifica das
amostras a serem estudadas que haviam sido previamente identificadas por
MLEE.

A enzima glicose-6-fosfato-desidrogenase (g6pdh) € uma proteina
presente em todos os tipos de células eucariéticas e bactérias, catalisando a
primeira reag¢ao do ciclo bioquimico das pentoses produzindo NADPH, além de
ser uma enzima usada na técnica de MLEE. Castilho et al (2003)
desenvolveram ensaios de PCR dirigidos a esse alvo utilizando iniciadores
variados, com a possibilidade de amplificar tanto fragmentos dos subgéneros L.
(Viannia) e L. (Leishmania), como também especificos para L. braziliensis, L.

guyanensis, além de L. lainsoni, L. panamensis, L. naiffi e L. shawi. Em nosso
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estudo utilizamos os iniciadores que distinguem a espécie L. braziliensis das
outras espécies do subgénero L. (Viannia). Estes iniciadores foram eficientes
na amplificagdo do fragmento diagnéstico de 234 pb nas amostras de ambos
os grupos estudados confirmando a identificagdo das amostras como L.
braziliensis (figura 4).

Esses iniciadores ja vém sendo utilizados para a identificacdo especifica
dessa espécie. Um estudo realizado na regido amazoénica do estado do Para
utilizou essa metodologia para identificar pacientes com leishmaniose cutanea
causada por L. braziliensis (Garcez et al., 2009). Outro estudo utilizou esse
mesmo alvo aplicado em ensaios de qPCR (Real Time-PCR) quantificando a
carga parasitaria e diferenciando a L. braziliensis de outras espécies do mesmo
género e subgénero (Castilho et al., 2008). A despeito de ser um gene de copia
unica no DNA de Leishmania, o ensaio utilizado em nosso estudo (Castilho et
al., 2003) apresentou elevada taxa de sensibilidade e especificidade para L.

braziliensis, comparaveis aos ensaios para o kDNA (Jara et al., 2013).

6.2 Caracteristicas genéticas dos isolados

As amostras utilizadas neste estudo sado provenientes de pacientes
apresentando tanto manifestagées clinicas tipicas quanto lesdes atipicas de LC
e foram divididas em dois grupos hipotéticos utilizando como critérios o tipo de
lesdo e o padrao de restrigdo observado na PCR RFLP hsp70.

Conhecer as relagdes evolucionarias entre os organismos pode
contribuir para uma correta classificacao dentro do género Leishmania, além de
gerar informagbes bioldégicas de cepas estreitamente relacionadas. Essas
caracteristicas devem ser exploradas a partir da analise de genes
independentes que estdo expostos a diferentes pressdes evolutivas, uma vez
que a histéria de um gene pode ser diferente da histéria da espécie em que
reside (Fraga et al., 2010), reduzindo assim analises equivocadas. Varios
genes sdo candidatos para essas analises, como por exemplo, o hsp70, cpb,
g6pd, 6gpd e ITS1 utilizados neste estudo.

A metodologia considerada padrao-ouro para a identificacdo de espécies

de Leishmania é a analise por MLEE (Rioux et al., 1990; Bafuls et al., 2007).
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Porém este método apresenta uma série de desvantagens, principalmente a
observagcdo de um mesmo zimodema que pode incluir genoétipos distintos
(Mauricio et al., 2006; Alam et al., 2009) e diferencas na motilidade por
heterozigosidade em apenas um aminoacido (Mauricio et al., 2006; Guerbouj et
al., 2014). Além disso, existe a necessidade de se isolar e cultivar os parasitos.
Em nosso estudo ndo foram observadas diferengas de motilidade nas
isoenzimas nas amostras pertencentes aos dois grupos sendo todas incluidas
no zimodema IOC Z-27 correspondente ao da cepa referéncia de L. braziliensis
(M2903). Portanto, os dois grupos com gendétipos diferentes observados em
estudo anterior e relacionados aos perfis obtidos na PCR RFLP do hsp70 néo
foram comtemplados pela analise de isoenzimas.

Atualmente as técnicas baseadas na Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) vém sendo utilizadas como métodos alternativos na identificacédo de
espécies de Leishmania, uma vez que podem ser aplicadas diretamente em
amostra clinica, otimizando tempo e custos, e com altos indices de
sensibilidade e especificidade. Adicionalmente, a técnica de PCR é utilizada em
varios laboratorios de pesquisa no mundo, o que facilta o emprego e o
desenvolvimento de ensaios otimizados baseados nesta tecnologia.

Muitas ferramentas de identificacdo de Leishmania usam tanto a PCR
dirigidas a alvos especificos (Hide & Baruls, 2006; Marcussi et al., 2008;
Berzunza-Cruz et al., 2009) quanto processos pés-amplificacdo baseados no
polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restricdo (RFLP), onde os
fragmentos amplificados sao submetidos ao tratamento com endonucleases de
restricdo. O perfil de digestdo observado nas amostras pode distinguir as
espécies de Leishmania (Graga et al, 2012; Cruz-Barrera et al, 2015).

Neste estudo foram empregadas varias metodologias utilizando
diferentes marcadores genéticos. Uma das técnicas utilizadas foi a PCR-RFLP
dirigida ao alvo hsp70. Esta abordagem, descrita por Garcia et al (2004), tem
como alvo parte do gene que codifica a proteina de choque térmico de 70
kilodaltons. Essas proteinas sdo agrupadas em familias de acordo com sua
massa molecular (Sato et al., 1995), e sdo expressas como um mecanismo de
defesa ao estresse fisico e/ou quimico, além do aumento de temperatura e pico

febril, sendo assim caracterizadas como proteinas antigénicas importantes e
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essenciais a sobrevivéncia do parasito (Folgueira et al, 2007). Sdo também
chamadas de chaperoninas, auxiliando no correto dobramento de proteinas
produzidas e no redobramento e estabilizagdo de proteinas desnaturadas em
condicbes de estresse, além de auxiliar no seu direcionamento intracelular
(Craig et al., 1991; Ellis et al., 1996; Young et al., 2004; Fraga et al., 2010). Em
L. braziliensis, seus genes se localizam no cromossomo 28 e seu mMRNA é
preferencialmente expresso frente a estresse por elevacdo temperatura
(Folgueira et al., 2007).

O ensaio de PCR-RFLP do hsp70 vem sendo bastante utilizado, e
polimorfismos na sua sequéncia permitem a distingdo entre variadas espécies
de Leishmania tanto do Novo Mundo (Garcia et al., 2007; Fraga et al., 2010;
Montalvo Alvares et al., 2010; Quaresma, 2012) quanto do Velho Mundo (Fraga
et al., 2010; Montalvo et al., 2010) ao se utilizar a enzima de restricdo Haelll. A
técnica ndo tem a capacidade de diferenciar L. braziliensis de L. peruviana e L.
mexicana de L. amazonensis, entretanto isso nao inviabiliza sua utilizagdo com
amostras provenientes de focos brasileiros uma vez que as espécies L.
peruviana e L. mexicana, até o momento, ndo circulam no Brasil. Observa-se
que a espécie L. braziliensis apresenta, neste ensaio, um perfil Unico e
distinguivel de outras espécies que ocorrem no Brasil, sendo essa espécie o
foco de nosso estudo.

Os resultados obtidos neste estudo com a técnica PCR-RFLP do hsp70
mostraram que as amostras utilizadas apresentaram dois perfis de restricao
distintos, apesar de terem sido identificadas por outras metodologias como
pertencentes a espécie L. braziliensis. As amostras do grupo 1 exibiram perfil
de restrigdo indistinguivel ao da cepa referéncia de L. braziliensis enquanto as
amostras do grupo 2 apresentaram predominantemente um perfil de restricao
variante do esperado para a cepa referéncia (figura 5 e tabela 7). As excecodes
no grupo 2 foram as amostras MG15 e MG16 que mostraram um perfil de
restricdo indistinguivel ao da cepa referéncia.

Apesar de existirem muitos trabalhos que identificam L. braziliensis por
essa técnica, em nenhum foi observado o padrao de restricido que obtivemos.
Garcia et al (2004), ao padronizarem a técnica de PCR-RFLP empregaram a

eletroforese capilar em microchips tanto com as amostras de DNA provenientes
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de cultura quanto de espécimes clinicos, observando o perfil de restricdo
caracteristico para L. braziliensis. Garcia et al (2007) também utilizaram este
ensaio diretamente em amostras clinicas de pacientes da Bolivia e Colémbia,
observando somente perfis de restricdo indistinguiveis as cepas referéncias de
L. braziliensis. Montalvo et al (2010) realizaram analises in silico do perfil de
restricdo do hsp70 com a enzima Haelll para L. braziliensis, e observaram seu
padrao de restricdo semelhante ao de L. peruviana, indistinguivel ao restante
das espécies, confirmando por eletroforese em gel de agarose. Mais uma vez,
nao se observou perfis atipicos ou que se assemelhassem aos obtidos no
presente trabalho. Os autores inclusive sugerem a PCR-RFLP do hsp70 como
uma ferramenta universal para discriminagcdo das espécies de Leishmania do
Novo e Velho Mundo. Os achados que mais se aproximam dos resultados
observados em nosso estudo mostram a associagado entre gendétipos distintos
de RAPD com manifestagdes clinicas atipicas de LTA em Corte de Pedra,
Bahia (Schriefer et al., 2004).

Os achados do nosso estudo mostram que, além de todas as vantagens
supracitadas da metodologia PCR-RFLP do hsp70, ela também é capaz de
identificar cepas geneticamente distintas a partir do seu perfil de restrigao.

Para tentar compreender os perfis variantes de L. braziliensis com a
PCR-RFLP hsp70 que observamos em algumas amostras, os fragmentos
gerados foram sequenciados e, quando comparados com as sequencias de L.
braziliensis padrao (tabela 2), foram detectados SNP’s ao longo do fragmento
génico. Nas amostras variantes foi identificado SNP no sitio de reconhecimento
da endonuclease de restricao Haelll, que reconhece GGCC, com a substituicdo
do nucleotideo G da posi¢cao 408 por A. Este polimorfismo ocasionou o
aparecimento de uma banda maior, de 625 pb, que é resultante da nao-
clivagem em duas bandas menores de 287 e 338 pb, observadas no perfil da
cepa referéncia L. braziliensis (figura 5, figura 6 e tabela 4).

Outro alvo utilizado neste trabalho com o intuito de elucidar as
caracteristicas genéticas das amostras € a regido génica que codifica as
cisteinas peptidases (CP), especificamente a Cpb. Essas proteinas sao
amplamente distribuidas em protozoarios da familia Trypanosomatidae, e estéo

envolvidas na nutrigdo, ciclo de vida e na diferenciagdo morfologica destes
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parasitos (Van der Auwera & Dujardin, 2015). A maioria dos conhecimentos
atuais sobre a familia das CP esta relacionada a espécie L. major, gragas ao
sequenciamento completo de seu genoma (ver http://www.genedb.org/). Sabe-
se que existe um total de 65 CP agrupadas em 4 clans e 13 familias (Mottram
et al., 2004) e que sao proteinas fortemente relacionadas a viruléncia de cepas
de Leishmania. Sao cruciais nas interagdes parasito-hospedeiro, tendo fungdes
de facilitar a entrada da forma promastigota nos macréfagos (Mottram et al.,
1996; 1997), além de suprimir a resposta Th1 degradando os componentes de
sinalizagdo do sistema imune inato (Cameron et al., 2004; McKerrow et al.,
2006). As formas maduras dessas proteases se localizam, nas formas
amastigotas, em grandes lisossomos, chamados megassomos. Nas formas
promastigotas acredita-se que se localizam em lisossomos associados a
tubulos multi vesiculares, sendo direcionada por elementos sequenciais em seu
pré-dominio (Mottram et al., 2004). A regido génica que codifica as CP vem
ganhando destaque na comunidade cientifica, uma vez que os genes estido
localizados in tandem e estdo propensos a rearranjos frequentes, levando a
polimorfismos que podem constituir uma vantagem seletiva frente as pressdes
externas dos hospedeiros (Gupta et al., 1999; Victoir et al., 2002; Tintaya et al.,
2004). Apesar dos avangos em relagao ao conhecimento das CPs, pouco se
conhece sobre estas enzimas em L. braziliensis. Recentemente, um gene de
Cpb foi clonado e expresso revelando diferengas na utilizagédo de substratos
entre L. amazonensis e L. braziliensis (Lanfranco et al, 2008).

A metodologia desenvolvida para o alvo Cpb tem a capacidade de
distinguir a espécie L. braziliensis de outras do mesmo subgénero (Garcia et al,
2005; Montalvo et al, 2008) e ¢ utilizada nos estudos clinicos e epidemioldgicos
das leishmanioses. Montalvo et al (2008) otimizaram a reagao para as espécies
neotropicais, desenvolvendo um passo poés-amplificagdo com digestao via
enzimas de restricdo. Assim, a técnica permite distinguir, com a endonuclease
de restricdo Tagl, a espécie L. braziliensis de outras espécies do mesmo
subgénero, onde esta apresenta um perfil de restricdo distinto daquele
apresentado pelas outras espécies L. peruviana, L. guyanensis e L.
panamensis que apresentam um perfil distinto e Unico. Nesta reacdo, nenhuma

amplificacdo é observada para as espécies L. lainsoni, L. infantum, L. naiffi, L.
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garnhami, L. mexicana e L. amazonensis provavelmente pela variagdo dos
sitios de anelamento dos iniciadores nessas espécies (Garcia et al., 2005).

Quando a técnica PCR-RFLP do Cpb foi aplicada nas amostras deste
estudo, pudemos observar dois desfechos: 1) as amostras do grupo 1, isoladas
de lesdes tipicas de LTA, apresentaram um perfil de restrigao indistinguivel ao
da cepa referéncia de L. braziliensis; 2) a maioria das amostras do grupo 2,
oriundas da macrorregido VII, regido norte de Minas Gerais (Terra Indigena
Xakriaba) e predominantemente isoladas de manifesta¢des atipicas da doenga,
mostraram um perfil variante ao esperado para a espécie L. braziliensis, como
observado na figura 7. Apenas as amostras MG15 e MG16 (grupo 2) exibiram
perfil de restricao indistinguivel ao observado na cepa referéncia.

Estudos observando variagbes nos padrdes de restricdo empregando o
Cpb ja foram descritos. Garcia e colaboradores (2005), ao utilizarem o Cpb em
associacdo a outros alvos moleculares estabeleceram um link entre
polimorfismos genéticos e clinicos em isolados de L. braziliensis. A técnica
também foi utilizada na Argélia por Seridi et al (2008), permitindo encontrar
genotipos variados de L. infantum em associagdo com a origem geografica.
Tintaya e colaboradores (2004) ao analisarem cepas do complexo L. donovani
relataram diferencgas, classificando-as de acordo com a origem geografica,
tipando os parasitos diretamente de amostras clinicas.

Entretanto, nossos resultados diferem do observado por Montalvo e
colaboradores (2008). Os autores nao encontraram diferengas ao estudarem
cepas distintas de uma mesma espécie, onde L. braziliensis obteve um perfil
distinguivel das demais espécies, enquanto as demais espécies apresentaram
um perfil comum. Entretanto, em nosso estudo as amostras de L. braziliensis
apresentaram perfis distintos, de acordo com a distribuigcdo por macrorregides.

Nossos achados podem ser explicados pelo alinhamento das
sequéncias de 1050 pb obtidas na PCR cpb. Foi detectado um SNP na posicéo
479 (figura 8 e tabela 5), que corresponde ao sitio de reconhecimento da
endonuclease de restricao Taql (TCGA). A mutagado substituiu C por T, néo
permitindo o reconhecimento do sitio pela enzima que foi incapaz de clivar e
consequentemente gerando o perfil de restrigdo variante predominantemente

encontrado nas amostras do grupo 2 (figura 7). Esse perfil variante para L.
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braziliensis é observado em outras espécies do subgénero L. (Viannia) uma
vez que o sitio de reconhecimento TCGA da enzina Tagl também esta ausente
nestas outras espécies.

A necessidade de iniciadores variados para cada espécie associada ao
fato de ser um gene presente em multicopias, afetam a especificidade da
técnica, uma vez que pode haver variagdes nas sequéncias subjacentes aos
iniciadores (Guerbouj et al., 2014). Entretanto, por sua natureza polimorfica e
presenga em multicopias, os genes que codificam as CP sdo interessantes
para as analises populacionais. Além disso sao codificadores de proteinas
antigénicas importantes a sobrevivéncia do parasito uma vez que fazem parte
do processo de interacao parasito-hospedeiro (Chaouch et al, 2013).

Além dos métodos moleculares dirigidos a regides codificantes, também
foi realizada a PCR-RFLP do ITS1, uma regido intergénica nao-codificante do
espacador transcrito interno do DNA ribossomal. Desde o trabalho de Cupolillo
et al (1995), os espacadores transcritos internos dos genes ribossomais vem
sendo aplicados tanto em cepas do Velho Mundo (Chicharro et al, 2002; El Tai
et al., 2001; Nimri et al., 2003 Schonian et al., 2000; 2001a; 2001b; 2003),
como em cepas de L. braziliensis do Novo Mundo (Berzunza-Cruz et al., 2002;
Cupolillo et al., 2003). A regidao do ITS1 é conservada o bastante para ser
utilizada como alvo para técnicas de PCR, e apresenta polimorfismos o
suficiente para facilitar a tipagem de espécies.

Os resultados obtidos com a PCR-RFLP do ITS1 mostraram que as
amostras do grupo 1 em conjunto com as amostras MG15 e MG16 (grupo 2)
apresentaram perfil de restricdo semelhante ao observado para L. guyanensis,
enquanto a maioria das amostras do grupo 2 apresentaram perfil de restricdo
semelhante ao observado para a espécie L. braziliensis. Além disso, as
amostras MG19 e MG27 (grupo 2) apresentaram um perfil de restricdo
totalmente variante ao observado nas cepas referéncia (figura 9 e tabela 7). A
digestdo dos amplicons empregando a enzima de restricdo Haelll tem
demonstrado ser capaz de distinguir espécies de Leishmania proximas, mas no
caso da L. braziliensis e L. guyanensis, esta distincdo somente € possivel
através de sequenciamento (Schonian et al, 2003). Entretanto, essa limitagéo

da técnica ndo invalida os resultados obtidos no presente trabalho, uma vez
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que o sequenciamento desses fragmentos permitiu a diferenciagcdo das
espécies. Ao realizarmos o sequenciamento dos fragmentos provenientes da
PCR ITS1, todas as amostras apresentaram indice de similaridade com L.
braziliensis igual ou superior a 98%, confirmando a identificagdo especifica.
Este marcador ndao demonstrou ser eficiente em estudos filogenéticos
possivelmente por ser intron passivel de acumular mutagdes silenciosas, além
das sequéncias obtidas apresentarem um valor baixo de qualidade. Devido a
este fato, ndo foi possivel avaliar possiveis polimorfismos na sequéncia
analisada que pudessem esclarecer o motivo de observarmos perfis
semelhantes a L. guyanensis além do aparecimento de perfis totalmente
diferentes das cepas referéncia (tabela 7).

O perfil de restricdo variante apresentado pelas cepas MG19 e MG27
pode ser devido a ocorréncia de uma digestao parcial pela endonuclease Haelll
na técnica de PCR-RFLP, uma vez que os perfis apresentaram uma banda
correspondente a 300pb (figura 9), semelhante a observada na amplificacao.
De acordo com Schonian et al (2003) o tamanho do fragmento amplificado
pelos iniciadores utilizados pode variar de tamanho (300-350pb), uma vez que
se trata de uma regidao nao-codificante e passivel de acumular mutagoes,
insercdes e delegdes que nado serdo expressas pelo sistema de sintese de
proteinas e, portanto, ndo serao prejudiciais ao parasito.

Em relagdo aos resultados obtidos para o fragmento do gene 6pgd,
observamos que este marcador € bastante conservado e pouco polimérfico nas
cepas estudadas. O fragmento de 836pb foi detectado em todas as amostras
estudadas (figura 10) e contendo poucos SNP’s (figura 11 e tabela 6), sendo
que em trés sitios as mutacbes observadas correspondem a sequéncia da
espécie L. guyanensis.

Uma das hipdteses de nosso estudo é que nossas amostras sao
geneticamente distintas, mas pertencentes a mesma espécie L. braziliensis. A
classificagao hipotética das amostras nos grupos 1 e 2 deste trabalho, se
baseou nos resultados anteriores de PCR-RFLP hsp70 com as amostras da
Terra Indigena Xakriaba. Quaresma (2011) detectou polimorfismo de base
unica no perfil de restricado e que foi associado com a caracteristica atipica das

lesdes. As analises dos perfis de restricdo e das sequéncias dos diferentes
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alvos utilizados confirmaram esta hipotese que foi reforcada com a analise
filogenética das amostras bem como a avaliagdo conjunta dos dados
moleculares e das caracteristicas dos individuos utilizando analises de
agrupamento. A discussdo dos dados gerados com estas andlises sera

apresentada no topico a seguir.

6.3 Variabilidade Genética, Origem Geografica e Manifestagdes Clinicas

As leishmanioses sdo doencas de ampla distribuicdo mundial e com
maior prevaléncia nos paises subtropicais e tropicais. A espécie L. braziliensis
€ a mais prevalente no Brasil, sendo agente causador da LTA e possui um
grande espectro de manifestagdes clinicas, como a LC caracterizada por
lesbes de fundo granuloso e bordas elevadas; LM com envolvimento de
mucosas, principalmente a mucosa nasal; e LD, com a presencga de 10 ou mais
papulas acneiformes e lesdes ulceradas, em duas ou mais partes do corpo
(Marsden, 1985; Llanos-Cuentas et al., 1984; Turetz et al., 2002; Guimaraes et
al., 2009). O aparecimento desse espectro de manifestagdes clinicas envolve
tanto caracteristicas do hospedeiro, como seu estado imunolégico e nutricional,
quanto caracteristicas do parasito, como sua variabilidade genotipica e
viruléncia.

Entretanto, apesar dessas manifestagcdes ja estarem bem descritas e
caracterizadas na literatura cientifica, existem relatos de manifestacdes atipicas
da doenca (Guimaraes et al., 2009; Baptista et al., 2009; Banuls et al., 2011;
Quaresma, 2012; Nicola et al., 2014) e que podem se apresentar como
papulas, placas, nédulos verrucosos, lesdes vegetativas e lesées lupdides. O
aparecimento dessas manifestacoes atipicas pode estar associado tanto a
variaveis genéticas do parasito, quanto a variaveis geograficas, como a
distribuicdo de um parasito com determinado genétipo em uma regiao.

Algumas ferramentas da bioestatistica foram desenvolvidas na tentativa
de classificar dados em grupos distintos de acordo com diferentes classes, de
modo que as associagbes possam ter algum sentido (Tryon, 1939). No
presente estudo, foram utilizados algoritmos estatisticos de agrupamento por

similaridade que integram dados de diferentes técnicas, como sequéncias
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obtidas nas técnicas de PCR e os padrdes de restricdo obtidos pela RFLP, com
o intuito de agrupar as amostras dos grupos amostrais em subgrupos com
caracteristicas comuns que as distinguem entre si. Essas analises hierarquicas
e particionais sdo importantes por avaliarem a divergéncia entre as amostras
baseado em varios marcadores diferentes, onde cada um possui 0 mesmo
peso na classificagdo das amostras. Neste trabalho, dois tipos de agrupamento
foram utilizados para garantir que o resultado fosse confirmado pelo emprego
de mais de um método.

Nas analises de agrupamento por particdo baseado no método k-means,
foi possivel identificar dois grupos conforme esperado considerando a origem
geografica das amostras e as caracteristicas clinicas das lesbes (figura 12,
item A). As amostras MG15 e MG16, que possuem perfis de restricdo
indistinguiveis ao da cepa referéncia L. braziliensis, se agruparam com as
amostras que apresentaram perfis variantes, em contrapartida a amostra MG19
possui perfis variantes de restricdo e esta agrupada com as amostras
indistinguiveis a L. braziliensis referéncia.

Embora o padrédo de restricdo (hsp70, Cpb e ITS1) observado para as
amostras MG15, MG16 e MG19 seja diferente do observado nas demais
amostras com as quais se agruparam, para outros marcadores e sequéncias
analisadas, as mesmas possuem maior similaridade as outras amostras dos
agrupamentos em que foram incluidas. Essa analise de agrupamento é
importante porque utiliza informagbes sobre varios marcadores gerando uma
similaridade média entre as amostras, sem considerar aspectos relacionados a
filogenia. Além disso, observa-se que as amostras do grupo 2 (representadas
pela cor azul), oriundas de lesbes atipicas de LTA apresentaram uma maior
heterogeneidade na distribuicdo espacial, (figura 12, item A), sugerindo uma
maior diversidade genotipica em relacdo as amostras do grupo 1
(representadas pela cor vermelha), que sdo oriundas de manifestagdes tipicas
da doenca.

O agrupamento hierarquico aglomerativo é utilizado para agrupar os
dados em classes ou subgrupos sucessivamente maiores pela analise de
variaveis de similaridade entre os grupos amostrais. Pode ser observado que

esta analise (figura 12, item B) suportou a divisdo das amostras nas mesmas
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classes identificadas pelo método de particdo (figura 12, item A), uma vez que
0s grupos se mantiveram segregados de forma semelhante.

A metodologia de agrupamento hierarquico ja vem sendo utilizada para
agrupar dados em classes que apresentam similaridades, por exemplo,
auxiliando no grupamento de zimodemas de L. braziliensis, L. panamensis e L.
guyanensis circulantes na Colémbia (Saravia et al., 1998). Além disso, tais
analises hierarquicas também foram utilizadas na classificacdo geral de cepas
de Leishmania do Novo Mundo, ao considerar cada zimodema como um dado
individual para grupamento (Cupolillo et al., 1994).

O agrupamento hierarquico apontou associagdes interessantes entre as
as amostras do grupo 2, que na maioria apresentam perfis de restricao
variantes a cepa referéncia L. braziliensis, se agrupam em relagdo a origem
geografica (macrorregido VIl — cor verde). Em contrapartida, as amostras do
grupo 1 que sao oriundas de manifestagdes tipicas de LTA estdo associadas
as outras macrorregides do estado (representadas pelas cores amarelo, azul
claro, marrom claro e azul). Vale ressaltar que a unica amostra a ndo seguir
este padréo foi a MG19, onde apesar de originalmente estar incluida no grupo
2 nessas analises, se agrupou com o grupo 1. E interessante observar que no
fenograma (figura 12, item B) essa amostra apresentou maior distancia em
relagdo as outras, em um mesmo ramo da cepa MG7, que é proveniente do
municipio de Medina, o mais préximo da Terra Indigena Xakriaba localizada em
Sao Joao das Missbes. Estes resultados sugerem que a ocorréncia das cepas
de L. braziliensis geneticamente variantes parece estar restrita a regidao norte
do estado. Essa associacao de variaveis € suportada pelo teste de razdo de
possibilidades, onde foi observado que existe uma chance de cerca de 100
vezes maior de se encontrar as amostras do grupo 2 na macrorregiao VIl (norte
de MG) do que em outras regides do estado (tabela 8).

A distribui¢cao de distintas formas clinicas das leishmanioses associada a
regides geograficas diferentes ja € bem reconhecida. Esse fendmeno é
causado principalmente pela prevaléncia de diferentes espécies de Leishmania
em ambientes variados. Nos paises da América do Sul, por exemplo na regiao
da Cordilheira dos Andes e no Equador, as terras altas albergam quase que

exclusivamente casos de LT por variadas espécies de Leishmania, enquanto
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LM associada principalmente a espécie L. braziliensis esta mais restrita a
regido amazoénica (Calpovina et al.,, 2004; Lucas et al., 1998). No Brasil,
parasitos do subgénero L. (Viannia) estdo relacionados a trés diferentes
populagdes, sendo uma restrita a regido amazonica, outra localizada ao longo
da costa atlantica do pais, e a terceira numa faixa que abrange a regido oeste e
parte das regides norte e nordeste (Kuhls et al., 2013). Nesse mesmo trabalho,
os autores avaliaram por microssatélites 15 amostras derivadas de
manifestagcbes cutédneas localizadas provenientes de Minas Gerais e
observaram que as mesmas nao apresentaram variacées entre si. Na Bahia,
um estudo realizado na regido sudeste do estado observou a associagdo do
aparecimento de formas cutineas disseminadas a esta regido geografica
(Schriefer et al., 2009).

Nao existem muitas informacgdes na literatura acerca da correlacéo entre
o polimorfismo de manifestagdes clinicas atipicas das leishmanioses e regides
geograficas. Associagcdes de casos atipicos de LTA por L. braziliensis nao
foram encontradas no estudo de Guimaraes et al. (2009), devido a utilizagdo de
um pequeno numero de casos o0 que limitou a forga das analises de
agrupamento. Entretanto, formas atipicas de leishmaniose foram encontradas
em associacao a areas geograficamente restritas, em um estudo retrospectivo
entre os anos de 2002 e 2006 no Paquistao (Bari & Rahman, 2008).

Além da correlagdo entre os grupos geneticamente distintos e regides
geograficas, também foi encontrada a associagdo entre o perfil genético
apresentado pelos grupos na classificacao hierarquica e o tipo de lesao das
quais as amostras provém.Em nosso estudo observamos que as amostras do
grupo 1, provenientes de variadas regides do estado que apresentaram perfis
de restricdo indistinguiveis a L. braziliensis referéncia e alta identidade de
sequéncias a essa mesma espécie, estdo associadas ao aparecimento de
manifestagdes tipicas da LTA (cor laranja). Entretanto as amostras do grupo 2,
oriundas do norte do estado e com perfis de restricdo variantes ao de L.
braziliensis estdo associadas com as manifestacbes atipicas de LTA (cor
purpura). Essa associagdo foi corroborada pela andlise de razdo de
possibilidades, onde existe uma chance de cerca de 15 vezes maior de

encontrar o parasito geneticamente variante entre aqueles individuos que
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apresentam lesao atipica de LTA (OR = 15) (tabela 8). Além disso, nao foi
encontrada associagao entre a variabilidade genética dos grupos e 0 numero
de lesbes apresentado pelos portadores de LTA (OR = 1,28) (tabela 8).

Até o momento, ndo existem dados na literatura que corroborem a
associagao entre variabilidade genética e manifestagdes clinicas atipicas da
LTA por L. braziliensis. Entretanto os resultados obtidos neste trabalho sao
indicativos de que parasitos da espécie L. braziliensis que estdo circulando na
regidao norte do estado de Minas Gerais estdo associados com a presencga de
manifestacdes clinicas atipicas de LTA, o que tem importantes implicacdes no
diagndstico, tratamento, profilaxia e epidemiologia da doenga nessa regiao.

A investigagdo da associacao entre manifestacdes clinicas distintas de
LTA e variabilidade genética do parasito L. braziliensis é relevante inclusive sob
o ponto de vista do controle da doencga, apesar de nio existirem muitos relatos
acerca dessa correlagado. Schriefer et al. (2009) encontraram uma associagao
entre gendtipos distintos de parasitos da espécie L. braziliensis e diferentes
formas clinicas da doenga (cutédnea e disseminada). No municipio de Sdo Joao
das Missbes, de onde a totalidade das amostras do grupo 2 provém, existe alta
prevaléncia das formas atipicas de LTA (Freire, 2011) e em contrapartida, no
restante do estado prevalece a ulcera classica. Os resultados obtidos neste
trabalho apontam para a necessidade de se aprofundar o conhecimento em
cada foco de transmissao de LTA, inclusive em todas as suas particularidades,
pois uma vez que as equipes de saude nao estejam preparadas para o
encontro dessas variagdes clinicas, muitos casos passardao despercebidos e
sem o devido diagndstico e tratamento.

A variabilidade genética dentro do género Leishmania ¢é
consideravelmente alta, inclusive no subgénero Viannia, onde no Brasil ja
foram encontrados parasitos geneticamente distintos dentro de clados
distribuidos em determinadas areas e estados (Kulhs et al., 2013; Marlow et al.,
2014). Entretanto, deve-se levar em consideragdo também aspectos que vao
além dos polimorfismos genéticos do parasito, como qual é a dinamica de
interacdo com os variados hospedeiros e vetores, aspectos da transmissao,
instalagdo da infecgdo e desenvolvimento da doenca e resposta ao tratamento

disponivel. Sobretudo, ndo se sabe qual € o desfecho da interagcdo destas
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cepas de L. braziliensis geneticamente variantes com o homem e outros
vertebrados, se essa variacdo genotipica pode influenciar ou exacerbar de
alguma forma a viruléncia dessas cepas circulantes no norte de Minas Gerais,
e também se de alguma forma as tornam resistentes ou susceptiveis ao
tratamento com os farmacos quimioterapicos disponiveis no sistema publico de
saude do Brasil. Nossos resultados apontam para a associagao de
caracteristicas clinicas atipicas das lesées com aspectos genéticos destas
amostras de L. braziliensis que podem inclusive se disseminar para outras
areas.

Além da questdo genética, existem também os aspectos da interagao
destes parasitos geneticamente variantes com o meio ambiente como um todo.
Minas Gerais n&o se constitui de apenas um tipo de vegetagdo. Na porcao
centro-ocidental do estado, predomina a vegetacao tipo cerrado, especialmente
na bacia dos rios Sao Francisco e Jequitinhonha, enquanto na faixa a leste e
sul do estado, encontramos a vegetacado tipo mata atlantica. Estas areas ja
apresentam estudos acerca da circulagado de espécies do género Leishmania e
seus hospedeiros e vetores (Mayrink et al., 1979; Gontijo et al., 2002). Em
contrapartida, a regido norte do estado € uma regido de transigdo entre
caatinga e cerrado. As amostras provenientes de S&o Jodo das Missdes
(macrorregidao VII, regido norte do estado) sdo oriundas da terra indigena
Xakriaba, constituida por aldeias em um espaco delimitado e cercado por
barreiras naturais. O fato de ser uma regido relativamente isolada pode ter
auxiliado no aparecimento dessas cepas geneticamente variantes.

A terra indigena Xakriaba € uma regido bastante peculiar no tocante as
suas caracteristicas ecoldgicas e culturais. E uma area com caracteristicas
rurais onde existe uma fauna rica, com diversidade de espécies de
flebotomineos (Rego et al.,, 2015) e grande variedade de espécies de
hospedeiros e reservatorios de Leishmania (Quaresma et al., 2011) em
comparagao com as outras areas de Minas Gerais de onde as amostras do
grupo 1 provém (Pereira, 2015, dados nao publicados).

Adicionalmente, nessa area circulam varias espécies de Leishmania
dermotrépicas e viscerotropicas, como L. braziliensis, L. amazonensis, L.

guyanensis e L. infantum tanto entre os pequenos mamiferos que habitam a
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area, quanto nos fletobotomineos (Quaresma et al., 2011; Rego, et al., 2015).
Essa diversidade de espécies, tanto de hospedeiros como principalmente de
flebotomineos pode ajudar a compreender a presenga dos polimorfismos
genéticos observados, uma vez que existem evidéncias da ocorréncia de
algum tipo de fluxo génico ou recombinagao dentro dos fletotomineos (Inbar et
al., 2013). Além disso, em areas onde espécies do subgénero L. (Viannia) séo
simpatricas, a possivel emergéncia de hibridos infectivos para humanos com
potencial de gerar doenga severa deve ser considerada. Evidéncias de
recombinagdo em Leishmania ja foram encontradas in vitro e também ex vivo
(Akopyants et al., 2009; Inbar et al., 2013; Romano et al., 2014). Parasitos
hibridos entre espécies ja foram relatados no novo mundo, inclusive entre as
espécies L. braziliensis e L guyanensis em paises da América do Sul (Dujardin
et al., 1995; Delgado et al., 1997; Banuls et al., 1999). Entretanto ndo se pode
afirmar que as cepas geneticamente variantes caracterizadas neste trabalho

sejam hibridos, sendo necessarias investigagcdes mais aprofundadas.

6.4 Analise Filogenética dos Isolados de L. braziliensis de Minas Gerais

As andlises filogenéticas podem ser utilizadas para inferir sobre a
estrutura de populagdes naturais e também elucidar alguns desfechos, como a
distribuicdo de individuos na natureza, as estratégias utilizadas para
propagacao e recombinacao, (Rougeron et al., 2015), principalmente auxiliando
essas observagdes em organismos dificeis de se observar diretamente, como
protozoarios (De Meeds et al., 2007).

Neste estudo as analises filogenéticas utilizando dados concatenados
dos marcadores hsp70, Cpb, gépd e 6pgd foram realizadas com o modelo de
distribuicdo MKY pelo software PhyML. Estas analises foram realizadas de
duas maneiras, uma onde foram incluidas as sequéncias das cepas referéncia
de L. braziliensis, L. guyanensis e de outras espécies filogeneticamente mais
distantes de L. braziliensis recuperadas do banco de dados GenBank (figura
13), e outra onde permaneceu como outgroup nas analises apenas a cepa
referéncia de L. guyanensis (figura 14). Foi observado que a topologia das

duas arvores foi bastante semelhante e que foram formados dois clados onde a
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caracteristica principal que agrupou as amostras foi a origem geogréfica..
Observa-se que as amostras MG15 e MG16, apesar de apresentarem os perfis
de restricdo indistinguiveis a cepa referéncia (tipo = Lb), estdo agrupadas em
conjunto com as cepas do grupo amostral 2 nas duas arvores. Essa
distribuicdo pode ser explicada pelo fato dos polimorfismos nos perfis de
restricdo presentes nas cepas MG15 e MG16, que as fazem semelhantes a
cepa referéncia, ndo foram suficientes para agrupa-las no mesmo clado das
amostras do grupo 1, pois elas apresentaram caracteristicas nas sequéncias
analisadas que as aproximam mais das outras amostras isoladas na mesma
regido (Terra Indigena Xakriaba).

O modelo de estudos filogenéticos e populacionais empregando
sequéncias de marcadores variados ao longo do genoma de Leishmania ja
vem sendo utilizado por varios autores. Marlow et al (2014) utilizaram, dentre
outros, dois dos marcadores genéticos também empregados em nosso estudo,
o hsp70 e o 6pgd, para investigar a estrutura populacional de um painel de
amostras de L. braziliensis relacionando variagdes intraespecificas observadas
com caracteristicas epidemiolégicas de um surto recente de LTA em Santa
Catarina, na regido sul do Brasil. Esses achados mostraram o potencial
discriminatério da técnica de MLSA quando utilizam estes alvos. Fraga et al
(2010) analisaram sequéncias em varias cepas distintas de Leishmania do
Novo e Velho Mundo, confirmando L. braziliensis como um grupo monofilético,
onde as cepas referéncia do Brasil permaneceram agrupadas. Kuhls et al
(2013) analisaram a estrutura populacional de cepas do Novo Mundo,
utilizando 15 cepas de L. braziliensis de Minas Gerais, e encontraram um
grupamento unico nas amostras da regido Sudeste. Vale ressaltar que neste
ultimo estudo nao foram incluidas nas analises amostras provenientes do norte
do estado de Minas Gerais.

Sendo assim, nossos resultados indicam que as cepas provenientes da
macrorregiao VII, no norte do estado (grupo 2) apresentam polimorfismos ao
longo dos marcadores utilizados e tendem a se agrupar separadamente em
analises de grupamento e filogenia, além de estarem associados a ocorréncia
de manifestagdes atipicas da LTA. Em contrapartida, as amostras isoladas nas

demais macrorregides do estado de Minas Gerais apresentam uma maior
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homogeneidade genética, além de serem mais similares a cepa L. braziliensis
referéncia, estando associadas a presenca de manifestagdes tipicas da LTA.
Os dados obtidos neste estudo reforcam a ideia de que € necessario
sempre aliar variadas técnicas e marcadores quando o objetivo € identificar e
caracterizar a espécie circulante em determinado local. Além disso, para alguns
alvos, apenas o uso da PCR-RFLP nao é suficiente para identificar a espécie,
podendo gerar resultados errbneos ou inconclusivos por eventuais
polimorfismos existentes ou caracteristicas préprias dos marcadores. Isso pode
gerar consequéncias graves para as estratégias e desfechos clinico-
epidemioldgicos, como o diagnostico e esquema terapéutico de individuos.
Portanto, € necessario escolher corretamente as metodologias a fim de tornar
segura a identificagdo dos parasitos, principalmente em areas onde s&o

encontradas varias espécies de Leishmania simultaneamente.
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7 Conclusbes

¢ A metodologia de PCR dirigida ao alvo g6pd foi capaz de identificar os
isolados utilizados neste estudo como Leishmania (Viannia) braziliensis,
corroborando com os resultados da identificagao realizada em trabalhos
prévios (Gontijo, 2000; Quaresma, 2011);

e As amostras utilizadas neste estudo apresentaram variacdo genética em
relagdo aos marcadores utilizados (hsp70, ITS1, cpb, gépd e 6pgd),
tanto ao longo das sequéncias como nos sitios de restrigdo de
endonucleases;

e Foi observada uma associacdo entre amostras com diferentes
caracteristicas genéticas e origem geogréafica;

e Foi verificada uma associacdo entre amostras com diferentes
caracteristicas genéticas (cepas provenientes de Sdo Jodo das Missodes
- macrorregiao VIl) e a presenca de manifestagcdes clinicas atipicas de
LTA;

e A divisao inicial hipotética das amostras em dois grupos foi suportada
pelas analises hierarquicas, particionais e filogenéticas;

e O grupo 1, composto por amostras provenientes de varias regides de
Minas Gerais e isoladas de manifestagdes tipicas de LTA, apresentou-se
mais homogéneo e com menor indice de polimorfismo;

e O grupo 2, composto por cepas provenientes de Sdo Jodo das Missdes
(macrorregiao VII) e isoladas de manifestagdes atipicas de LTA,

apresentou-se mais heterogéneo e com maior indice de polimorfismos;
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