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SA, Bruna Santos Lima Figueiredo. Estudo da diversidade genética de cepas
de Leishmania (Viannia) braziliensis isoladas em regioes endémicas no estado de
Pernambuco, nordeste do Brasil. 2017. Tese (Doutorado em Biociéncias e Biotecnologia
em Saude) - Instituto Aggeu Magalhaes, Fundacao Oswaldo Cruz, Recife, 2017.

RESUMO

Os genomas de cepas de Leishmania (Viannia) braziliensis isoladas em areas de alta
endemicidade para leishmaniose cutanea no nordeste do Brasil, anteriormente caracterizadas
por MLEE em dez (10) zimodemas (226, Z27, 745, 772, Z773, Z74, 7775, 778, Z105, Z106)
foram sequenciados e analisados. O sequenciamento foi realizado na plataforma MiSeq /
Illumina e os dados foram comparados contra o genoma da cepa de referéncia (L. braziliensis
cepa 2904). A anotagdo da variabilidade encontrada foi feita utilizando o programa snpEFF
v3.6 ¢ o numero de coOpias para cada cromossomo foi estimado usando o ambiente de
programacao R. Uma andlise filogenética foi realizada através das sequéncias de quatro
enzimas metabolicas (ICD, 6PGDH, MPI ¢ G6PDH) ¢ da proteina de choque Hsp70.
Sequéncias equivalentes de varias espécies de Leishmania do subgénero Viannia foram
incluidas nesta analise. A profundidade média das sequéncias geradas variou
aproximadamente de 6 a 30 vezes. Os isolados pertencentes aos zimodemas 272, Z75, Z74 e
7106 foram distintamente agrupados e separados dos outros. Todos os dez isolados foram
identificados como L. braziliensis, incluindo zimodema Z26, previamente classificado como
Leishmania shawi. As comparacdes mitocondriais do DNA do minicirculo corroboraram para
as conclusoes filogenéticas, enquanto as sequéncias do maxicirculo conduziram a um perfil
menos definido. Como resultado da analise de aneuploidia, o cromossomo 31 foi encontrado
em trés ou mais copias em todos os isolados ¢ a cepa Z27 apresentou coOpias extras para seis
outros cromossomos. Os isolados Z72 e Z75 foram caracterizados por uma heterozigosidade
muito reduzida. Os achados obtidos no estudo sdo consistentes e demonstram a existéncia de
pelo menos dois grupos evolutivos distintos na area restrita amostrada, e a grande diversidade
genética da espécie L. braziliensis. Esses resultados sugerem a importancia das caracteristicas
eco-epidemioldgicas de onde essas cepas foram isoladas, as quais apresentam ciclo com
transmissao peri doméstica e interface com ciclo enzoodtico silvestre em remanescentes de
Mata Atlantica primaria.

Palavras chaves: Leishmania braziliensis. Genoma. Leishmaniose cutanea.
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ABSTRACT

The genomes of Leishmania (Viannia) braziliensis strains isolated in areas of high endemicity
for cutaneous leishmaniasis in northeastern Brazil, previously characterized by MLEE in ten
(10) zymodemes (226, 227, 745, 272, 273, 2774, 7775, 7778, Z105 , Z106) were sequenced and
analyzed. Sequencing was performed on the MiSeq / Illumina platform and data were
compared against the genome of the reference strain (L. braziliensis strain 2904). The
annotation of the variability found was made using the snpEFF v3.6 program and the number
of copies for each chromosome was estimated using the R programming environment. A
phylogenetic analysis was performed through the sequences of four metabolic enzymes (ICD,
6PGDH, MPI and G6PDH) and the Hsp70 shock protein. Equivalent sequences of several
Leishmania species of the subgenus Viannia were included in this analysis. The mean depth
of the sequences generated ranged from approximately 6 to 30 times. The isolates belonging
to zymodemes Z72, Z75, Z74 and Z106 were distinctly grouped and separated from each
other. All ten isolates were identified as L. braziliensis, including Zymodeme Z26, previously
classified as Leishmania shawi. The mitochondrial DNA comparisons of the mini-circle
corroborated the phylogenetic conclusions, while the maxi- circle sequences led to a less
definite profile. As a result of the analysis of aneuploidy, chromosome 31 was found in three
or more copies in all isolates and strain Z27 presented extra copies to six other chromosomes.
Isolates Z72 and Z75 were characterized by very reduced heterozygosity. The findings
obtained in the study are consistent and demonstrate the existence of at least two distinct
evolutionary groups in the restricted area sampled, and the great genetic diversity of the L.
braziliensis species. These results suggest the importance of the eco-epidemiological
characteristics from which these strains were isolated, which present a cycle with
peridomestic transmission and interface with wild enzootic cycle in remnants of primary
Atlantic Forest.

Keywords: Leishmania braziliensis. Genome. Leishmaniasis cuteneuos.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar (LT) apresenta um amplo espectro de manifestacoes
clinicas dependendo da espécie de Leishmania envolvida (WEIGLE; SARAIVA, 1996), da
relacdo com o hospedeiro, da constituicdo genética e imunoldgica do individuo (BARRAL et al.,
1991; REIS et al., 2008), das espécies de insetos vetores e das caracteristicas epidemioldgicas
(BRANDAO-FILHO et al., 1999). As manifestagdes clinicas abrangem desde formas
inaparentes ou lesdes de pele que podem evoluir para cura espontdnea (COSTA et al., 1992), até
formas com ulceragdes multiplas e comprometimento da mucosa, com tendéncia a recidivas cutis
(PASSOS et al., 2001).

No Brasil a (Leishmaniose Tegumentar Americana) LT constitui um agravo de
notificagdo compulsoéria, e ¢ considerada uma doenca em expansdo, representando importante
causa de morbidade para a populacdo residente em areas endémicas. Dentre os agentes
etiologicos envolvidos destaca-se a Leishmania (Viannia) braziliensis, por ser a espécie mais
prevalente, com registro de casos em todas as regides do pais. Estudos ecoepidemiolédgicos sobre
a LT tém demonstrado que tanto as caracteristicas clinicas da doenga, bem como o local € modo
de transmissdo sdo expressdes das particularidades de cada regidio geografica (BRANDAO-
FILHO et al, 1999, 2003; BRITO et al., 2012; CUPOLILLO et al., 1997, 2003; LAINSON;
SHAW, 1998; SCHRIEFER et al., 2009).

Em estudos realizados em areas endémicas para LT em Pernambuco, avaliou-se a
infeccdo natural em animais silvestres, sinantrépicos ¢ domésticos, onde foram identificados
roedores silvestres das espécies Necromys lasiurus e Nectomys squamipes, € o roedor
sinantropico, rato doméstico (Rattus rattus), como provaveis reservatorios primario e secundario,
respectivamente, de L. (V.) braziliensis (BRANDAO-FILHO et al., 2003; LIMA et al., 2013;
MARINHO-JUNIOR, 2010). Lutzomyia whitmani é a principal espécie de flebotomineo
envolvida na transmissdo, tendo em vista que foi detectada infec¢do natural por L.(V.)
braziliensis em um exemplar desta espécie de vetor, sendo a cepa pertencente a0 mesmo
zimodema encontrado em amostras isoladas de paciente e reservatorio, relevante prevaléncia no
ambiente peridoméstico (BRANDAO-FILHO et al., 2003).

E possivel que os diferentes ciclos de transmissdo existentes para L. (V.) braziliensis
colaborem para a geragdo e manutencdo da variabilidade intraespecifica existente para este
parasita, crucial para sua sobrevivéncia em sistemas ecologicos diversos (CALVOPINA et al.,
2004; CUPOLILLO et al., 2003; LUCAS et al., 1998). Ainda ndo ha vacina segura e eficaz

contra as formas clinicas da leishmaniose humana, e o espectro e a eficiéncia de drogas sao
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limitados (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2010). Uma das razdes que
possivelmente dificulta avangos nessas areas ¢ a diversidade do proprio parasito, reflexo de sua
plasticidade genética (DURJADIN et al., 2007; ROGERS et al., 2011). Alguns estudos sugerem
a aneuploidia, nimero cromossdmico diferente do normal da espécie, como uma das principais
estratégias evolutivas desses parasitos para adaptacdo a modificacdes ambientais e para
resisténcias as drogas (MUKHERIJEE et al., 2011; STERKERS et al., 2011, 2012).

Neste contexto, o estudo da variabilidade genética do parasito aparece como um elemento
importante para compreender os mecanismos que levam a complexidade clinica e
epidemiologica da LT. A analise do genoma de cepas variantes de L. (V.) braziliensis isoladas
em municipios endémicos de Pernambuco, permitiu uma compreensdo mais ampla da
diversidade genética dessa espécie, trazendo contribuicdes a respeito da biologia e

epidemiologia.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Epidemiologia

As leishmanioses sao um complexo de doengas parasitarias causadas por protozoarios da
ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae do género Leishmania, transmitidas ao homem
por picadas de insetos hematofagos conhecidos como flebotomineos (MANNAERT et al., 2012).
Sao doengas negligenciadas de grande importancia para saude publica mundial, afetando cerca
de 12 milhdes de pessoas em 98 paises onde 350 milhdes estdo sob-risco de infecgao,
principalmente em areas rurais remotas e urbanas carentes. A leishmaniose tegumentar (LT) ¢
mais amplamente distribuida, com cerca de um terco dos casos ocorrendo em trés regides
epidemiologicas, as Américas, a bacia do Mediterraneo e a Asia ocidental do Oriente Médio para
Asia Central. Aproximadamente 75% dos casos de LT sdo reportados em dez paises:
Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colombia, Costa Rica, Etiopia, Republica Islamica do Ira, Sudao do
Norte, Peru e Republica Arabe da Siria (ALVAR et al., 2012).

As leishmanioses sdo caracterizadas por diferentes manifestagdes clinicas de forma
simplificada: Leishmaniose Tegumentar (LT), representada por lesdes cutianeas (leishmaniose
cutanea- LC) e/ou lesdes nas mucosas (leishmaniose mucosa- LMC); e a Leishmaniose Visceral
(LV) (REINTHINGER et al., 2008). Varias espécies do Novo Mundo tém importancia médica
como agente etioldgico da LC, tanto do subgénero Leishmania (L. amazonensis, L. infantum, L.
mexicana, L. venezuelensis) quanto do subgénero Viannia (L. braziliensis, L. guyanensis, L.
panamensis, L. peruviana, L. shawi, L. naiffi, L. lainsoni e L. lindendergi) (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2010).

A LT tem ampla distribuicdo mundial e no Continente Americano ha registro de casos
desde o extremo sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, com exce¢do do Chile e do
Uruguai (BRASIL, 2017). No Brasil foram identificadas sete espécies responsaveis pela LT,
sendo seis do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés principais espécies
sdo: Leishmania (Leishmania) amazonensis; Leishmania (Viannia) guyanensis; Leishmania
(Viannia) braziliensis (BRASIL, 2007).

Além disso, no Brasil, nas ultimas décadas, a LT apresentou mudangas no
comportamento. Inicialmente era considerada zoonose de animais silvestres, que acometia
ocasionalmente individuos em contato com as florestas, passando a ocorrer casos em zonas
rurais ja praticamente desmatadas e em regides periurbanas de area de colonizacdo antiga

(BRASIL, 2017). No periodo de 1995 a 2014, verificaram-se uma média anual de 25.763 casos
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novos registrados e coeficiente de deteccdo médio de 14,7 casos/100 mil habitantes, verificando-
se coeficiente mais elevado no ano de 1995, quando atingiram 22,94 casos por 100 mil
habitantes (BRASIL, 2017). Em ambito nacional, observa-se uma expansao geografica da LT,
sendo no ano de 2003 confirmados casos autdctones em todas as Unidades Federadas. A regido
Norte vem contribuindo com maior incidéncia, registrando 10.367 novos casos em 2014, seguida
das regides Nordeste (4.969 casos novos) e Centro-Oeste (3.038 casos novos) (BRASIL, 2017).

Considerando a complexidade epidemiologica da LT, foram descritos quatro padrdes de
transmissdo: silvestre, ocupacional, rural-periurbano e peridomiciliar em areas de colonizacdo
antiga. O padrdo silvestre ocorre em dareas de vegetacdo primaria, e estd relacionado,
fundamentalmente, ao ambiente silvestre de floresta primaria remanescente, onde acomete
animais ¢ o homem pode ser infectado quando entra em contato com este ambiente. O padro
ocupacional estd relacionado, principalmente, com a exploragdo desordenada da floresta,
derrubada de matas e atividades de ecoturismo. Os processos migratdrios, a ocupagdao de
encostas e aglomerados em centros urbanos associados a matas secundarias ou residuais
correspondem ao padrdo rural-periurbano em dareas de colonizagdo antiga (BRASIL, 2007).
Segundo Desjeux (2001), o padrdo de transmissdo predominante ¢ o peridomiciliar, onde se
verifica um processo gradual de domestica¢do da doenca, principalmente em areas com historia
de colonizacdo antiga, onde ha poucos remanescentes de floresta primaria e houve a adaptagao
dos flebotomineos vetores ao ambiente peridoméstico e doméstico, com a presenca de
hospedeiros reservatorios secundarios, o que favorece a transmissao (DESJEUX, 2001).

A LT relacionada a L. (V.) braziliensis caracteriza-se por apresentar diferentes padroes
regionais, da Amazonia ao Sudeste do Brasil, relacionados aos vetores envolvidos, possiveis
reservatorios e perfil eco-epidemiolégico (BRANDAO-FILHO, 2001; MARZOCHI, 1994;
SHAW; LAINSON, 1987). No Brasil, em relagdo a LT, as principais espécies de flebotomineos
envolvidas na transmissdo sdo: Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia whitmani, Lutzomyia
umbratilis, Lutzomyia intermedia, Lutzomyia wellcomei e Lutzomyia migonei. Contudo, vale
salientar que estas espécies foram definidas como vetoras por atenderem aos critérios que
atribuem a uma espécie a competéncia vetorial. Além disso, o papel vetorial de cada uma dessas
espécies depende da Leishmania sp. envolvida (BRASIL, 2007). L. intermedia ¢ encontrado em
areas de colonizacdo antiga, principalmente nas regides sul e sudeste, nos Estados do Espirito
Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Minas Gerais e Parana. Ja L. whitmani é encontrado em areas
de caatinga, cerrado, mata atlantica, nos Estados do Maranhao, Piaui, Ceara, Pernambuco, Bahia,
Mato Grosso, Goids, Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo e Parand. Também envolvidos na

transmissao os vetores Lutzomyia wellcomei, encontrado em areas silvestres nos Estados do Par4,
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Amazonas e Ceara (ARIAS et al., 1996) e, possivelmente relacionado a transmissdo, Lutzomyia
migonei, que nas regides Norte e Nordeste, constitui-se um importante vetor do parasito
(BRASIL, 2015).

No Nordeste do Brasil, a espécie predominantemente associada como causadora da LT ¢
a espécie L. (V.) braziliensis, e tem acometido mulheres, criangas e, principalmente, adultos do
sexo masculino. Em alguns casos, todos os individuos de uma mesma familia sdo acometidos
pela doenga (BRANDAO-FILHO et al., 1999). Esta endemia ocorre tanto em éreas preservadas
da Mata Atlantica, onde ¢ mantida através do ciclo enzoodtico primdario entre mamiferos silvestres
e algumas espécies de flebotomineos, ¢ em areas nas quais se verifica vegetacdo abundante,
como também, em locais com predominancia de mata secundaria e plantagcdes diversas,
ocupadas para a exploragdo agricola e propicias a colonizagdo dos flebotomineos, mamiferos
silvestres e sinantropicos, ocorrendo a adaptagdo de vetores e reservatdrios possibilitando a
instalagdo de ciclos zoondticos com transmissdo peridomiciliar (BRANDAO-FILHO, 2001;
LAINSON; SHAW, 1998; MARZOCHI, 1992).

Devido aos diversos fatores que envolvem a manutencao de ciclos de transmissdo da LT,
sao observados diferentes perfis que vao depender da area de circulagdo do parasito, das areas
onde ocorre desmatamento para a construgdo de estradas e instalacdes de povoados, extragdo de
madeira, atividades agricolas e de pecuaria, das areas com preservacdo de pequenos trechos de
cobertura vegetal, assim como areas em que o processo de urbanizagdo criou as condigdes
favoraveis a produgdo de surtos endémicos na periferia de cidades e povoados (BRASIL, 2007).

Em Pernambuco, a LT apresenta importante incidéncia com média de 500 casos
notificados anualmente. Incide em todas as mesorregides do Estado, com predominancia na Zona
da Mata, com mais de 60% do total de casos notificados (BRANDAO-FILHO, 1999, 2001).
Diversos aspectos relacionados a eco-epidemiologia da LT na Zona da Mata de Pernambuco
foram bem caracterizados, com importantes contribuigdes relacionadas a caracterizagao da
expressdo e da prevaléncia da infecgdo e doenca na populagdo humana, a identificagdo e
caracterizagcdo do parasito, flebotomineos e provaveis hospedeiros reservatorios envolvidos no
ciclo zoondtico da endemia nesta regiio (BRANDAO-FILHO et al, 2003a, 2003b).

Na Zona da Mata Sul do Estado de Pernambuco, Lutzomyia whitmani € a espécie
predominante (BRANDAO-FILHO et al., 1999), enquanto que Lutzomyia complexa foi
registrada com importancia em area de treinamento militar na Zona da Mata Norte (ANDRADE,
et al, 2005). Estudos demonstraram uma grande heterogeneidade fenotipica na populacao de L.
braziliensis de Pernambuco, isolada de pacientes, roedores silvestres e sinantropicos (Bolomys

lasiurus, Nectomys squamipes, Rattus rattus) e no flebotomineo Lutzomyia whitmani



20

(BRANDAO-FILHO et al., 2003, BRITO et al., 1993, 2008, 2009). Os diferentes isolados
apresentaram rea¢do de anticorpos monoclonais compativeis com a espécie L. braziliensis,
sorodema 1. Na analise do perfil de isoenzimas (‘Multilocus enzyme electrophoresis- MLEE’),
técnica padrdo-ouro para identificagdo de Leishmania spp., foi verificada a ocorréncia de 10
diferentes zimodemas, sendo 9 (72 isolados) correspondentes a L. braziliensis (10C/Z-27,
10C/Z-45, 10C/Z-72, 10C/Z-73, 10C/Z-74, 10C/Z-75, 10C/Z-78, 10C/Z-105 ¢ 10C/Z-106; e 1
zimodema (5 isolados) caracterizado, de forma inédita nessa regido, como Leishmania shawi
(IOC/Z-26). As amostras foram provenientes dos municipios de Amaraji (Zona da Mata Sul),
Paudalho (Zona da Mata Norte) ¢ Moreno (Regido Metropolitana do Recife), (BRITO et al.,
2009).

2.2 Identificacio e caracterizacio das espécies de Leishmania

A eletroforese de isoenzimas (‘Multilocus enzyme electrophoresis- MLEE’- Eletroforese
de Enzimas Multilocus) ainda ¢ considerada o padrdo-ouro para identificacdo de diferentes
espécies de Leishmania. Trata-se de um ensaio bioquimico em que padrdes de migracdao de varias
proteinas (enzimas) em géis ndo desnaturantes podem ser observados e comparados aos padroes
de cepas de referéncia. Algumas enzimas apresentam formas multiplas, mas com a mesma funcao
bioldgica e sdo conhecidas como isoenzimas (MARKET; MOLLET, 1959). As isoenzimas
ocorrem devido a diversos fatores: (1) presenca de mais de um /ocus que codifica a enzima; ou (2)
de mais de um alelo para o locus codificador da enzima; (3) modificagdes ou alteragdes pos-
traducionais na cadeia polipeptidica formada, (4) enzimas poliméricas com componentes de alelos
e de locus diferentes.

O principio da técnica ¢ que a similaridade entre organismos sera tanto maior quanto maior
forem os caracteres idénticos entre eles. Cada banda isoenzimdtica no perfil eletroforético
(denominada eletromorfo) ¢ considerada um marcador molecular, que representa os alelos de um
determinado /ocus, proporcionando o uso de varios caracteres na identificacdo parasitaria. Nesta
analise as cepas sao separadas em grupos com padrdes enzimaticos idénticos ou homogéneos e sao
chamados zimodemas. Os zimodemas podem representar diferencas enzimaticas simples ou
conjunto de diferengas ocorrendo entre grupos populacionais de organismos. A MLEE pode,
contudo, ndo ser capaz de distinguir todos os alelos de uma espécie ou populagdo, onde alguns
fenotipos aparentemente idénticos podem determinar genotipos diferentes (MOMEN, 1984).

Dentre as diversas metodologias moleculares desenvolvidas e frequentemente utilizadas, o

MLEE ainda aparece como uma referéncia comum, como base de comparagdo para 0s novos
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métodos testados. Tal fato se deve ao MLEE ter sido o marcador escolhido para classificacdo de
muitas espécies (CUPOLILLO et al., 1994; RIOUX et al., 1990) e suas variantes (BELAZZOUG
et al., 1988), e para a realizagdo de revisdes taxondmicas do género. O MLEE aparece ainda como
a metodologia mais indicada para identificagdo de isolados de Leishmania pela Organizagao
Mundial de Saude. Neste contexto, diversos estudos epidemiologicos utilizam o MLEE, associado
ou nao a outros marcadores (AZEREDO-COUTINHO et al., 2007; BRITO et al., 2009).

O isolamento de parasitos seguido de MLEE ¢ aceito como método padrdo ouro para a
caracterizacdo de Leishmania (BRITO et al., 2009; CUPOLILLO et al., 1994, 1995), mas nao ¢
suficientemente rapido para ser util nas decisdes terapé€uticas, € € inviavel para o diagnostico de
rotina didria (KHOSRAVI et al., 2012; MASMOUDI et al., 2013). A digestdo de produtos de
PCR por enzimas de restricdo (Restriction Fragment Length Polymorphism ou RFLP) ¢ um
método molecular comumente usado para a identificagao de espécies de Leishmania. Embora mais
acessivel e menos laborioso que a MLEE, a padronizacao ainda dificulta o uso em diferentes
laboratorios (BEN ABDA et al., 2011). Além disso, a escolha de alvos especificos € um fator
fundamental para o sucesso da RFLP, como para todas as técnicas moleculares envolvendo PCR
(BENSOUSSAN et al., 2006; PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015). Em uma tentativa de avangar
sobre as limitagdes dos métodos classicos, a comunidade cientifica usou PCR quantitativa em
tempo real (QPCR) para diferenciar as espécies de Leishmania analisando a temperatura de fusao
(Tm) (CASTILHO et al., 2008; NICOLAS et al., 2002; PITA-PEREIRA et al., 2012; TOZ et al.,
2013; WEIRATHER et al., 2011). No entanto, estudos relataram que € possivel diferenciar entre
apenas duas ou trés espécies relacionadas a diferentes formas clinicas (cutaneas e viscerais)

usando este método (PITA-PEREIRA et al., 2012; TOZ et al., 2013).

2.3 Marcadores moleculares

Mesmo diante dos pontos positivos envolvendo o MLEE como método de identificagdo,
existe atualmente uma busca por outro marcador, comum e de possivel padronizagdo entre os
laboratorios, € que possa oferecer uma alternativa para o ensaio de isoenzimas (SCHONIAN et al.,
2011). A justificativa para esta busca baseia-se nas limitagdes apresentadas por esta metodologia,
as quais sdo: 1) o painel de enzimas utilizado e o método de eletroforese empregado diferem entre
os paises, comprometendo a comparagdo direta dos resultados; ii) a menor resolugdo quando
comparado aos métodos moleculares, uma vez que zimodemas indistinguiveis podem ser gerados
por distintos gendtipos; iii) diferengas na mobilidade eletroforética podem ser resultado de

ocorréncia de heterozigoto em apenas um nucleotideo (MAURICIO et al., 2006), e ndo de uma
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grande varia¢do na sequéncia do DNA codificante; iv) para realizar o ensaio ¢ necessaria uma
grande concentragdo de enzima, o que significa que o parasito isolado precisa ser cultivado até que
uma concentragdo de células adequada seja obtida, e esse processo demanda tempo e recursos
técnicos e financeiros.

Neste contexto, a busca por marcadores moleculares tem sido realizada na tentativa de
caracterizar variantes genéticas de espécies do género Leishmania. Por isso, algumas regides vém
sendo estudadas, como por exemplo, as regides ITS do DNA ribossomal (CUPOLILLO et al.,
2003), regido codificante da proteina de choque térmico Asp70 (FRAGA et al., 2010), anélise de
microssatélites (KUHLS ez al., 2013), e sequencias multiplas analisadas pela técnica de MLST —
(Tipagem de Sequéncias Multilocus) (BOITE et al., 2012). Alternativamente tem se investido na
utilizagdo dos sequenciadores de alto rendimento onde ¢ possivel o sequenciamento do genoma
completo deste parasito. Desse modo, o estudo de alvos genéticos e do genoma vem contribuir
para o estabelecimento das relagdes inter e intraespecificas destes parasitos de forma bem mais
consistente e ampla.

Cada um desses alvos tem poder discriminatorio especifico, vantagens e limitacdes.
Também podem ser considerados os mais apropriados dependendo do tipo de estudo a ser
desenvolvido e das perguntas a serem respondidas. Isso se deve as diferengas no nivel de
resolugdo e outras caracteristicas do marcador, como por exemplo, se sdo ou ndo afetados por
selecdo natural (neutralidade) (SCHONIAN et al., 2011).

O sequenciamento das proteinas de choque térmico (HSPs) vem sendo bastante utilizado
para atribuir relacao filogenética a diferentes grupos de organismos. As HSPs desempenham um
papel importante no enovelamento, localizagdo intracelular, secrecdo, regulacao, estabilizagdo e
degradacdo de outras proteinas (FRAGA et al., 2010; YOUNG et al., 2004). A classe das HSP70
(70 kDa) ¢ altamente conservada nos procariotos e eucariotos em sequéncia e funcdo. Nos
tripanossomatideos as HSPs e outras proteinas denominadas de chaperonas desempenham um
papel essencial na adaptagdo as mudancas ambientais e estresse induzido pelas fases de
diferenciagdo associadas aos seus ciclos de vida, sendo importantes no que diz respeito a
transmissdo e patogénese das doencas provocadas por esses organismos, podendo sofrer
consequéncias Unicas para sua evolucdo (REQUENA er al., 2015; SIBLEY, 2011;
ZILBERSTEIN; SHAPIRA, 1994).

O método que vem se mostrando bastante promissor ¢ o estudo filogenético por Tipagem
de Sequéncias Multilocus - (MLST - Multilocus Sequence Typing) que ¢ uma tipagem sensivel,
pratica e reprodutivel que pode servir de base para uma classificagdo eficiente de espécies de

Leishmania, sendo viavel na maioria dos laboratérios através do sequenciamento do DNA. A
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MLST vem demonstrando ser uma ferramenta eficiente para caracterizagdo de cepas, estudos da
evolucdo e vigilancia epidemiologica (JACOBSEN et al., 2008; ODDS et al., 2007). Apesar desta
abordagem ter sido proposta inicialmente em 1998 para bactérias patogénicas (MAIDEN et al.,
1998), ela esta sendo utilizada também para organismos dipléides (DEBOURGOGNE et al., 2010;
ODDS et al., 2007), incluindo organismos do género Leishmania, para qual foram utilizados
marcadores descritos para o complexo L. donovani (MAURICIO et al., 2001; ZEMANOMA et
al., 2007) e quatro alvos propostos para L. (Viannia) spp. (TSUKAYAMA et al., 2009). Boité et
al. (2012), através dessa técnica, mostraram as relacdes estreitas entre L. braziliensis ¢ L.
guyanensis € os eventos de recombinacdo que ocorre em ambas espécies. Alguns aspectos
merecem atencao especial, como a validade taxondmica de L. shawi, que tem sido questionada.
Através de andlise feita com esses marcadores, foi sugerido que isolados de L. shawi estdo

intimamente relacionados com o grupo de L. guyanensis.

2.4 Estudo do genoma

Com o avango das ferramentas de sequenciamento de DNA em larga escala e os estudos
realizados a partir dos projetos genomas de tripanossomatideos, incluindo diferentes espécies do
género Leishmania, a identificagdo apenas por caracteristicas bioquimicas e estudo de marcadores
especificos perderam espaco diante da possibilidade de uma anélise mais ampla do genoma destes
microrganismos, permitindo caracterizar com maior precisdo a variabilidade genética que pode
existir inter e intra-espécies (IMAMURA et al., 2016; ROUGERON et al., 2015). Nos ultimos
anos, as novas plataformas de sequenciamento estdo se tornando amplamente disponiveis,
reduzindo assim o custo. O que antes era feito apenas em grandes centros, atualmente pode ser
feito individualmente por pesquisadores. O desafio em curto prazo ¢ desenvolver protocolos
robustos para a efetiva analise dos dados. Essa nova geragdao de técnicas de sequenciamento esta
acelerando as pesquisas bioldgicas, biomédicas e sobre tecnologia da informagao (bioinformatica),
possibilitando a andlise detalhada de genomas e transcriptomas (SHENDURE; JI, 2008;
METZKER, 2010).

Os primeiros genomas do género Leishmania sequenciados foram de L. (L.) major
Friedlin, e L. (L.) infantum JPCMS, e uma espécie do Novo Mundo, L. (V.) braziliensis
MHOM/BR/75/M2904 (IVENS et al., 2005; PEACOCK et al., 2007). Mais recentemente, foram
sequenciados: os genomas de L.(L.) tropica (NASEREDDIN et al., 2010), L. (L.) mexicana
(ROGERS et al., 2011), L. (L.) donovani (DOWNING et al., 2011) , L. (S.) tarentolae
(RAYMOND et al., 2011), L. (L.) amazonensis (REAL et al., 2013) e L. (V.) panamensis
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(LLANES et al., 2015), esse ultimo o segundo genoma do subgénero Viannia a ser sequenciado, o
que ampliou as possibilidades de anélises comparativas dentro deste subgénero.

Os genomas destes parasitos sdo organizados em 36 cromossomos para as espécies do
Velho Mundo (L. donovani, L. infantum, L. major, L. tropica, L. aethiopica) (WINCKER et al.,
1996) e 34 ou 35 para espécies do Novo Mundo, tais como L. mexicana e L. braziliensis,
respectivamente (BRITTO et al., 1998). Uma caracteristica significante do genoma de Leishmania
¢ o elevado grau de sintenia entre espécies diferentes, incluindo espécies que tenham sido
separadas por cerca de 20-100 milhdes anos, como L. tarentolae (RAYMOND et al., 2011) e
outros tripanossomatideos, como Trypanosoma brucei. Contudo, a arquitetura dos cromossomos
de Leishmania difere de outros tripanosomatideos pela auséncia de regides subteloméricas
extensas, nas quais ha genes espécie-especificos (EL-SAYED et al., 2005).

Uma comparacao de genomas completos de trés espécies de Leishmania (L. braziliensis, L.
infantum e L. major) revelou um conteudo, sintenia e arquitetura genética bem conservada, como
também foram encontrados genes multicopias em varios genomas estudados (RAYMOND et al.,
2012; ROGERS et al., 2016). Essa alta conservacdo gendmica sugere que um pequeno numero de
genes espécie-especificos seria relevante para a patogenicidade, que o perfil de expressdo génica
difere consideravelmente entre espécies ou que o genoma do parasito apresenta apenas um
pequeno papel na apresentacao clinica da doenga (SMITH et al., 2007).

A comparac¢dao do genoma nuclear de L. (S.) tarentolae com os de outras espécies de
Leishmania, como L. major, L. infantum e L. braziliensis, mostrou que L. tarentolae possui
poucos genes associados com as fases da vida intracelular de espécies patogénicas para humano.
Diferencas notdveis também foram observadas no genoma de L. braziliensis, que nio estdo
presentes em outras espécies, como a maquinaria de RNA de interferéncia (RNAIi) e dois tipos de
elementos transponiveis, transposons e retroposons (LYE et al., 2010; RAYMOND et al., 2011;
ROGERS et al, 2016; PEACOCK et al., 2007; SMITH et al, 2007).

O sequenciamento do genoma L. (V.) panamensis por Llanes et al.,(2015), possibilitou
novas andlises e comparagdes dentro do subgénero Vianna. Foram confirmadas as caracteristicas
gerais dos genomas de Leishmania sp. e, simultaneamente, revelaram vdrias caracteristicas
especificas do subgénero Viannia, como por exemplo, que o impacto dos elementos mdveis em
conjunto com a atividade dos RNAi ¢ mais forte do que previamente descrito.

Outro aspecto a ser analisado nos tripanosomatideos ¢ o DNA mitocondrial, conhecido
como DNA do cinetoplasto (kDNA), situado numa por¢do especifica destes organismos
unicelulares, na base do flagelo. Consiste em poucas duzias de moléculas de DNA chamadas de

maxicirculos, codificando proteinas mitocondriais tipicas € RNA ribossdmico mitocondrial, e
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milhares de moléculas conhecidas como minicirculos, codificando as moléculas de RNA guia que
funcionam na edicdo de transcritos de mRNA vindos das moléculas do maxicirculo. O kDNA
compreende uma estrutura Unica na natureza, representado por uma rede ou cadeia de DNA com
milhares de circulos que estdo topologicamente entrelagados. A sua replicagdo ocorre durante fase
nuclear S e inclui a duplicagdo de minicirculos destacados livres e maxiciculos concatenados, € a
geragao de duas redes de kDNA de progénies que sdo segregadas durante a divisao celular
(SHLOMALI, 2004; SIMPSON et al., 2015). A expressdao de proteinas a partir de genes do
maxicirculo ¢ uma tarefa altamente complexa. Seus transcritos sofrem edi¢do do RNA, um
processo em que residuos de uridina sdo adicionados ou retirados de posigdes precisas durante a
transcri¢cdo para criar a fase de leitura apropriada (SHLOMALI, 2004; SIMPSON et al., 2015).

Uma comparagdo das sequéncias dos minicirculos de diferentes espécies de Leishmania
revelou que existe uma regido de aproximadamente 100-200 pb que ¢ conservada, enquanto que as
regides restantes variam entre espécies. A regido conservada contém a sequéncia 5'-
GGGGTTGGTGTAA-3’, denominada sequéncia universal do minicirculo, considera-se que a
mesma esteja localizada na origem de replicagdo e perfeitamente conservada em todos os
minicirculos sequenciados até o presente (SIMPSON et al., 2015). Essas propriedades fazem do
kDNA um alvo de excelente potencial para o diagndstico de subgéneros e espécies de Leishmania.
O uso das plataformas de alto rendimento para o sequenciamento de genoma possibilitou uma
analise mais rapida e ampla, ja que sdo gerados dados, tanto do DNA nuclear como do DNA
mitocondrial, possibilitando a montagem especifica do kKDNA e a melhor compreensao desse
sistema genético dindmico (RODRIGUES et al., 2013; SIMPSON et al., 2015).

A plasticidade do genoma de Leishmania sp. tem sido alvo de muitos estudos, e vem sendo
associada como uma das principais estratégias evolutivas destes parasitos para adaptagdo a
modificagdes ambientais e a resisténcias a drogas (MUKHERJEE et al., 2011; STERKERS et al.,
2011, 2012). A discussao sobre a ploidia deste parasito vem oscilando entre diploidia e
aneuploidia nos Ultimos 20 anos, tendo como base estudos utilizando pulsed filed electroforesis
(PFGE) e knock-out (BASTIEN et al., 1992; DUJARDIN et al., 2007, SCHOLLER et al., 1986).
Mais recentemente, o estado aneuploide foi mais bem descrito através do sequenciamento
completo do genoma e de hibridizagdo fluorescente in vitro (FISH) (LAFFITE et al, 2016;
ROGERS et al., 2011; STEKERS et al., 2011). Durante a mitose uma distribui¢ao assimétrica dos
cromossomos, ou duplicacdo irregular dos mesmos, leva a formagdo de células filhas com
diferentes caridtipos. Este modelo foi chamado de mosaicismo aneuploide (STERKERS et al.,
2012). Os mesmos estudos detectaram variabilidade cariotipica em nivel inter e intraespecifico

(LAFFITE et al., 2016).
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A aneuploidia ¢ descrita como prejudicial para o fitness da célula de mamiferos,
provavelmente pelo desequilibrio de sintese proteica (WILLIAMS et al., 2008). Porém, em
Leishmania a aneuploidia parece ser um processo normal, tendo como uma das principais
consequéncias a dosagem dos genes (STERKERS et al., 2014). E provavel que possuir um
processo de regulagdo génica pds-transcricional, seja um dos fatores que permitam a Leishmania
tolerar a aneuploidia, € como consequéncia, responder as modificagdes do ambiente, por exemplo,
o numero de copias de cromossomos supranumerarios foi relacionado ao nivel de resisténcia deste
parasito a drogas utilizadas no tratamento das leishmanioses (LAFFITE et al., 2016; STERKERS
etal.,2011,2012,2014; MUKHERIJEE et al., 2011).

Os tripanossomatideos do género Leishmania constituem um modelo bioldgico complexo
do ponto de vista ecoldgico, genético e filogenético (BANULS et al., 2007). De fato, apesar de
consideravel progresso na biologia celular, molecular e genética evolutiva, ainda hd muitos
parametros desconhecidos que precisam ser estudados para compreender melhor a biologia de
espécies desses parasitos, como o processo de recombinacdo genética. Como demonstram os
estudos de Akopyants et al., (2009) e Romano et a/, (2014), ha evidéncias de que Leishmania sp.
sao capazes de um ciclo sexual meiotico dentro do vetor, produzindo hibridos que tém
fragmentos gendmicos completos de ambos os pais, mas o maxicirculo (kDNA) de apenas um
dos pais. Esses estudos confirmam a existéncia de troca genética dentro do vetor, sendo possivel
a transmissdo dos hibridos para o hospedeiro mamifero, revelando a forte contribui¢do deste

mecanismo para a diversidade fenotipica em populagdes naturais.

2.5 Sequenciamento de Nova Geracio (NGS - Next Generation Sequencing)

O Projeto Genoma Humano (HGP - Human Genome Project), foi a primiera iniciativa
internacional de sequenciamento em larga escala finalizado em 2003, utilizou o método de
Sanger como técnica principal, o que contribuiu para o projeto ter duragdo total de 13 anos ao
custo de US$ 2,5 bilhdes (DIUK et al., 2014). Desta forma, apds a nitida percepcdo das
limitagdes dessa técnica em projetos de alta demanda, novos esfor¢os surgiram para criagao de
técnicas mais rapidas e de baixo custo para o sequenciamento de genomas (METZER, 2010).

As plataformas de NGS comecaram a ser comercializadas em 2005 (LIU et al., 2012;
DIJK et al., 2014) e estdo evoluindo rapidamente. Todas essas tecnologias promovem o
sequenciamento de DNA em plataformas capazes de gerar informacgdo sobre milhdes ou até
mesmo bilhdes de pares de bases em uma unica corrida. Dentre estas, destacaram-se: a 454 FLX

(Roche), que foi a primeira plataforma de NGS desenvolvida, a Solexa (Illumina), a SOLiD
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(Applied Biosystems), a lon Torrent da Life Tecnhologies, que detecta os nucleotideos com base
nas variacdes de pH do meio bioquimico, a PacBio (Pacific Bioscience) e a Nanopore (Oxford
Nanopore Technologies). As duas ultimas plataformas sdao conhecidas como sequenciamento de
terceira geragdao (DK et al., 2014). A plataforma de sequenciamento da Illumina se destacou
entre as concorrentes, sendo, atualmente, a mais utilizada (DIJK et al., 2014).

Essas novas plataformas possuem como caracteristica comun, gerar informacao numa
quantidade milhares de vezes maior que o sequenciamento de Sanger, com uma grande
economia de tempo e custo, revolucionando as técnicas de sequenciamento de moléculas
(GLENN et al., 2011; DIJK et al., 2014). Essa capacidade extraordinaria de produgdo de dados
advém do uso de reagdes quimicas complexas ¢ de um amplo desenvolvimento tecnolégico, na
area da genética molecular, que fornece sistemas solidos como unidades de sequenciamento e
diferentes métodos de deteccdo de base calling, algoritmos matematicos que preveem as bases
individuais nos dados brutos. Estas plataformas aliviam o intenso trabalho laboratorial de
preparagdo de amostras, reagdes de PCR e de sequenciamento. As reacdes moleculares
realizadas in vitro em suportes solidos, dentro destes sequenciadores, permitem que as leituras da
sequéncia de milhares de fragmentos de DNA, possam produzir Gigabases ou até mesmo
Terabases de sequéncias, em pouco tempo ¢ com o custo relativamente mais baixo (ANSORGE,
2009; CARVALHO; SILVA, 2010; DIJK et al., 2014; SHENDURE; JI, 2008). No entanto, todas
estas plataformas possuem limitagdes, principalmente quanto ao tamanho pequeno das leituras
sequenciadas e erros de sequenciamento.

Os erros de sequenciamento, em sua maioria podem ser classificados em
inser¢des/delecdes - conhecidos como indels - e substituigdes. Sabe-se que quanto maior o
tamanho das leituras sequenciadas maior sera a taxa de erro (GLENN, 2011). Estes erros sao
levados em consideracdo durante o desenvolvimento de algoritmos base calling. Glenn et al.
(2011) e Ross et al. (2013) discutem a dificuldade de se comparar os erros existentes em cada
plataforma de NGS, pois a taxa média de erro por pares de bases, pode variar entre 0,01% a
16%.

A plataforma SOLiD apresenta a menor taxa de erro de dados acessiveis aos usudrios,
enquanto a PacBio apresenta a maior taxa de erro. Esta baixa taxa de erro por nucleotideo
sequenciado no sistema SOLID ¢ esclarecida pelo fato de que cada nucleotideo ¢ sequenciado
duas e/ou trés vezes (DIJK et al., 2014; GLENN, 2011). Além dos erros de sequenciamento,
cada plataforma apresenta um viés quanto a distribuicdo e cobertura das leituras sequenciadas.
Este viés pode ser produzido durante a construgdo das bibliotecas, amplificacdo dos fragmentos e

durante o proprio sequenciamento, e possui implicacdes diretas nos dados obtidos e
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consequentemente nas andlises de bioinformdtica. Métodos computacionais capazes de
identificar e quantificar este viés vem sendo desenvolvidos (DIJK et al, 2014; ROSS et al.,
2013).

Atualmente, ja sdo comercializadas maquinas capazes de gerar uma grande quantidade de
dados, porém ocupando um espago bem menor no laboratdrio. Estas maquinas sao chamadas de
sequenciadores de alto desempenho de bancada (Benchtophigh-throughput sequencing
platforms). Existem trés principais equipamentos de sequenciamento de bancada. O 454 Junior
(Roche), o MiSeq (Illumina) e o lon Torrent PGM (Life Technologies). As metodologias de
sequenciamento inseridas nas plataformas 454 Junior e no MiSeq sao idénticas as apresentadas
no pirossequenciamento ¢ no equipamento HiSeq (Illumina), respectivamente. O Miseq tem
capacidade de gerar at¢ 15Gb, em cerca de 56hs, e leituras de até 300pb. Ja a plataforma lon
Torrent PGM foi proposta no comego de 2011, usando PCR em emulsdo e o sequenciamento por
sintese. Parte-se do principio que cada um dos quatro nucleotideos incorporados a fita molde de
DNA, pela acdo da DNA polimerase, altera o pH do meio de modo diferente, liberando ions H+
(DK et al.;2014 ; LIU et al., 2012; LOMAN et al., 2012). E o primeiro método de
sequenciamento que ndo utiliza a deteccdo de fluorescéncia como determinacao da posi¢ao dos
nucleotideos na sequéncia de DNA. A comparagdo entre estas plataformas de sequenciamento ¢
algo inevitavel devido a competicao existente entre as empresas detentoras destas tecnologias.

Embora a plataforma 454 ainda produza leituras mais longas, a melhoria de programas
de analise de sequencias e atualizacao dos equipamentos da Illumina, possibilitou a geracao de
leituras de centenas de pares de bases, tornando mais eficiente a montagem de genomas e
metagendnima. Leituras excepcionalmente longas sdo produzidas pelo novo PacBio RS II com
os limites maximos de leitura de mais 20 kb, tornando esta tecnologia uma ferramenta ideal para
terminar montagens de genoma (UTTURKAR et al., 2014).

Atualmente, a Illumina ¢ a que oferece a maior taxa de transferéncia e o menor custo por
base. Outras tecnologias promissoras estdo comecando a aparecer. Um exemplo ¢ o
sequenciamento da Nanopore, que se baseia no sinal elétrico gerado pela passagem de uma
molécula de DNA através de um poro (CLARKE et al., 2009). E considerada uma tecnologia de
terceira geracdo porque permite o sequenciamento de moléculas tnicas em tempo real. Ao
contrario das maquinas de seqiienciamento volumosas ¢ caras do mercado, o MinionTM
(Nanopore) ¢ um dispositivo portatil de baixo custo. E capaz de produzir leituras de até 10 kb,

mas os dados ainda s3o de qualidade insuficiente, e continuam em fase de testes pela Nanopore.
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2.5.1 Plataforma de sequenciamento Illumina

Inicialmente conhecida como plataforma Solexa, esta metodologia de sequenciamento foi
proposta por Turcatti et al. (2008) como uma nova metodologia de sequenciamento de nova
geracdo, caracterizada pelo uso de nucleotideos modificados. Caracteristicas como a protecao do
grupamento hidroxila na posi¢cdo 3’ permitem que o nucleotideo fluorescente e reversivel seja
incorporado na fita de DNA e/ou RNA e, posteriormente identificado. Este processo de
sequenciamento por adicdo de nucleotideos ¢ chamado de sequenciamento por sintese do
DNA/RNA (SBS - Sequencing By Synthesis). Este método SBS permite que os quatro
nucleotideos sejam incorporados simultaneamente durante o sequenciamento que ocorre em
células solidas fixas chamadas de células de fluxo (flow cells) (MARDIS, 2008).

No inicio, a plataforma Solexa GA conseguia produzir uma quantidade de 1Gb/corrida.
Posteriormente, conseguiu-se um rendimento de sequenciamento de 20 Gb/corrida em
bibliotecas Paired-Ends (PE) (leituras sequenciadas nas duas extremidades, 3’e 5°) com leituras
de 75 pares de base. Com o desenvolvimento tecnologico da plataforma estes valores foram
aumentando para 30, 50 e 85 Gb/corrida com leituras PE de 100 pb. Atualmente, o sequenciador
HiSeq 2000 consegue produzir cerca de 600 Gb/corrida. A taxa de erro de uma leitura de 100
pares de bases ¢, em média 2%, ap0s a etapa de filtragem. Comparado com as plataformas 454 e
SOLiD, o sequenciamento [llumina tem menor custo, cerca de 0,02 dolares por datapoint. Com a
possibilidade de realizagcdo de sistemas de multiplex, através dos adaptadores P5/P7, até cem
amostras podem ser sequenciadas simultaneamente (DIJK ef al., 2014).

Atualmente, a empresa [llumina ja desenvolveu diversas maquinas de sequenciamento,
incluindo Genome Analyzer IIx, HiSeq, MiSeq e o NextSeq, além de maquinas de Arrays como
0 HiScanSQ e o iScan6. O sequenciador HiSeq ¢ plataforma mais utilizada na produ¢do de dados
genomicos com elevada densidade de cobertura. Com o HiSeqX Ten, a Illumina afirma ter
quebrado a barreira do genoma de US$ 1.000, correspondente ao objetivo original do
financiamento do Instituto de Investigacdo Nacional do Genoma Humano (NHGRI - National
Human Genome Research Institute). Isso significaria uma reducao de preco de 10.000 vezes, em
relagdo ao custo de um genoma humano em 2004 (DIJK ef al., 2014). No entando, o custo de
USS$ 1.000 exige que todos as dez maquinas HiSeq X funcionem em plena capacidade,
oferecendo assim cerca de 18.000 genomas por ano. Esse fato, juntamente com um custo total do
sistema de pelo menos US$ 10 milhdes, implica que o HiSeq X Ten sé seja possivel para
grandes institutos que realizam sequenciamento de genoma em escala populacional. O HiSeq X

contém quatro principais melhorias: (I) ao contrario das células de fluxo classicas onde os
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moldes de DNA sao distribuido aleatoriamente, o HiSeq X usa fluxo padronizado de células, que
contém bilhdes de nanopogos em locais fixos, permitindo densidade de cluster extremamente
alta; (I1) um novo agrupamento da quimica foi desenvolvida para atingir uma alta ocupagdo e a
monoclonalidade dentro de cada pogo; (lii) uma camera mais rapida; e (iv) novas polimerases
que tornam os sequenciamentos mais rapidos e com menor custo (ILLUMINA, 2014; DIJK et

al., 2014).

2.6 Analises de dados genomicos

A revolugao gerada pelo NGS produziu nas ciéncias bioldgicas um enorme salto na
quantidade de dados produzidos, que precisam ser armazenados e analisados de novas maneiras.
O armazenamento e andlise tornaram-se questdes criticas, necessitando sempre de ferramentas e
métodos mais sofisticados para aquisicao, distribuicdo e andlise de dados gendmicos
(WHICHER; JORDAN, 2016). Métodos de visualizagdo eficientes também sao necessarios para
que a mente humana possa compreender algumas das regras que se aplicam aos dados "omicos".

Nesse contexto, a anotagdo abrangente e analise de polimorfismos nucleotidicos tornou-
se uma disciplina distinta no campo da gendmica. Os esforgos para ndo sé associar variantes de
risco a doengas, mas também identificar variantes causais para condi¢des patoldgicas e
simplesmente para entender melhor o perfil gendomico em grandes conjuntos de dados, ja existem
e estdo aumentando junto com as demandas (WHICHER; JORDAN, 2016). Para analise de
variantes os genomas de referéncia ainda sdo o tipo de conjuntos de dados mais utilizados
(BEROUKHIM et al., 2006; WHICHER; JORDAN, 2016).

Durante a primeira década deste século, um primeiro passo na simplificagdo do uso da
bioinformatica foi o desenvolvimento de programas de gerenciamento de fluxo de trabalho que
permite a integracdo de multiplas ferramentas de bioinformatica (KOVALEVSKAYA et al.,
2016). Com esses tornou-se possivel o processamento de grande quantidade de dados de maneira
automatizada. No entanto, apesar da sua eficacia, essas ferramentas ndo oferecem solugdes
satisfatorias para a avalanche de dados da NGS. Existe, portanto, ainda uma necessidade de
ferramentas novas e interativas para cientistas que trabalham em grandes projetos envolvendo
diferentes laboratorios. A perspectiva ¢ cada vez mais dados para trabalho colaborativos on-line
e métodos que permitem alta interatividade e visualizagao desses dados. Ao mesmo tempo, o
alcance e o nimero de ferramentas computacionais para ajudar a superar esses desafios estdo

aumentando a um ritmo acelerado. Os cientistas se encontram em posicao privilegiada de poder
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escolher entre métodos altamente especificos para o desenvolvimento dos projetos
(KOVALEVSKAYA et al., 2016; SALZBERG et al., 2012).

O grande aumento do rendimento da NGS também se deve em parte aos avangos no
tratamento desses dados. Um grande numero de novos algoritmos especificamente projetados
para gerenciar leituras curtas foram desenvolvidos (HATEM et al., 2013), bem como novos
algoritmos para montagens de novo (ZHANG et al., 2011), deteccdo de polimorfismo de
nucleotideo simples (SNP - Single Nucleotide Polymorphism) (LI et al., 2013), analise de ChIP-
seq (ROUGEMONT; NAEF, 2012), e RNA-seq (KVAM et al., 2012). Algoritmos também
foram desenvolvidos para corrigir os problemas introduzidos durante a preparagao das
bibliotecas de DNA (HANSEN et al, 2010).

O namero de aplicagdes do NGS ¢ ilimitado, basta modificar a etapa de preparo da
biblioteca e da anélise e terd uma nova aplicagdo. Porém, existe um grupo de aplicacdes que ¢
mais utilizado, como, o ressequenciamento genomico, sequenciamento de alvos especificos
(Target Sequencing), sequenciamento de RNA (RNA Seq), sequenciamento de novo e
metagenoma. Em algumas situagdes para aperfeicoar os resultados utiliza-se uma abordagem
hibrida, isto é, mesclando montagem de novo, e montagem utilizando genoma de referéncia
(EARL et al., 2011; LI, 2012; MILNE et al., 2010). Um novo e muito interessante campo ¢ a
genomica de célula unica. Que tem como objetivo principal analisar linhagens celulares com
base em mutacdes somaticas, que surgem devido a erros na replicagdo do DNA. Como resultado,
cada célula em um organismo multicelular carrega uma assinatura genomica que provavelmente
¢ unica (FRUMKIN et al., 2005). As arvores de linhagem celular fornecem informacoes
importantes e tém aplicacdes em biologia do desenvolvimento (REIZEL ef al., 2011) e biologia
do tumor. Como por exemplo, o sequenciamento do DNA gendmico de células de um tumor
mamario, que possibilitou os pesquisadores reconstruirem a estrutura da populagao tumoral e sua
histéria evolutiva (NAVIN ef al.,2011).

Os projetos de ressequenciamento t€ém como objetivo descobrir diferengas entre o genoma
de referéncia e o genoma de interesse. Podem ser aplicadas em varias areas, como estudo do
cancer, doencas hereditarias, na agropecuaria e analise da variabilidade genética de diversos
micro-organismos (LANGMEAD; SALZBERG, 2012; LI, 2012). O resultado de um projeto de
ressequenciamento ¢ a lista das variantes detectadas, que podem ser comparadas com genes ja
anotados para tentar entender a relagdo entre gendtipo e fenotipo. O mapeamento das leituras
contra um genoma de referéncia se faz através de programas especificos a depender do tamanho e

quantidade de leituras geradas. Esses programas para mapeamento foram aperfeicoados
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aumentando a eficiéncia deste processo, principalmente, quando se trabalha com uma grande
quantidade de leituras pequenas como as geradas por NGS (LI, 2012, SALZBERG et al., 2012).

A escolha da abordagem ideal para montagem de um determinado genoma passa pela
comparagdo de varios métodos de montagem diferentes, para que os dados mais adequados em
questdo possam ser identificados (EKBLOM; WOLF, 2014). Antes da montagem, o controle de
qualidade dos dados de sequenciamento deve ser realizado. Os dados de baixa qualidade, as
duplica¢des resultantes de PCR, bem como as sequéncias de iniciadores, devem ser retiradas, pois
podem atrapalhar neste processo. Dentre os fatores que devem ser considerados na escolha dos
algoritmos de montagem de genomas incluem-se: a quantidade de dados disponiveis
(comprimento das leituras e cobertura de sequenciamento); a qualidade dos dados (taxas de erro);
e a estrutura do genoma (tamanho, conteudo GC, heterozigosidade, nimero e tamanho de regides
repetitivas) (ELBOLM; WOLF, 2014).

O estudo dos polimorfismos do DNA ¢ a base da genética moderna. Com o NGS foi
identificado um grande nimero de Polimorfismos de Nucleotideo Simples (Single Nucleotide
Polimorphisms - SNPs) tornando-se os marcadores de genotipagem mais utilizados. A
versatilidade dos SNPs também levou a seu uso generalizado em filogenética e filogeografica
(ANDREWS et al., 2016; MCCORMACK et al., 2013; VOSS-FELS; SNOWDON, 2016). O
conhecimento de genomas de alguns tripanosomatideos tem possibilitado o desenvolvimento de
vacinas, drogas e a busca de novos alvos para diagndstico. Especificamente, para Leishmania
spp. o estudo do genoma gerou dados que auxiliam no melhor entendimento da biologia e
evolucdo desta espécie, assim como na epidemiologia, taxonomia, patogénese e resisténcia a
drogas (DOWNING et al., 2011; IMAMURA et al., 2016; LAFFITTE et al., 2016; LHANES et
al., 2015).

Um exemplo, do potencial da analise de dados gendmicos alinhados com dados clinicos e
epidemiologicos, foi publicado por Imamura et al., (2016). Nesse estudo, foi relatada a primeira
andlise da evolucdo historica de uma populagdo de Leishmania. A maior resolucdo dos dados
gendmicos comparados a abordagens de genotipagem, permitiu descrever o mecanismo de
resisténcia a um dos medicamentos mais antigos usados na farmacopeia humana, os antimoniais.
Nao apenas foi identificado o locus chave desta resisténcia em L. infantum, mas também foi
demonstrada a dindmica da leishmaniose visceral, na populacao infectada por essa variante

portadora do locus com a perda de fungao.
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3 JUSTIFICATIVA

A Leishmaniose Tegumentar (LT) no Estado de Pernambuco ¢ causada por L. (V.)
braziliensis, sendo a Unica espécie relacionada a esta forma da doenga no estado. Nos ultimos
anos, aspectos relacionados a eco-epidemiologia de transmissdo da LT na Zona da Mata e Regido
Metropolitana do Recife foram estudados com a obtencgdo de varios isolados de L. braziliensis. A
analise destes isolados através do perfil de isoenzimas permitiu categorizar estas cepas em dez
diferentes zimodemos, demonstrando uma grande variabilidade fenotipica em relacdo a uma area
geografica restrita (BRITO et al., 2009). Estudos realizados com cepas de L. braziliensis de todo o
Brasil, mostraram que as cepas de Pernambuco se destacam quanto a variabilidade fenotipica
também em ambito nacional (KUHLS et al., 2013; MARLOW et al., 2014), o que nos
impulssionou a avaliar se genéticamente essa variabilidade também estava presente.

A LT, em Pernambuco apresenta grande complexidade nos seus ciclos de trasmissao, onde
estdo envolvidos varios hospedeiros e vetores, definindo trés ciclos que se comunicam: silvestre,
peridoméstico e doméstico. Um estudo com sequenciamento e andlise dos genomas desses dez
zimodemas, possibilitou uma andlise genética mais ampla, que conduziu ao melhor entendimento
da relacdo entre a variabilidade genética e a influencia dos aspectos ecoepidemiologicos sobre as

cepas de L. braziliensis que circulam nessas areas geograficas de elevada endemicidade.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar através do sequenciamento genomico a diversidade genética de cepas de
Leishmania (Viannia) braziliensis isoladas em regides endémicas do Estado de Pernambuco,

nordeste do Brasil.

4.2 Objetivos especificos

a) Sequenciar, mapear ¢ anotar os polimorfismos de base simples (SNPs) dos dez genomas das
cepas variantes de L. braziliensis de Pernambuco, calculando, inclusive, a correlacdo desses

SNPs entre elas;

b) Avaliar a presenca de polimorfismos em /Joci génicos das isoenzimas utilizadas para
caracterizacdo do género Leishmania no MLEE nos isolados de L. (V.) braziliensis de

Pernambuco;

¢) Analisar a presenca de aneuploidia nos dez isolados de L. (V.) braziliensis de Pernambuco;

d) Estimar o percentual de loci heterozigotos por cromosssomo (heterozigosidade) das dez cepas

de L. braziliensis de Pernambuco;

e) Estudar a filogenia dos isolados de L. (V.) braziliensis de Pernambuco através de quatro
isoenzimas do painel de caracterizacdo (MLEE), importantes para caracterizagdo do subgenero

Viannia, e da regido codificante da proteina de choque (Hsp70);

f) Analisar o DNA mitocondrial (minicirculos e maxicirculos) destes dez isolados de L.
braziliensis de Pernambuco, a fim de acrescentar mais robustez as andlises genéticas destes

1solados.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Areas geograficas estudadas no estado de Pernambuco

Os isolados de Leishmania (V.) braziliensis sdo provenientes de trés municipios
Pernambucanos: Amaraji, Paudalho e Moreno. Os dois primeiros estdo localizados
respectivamente na Zona da Mata Sul e Norte do estado, enquanto que Moreno encontra-se na
regido metropolitana do Recife, capital de Pernambuco. Os municipios ndo possuem fronteiras em
comum, distam-se da capital, Amaraji 96 km, Paudalho 37 km e Moreno 28 km (Figura 1). As
caracteristicas eco-epidemiologicas da LT nesses municipios ja foram bem descritas e revelam os
focos desta endemia no estado (BRITO et al., 2012). O vetor L. whitmani ¢ predominante em
areas de peridomicilio e domicilio nos municipios de Moreno e Amaraji, onde foi encontrado
naturalmente infectado por L. braziliensis (BRANDAO-FILHO et al., 1999; CAMPBELL-
LENDRUM et al., 2000; BRITO et al., 2009 ¢ 2012). No Municipio de Paudalho, um estudo
conduzido em uma érea de treinamento militar, reportou uma grande diversidade de
flebotomineos, com predominancia de L. complexa e Lutzomyia choti, vetores esses envolvidos no

ciclo silvestre da doenga (BRANDAO-FILHO et al., 1998; ANDRADE et al., 2005).

Figura 1- Dez cepas variantes (zimodemas) de Leishmania (Viannia) braziliensis isoladas nos trés municipios
(Amaraji, Moreno e Paudalho) de Pernambuco, endémicos para LT.
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Fonte: a autora
Nota: As siglas 7226, 727, Z45, 772, 7273, Z74, 275, Z78, Z105 a Z106 correspondem aos zimodemas (variantes
fenotipicas), caracterizados em Pernambuco, através da Eletroforese de Isoenzimas (MLEE).
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5.2 Amostra e cultivo de células

Foram incluidos no estudo dez isolados de L. (V.) braziliensis provenientes de trés
municipios endémicos para LT em Pernambuco (Amaraji, Moreno ¢ Paudalho) um exemplar de
cada zimodema encontrado no estado. Nove zimodemas de L. braziliensis (10C / Z-27, 10C / Z-
45, 10C / Z-72, 10C / 10C / Z-105 e 10C / Z-106) e o Gnico zimodema compativel L. shawi
(IOC / Z-26). Apenas uma cepa foi isolada do roedor silvestre Nectomys squamipes (Quadro 1).
Todas as cepas foram caracterizadas, previamente, pelo Laboratério de Pesquisas em
Leishmaniose - IOC, FIOCRUZ-RJ em diferentes zimodemos de acordo com o padrao de
isoenzimas (BRITO et al, 2009). Estas cepas foram estocadas em nitrogénio liquido no
laboratorio de Imunoparasitologia do Departamento de Imunologia, FIOCRUZ-PE de onde
posteriormente foram recuperadas. As amostras foram descongeladas e mantidas em meio
Schneider’s pH 7,2, suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB) 10%, a 25°C + 1°C em estufa

incubadora e posteriormente expandidas para utilizacao nas diferentes técnicas moleculares.

Quadro 1- Cepas variantes de L. (V.) braziliensis de Pernambuco que foram incluidas no estudo.

Cepas sequenciadas Zimodema  Municipio Tipo de lesdo
10C/L2525 (MHOM/BR/2002/GBS) 726 Moreno Lesdo ulcerada simples
C/L2766 (MHOM/BR/2005/TISO) 727 Moreno Ulcera simples em cicatrizagao
10C/L2436 (MHOM/BR/1996/MGES) 745 Amaraii Lesdo cicatrizada (recidiva cutis)
10C/L2909 (MHOM/BR/2005/JAS) Z72 Paudalho Lesdo ulcerada simples
I0C/L2520 (MHOM/BR/2001/JC) 773 Amaraji Lesdo cicatrizada (recidiva cutis)
I0C/L2547 (MNEC/BR/2003/191) 774 Amaraji Nectomys squamipes
I0C/L2953 (MHOM/BR/2006/MVRGR) 775 Paudalho Lesao ulcerada simples
IEC/M19941 (MHOM/BR/2000/TSS) 778 Amaraji Lesao ulcerada simples
IEC/M19939 (MHOM/BR/2001/]S) 7105 Amaraji Lesao ulcerada simples
10C/L2516 (MHOM/BR/2002/JCS) 7106 Moreno Lesao ulcerada simples

Fonte: a autora

5.3 Extracao do DNA e preparo das bibliotecas

A extragdo do DNA das culturas para os testes moleculares foi realizada utilizando o
QIAamp DNA Mini Kit (Quaigen®). A dosagem do DNA foi feita através do Nanodrop 2000C
(Thermo Fischer®) e o Qubit (Life Technologies®), sendo este ultimo indicado pela Illumina para
ser utilizado como base para o preparo das bibliotecas de DNA a serem sequenciadas no Miseq,
pois a quantificagdo tem como base um fluoroéforo que se intercala no DNA, dosando apenas DNA
dupla fita. Para medir a absorbancia UV das amostras de DNA foi utilizado o Nanodrop a fim de

avaliar a qualidade das mesmas onde apenas as amostras que apresentaram taxas entre 1,7-2,0 para
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relagdo 260nm/280nm foram incluidas no protocolo de preparo das bibliotecas, as tabelas abaixo

ilustram os resultados dessas dosagens (Tabela 1).

Tabela 1- Quantificacdo dos DNAs gendmicos das dez cepas variantes de L. braziliensis incluidas no estudo

cepas Qubit Nanodrop (260/280)
726  23,8ug/ml 63,6 ng/ul 1,96
727  59,5ug/ml 63,1 ng/ul 1,84
745 86,1 ug/ml 75,8 ng/ul 1,85
772  64,8ug/ml 76,7 ng/ul 1,87
Z73 75,8 ug/ml 74,3 ng/ul 1,86
Z74  30,7ug/ml 39,7 ng/ul 1,80
775 135ug/ml  142,5 ng/ul 1,89
Z78  40,5ug/ml 107 ng/ul 1,89
Z105 88,5ug/ml 103,6 ng/ul 1,89
7106 7,82 ug/ml 9 ng/ul 1,49

Fonte: a autora

Foi utilizado o kit Nextera® XT DNA (Illumina) para o preparo das bibliotecas paired-end.
Este kit possui um conjunto de transposases projetadas para fragmentar simultaneamente o DNA
genomico de interesse, acrescentando adaptadores com sequéncias conhecidas. Uma posterior
reacdo de PCR utiliza esses adaptadores para amplificar o DNA inicial, como também adiciona
sequéncias de indices em ambas as extremidades do DNA, permitindo assim o sequenciamento
simultaneo de vérias bibliotecas duplamente indexadas no equipamento (Figura 2). Foi utilizada
uma quantidade inicial de Ing de DNA gendmico de cada amostra para o preparo das bibliotecas,

de acordo com o protocolo de preparagdo da amostra do kit Nextera XT.
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Figura 2- Etapas do preparo da biblioteca de DNA com o Kit Nextera XT/Illumina.
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Fonte: ILLUMINA, 2010 (tradugo nossa).

5.4 Sequenciamento

Os sequenciamentos gendmicos foram realizados no MiSeq® System/Illumina,
plataforma de nova geragdo, por sintese quimica, integrando a geracdo de grupos de copias de
fragmentos (“clusterization”), sequenciamento, e analises de dados. Para o experimento inicial, o
Kit Miseq V2 (500 ciclos) paired-end foi utilizado para o sequenciamento de oito cepas de L.
braziliensis, e nos dois experimentos subsequentes, foram usados respectivamente, os Kits Miseq
V2 (300 ciclos) e V3 (600 ciclos), onde foram sequenciadas as dez cepas de L. braziliensis. Apos
a etapa de sequenciamento, foi verificada a qualidade dos dados gerados no sequenciador
[llumina Miseq através do pacote FastQC (ANDREW, 2010) que possibilita, de uma maneira
simples, fazer algumas verificagdes de controle de qualidade nos dados provenientes do
sequenciamento antes da utilizagao dos mesmos nas proximas etapas.

O rendimento dos experimentos de sequenciamento ¢ avaliado com base em alguns
parametros, a depender do sistema empregado para o sequenciamento, sdo eles: o tamanho da

leitura, o tempo de corrida, a quantidade de dados a serem gerados, as leituras que passam pelo
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filtro e o percentual de leituras que atingiram indice de qualidade Q30. Para os Kits empregados
nesse estudo, a Illumina coloca como referéncia os seguintes parametros: Kit Miseq V2 (500
ciclos) - até 8,5 Gb de nucleotideos sequenciados, com até 15 milhdes de leituras (paired-end) que
passam pelo filtro, com mais de 75% de bases > Q30; Kit V2 (300 ciclos) - até 4,5 Gb de
nucleotideos sequenciados, com até 15 milhdes de leituras (paired-end), com mais 80% de bases >
Q30; e Kit Miseq V3 (600 ciclos) - gera até¢ 15 Gb de nucleotideos sequenciados, com até 25

milhdes de leituras (paired-end), com mais de 70% de bases > Q30.

5.5 Analises dos dados do sequenciamento

5.5.1 Mapeamento e anotagdo das variagdes (SNPs)

As leituras dos genomas sequenciados foram mapeadas contra o genoma de referéncia
(Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904), por ser o genoma melhor anotado desta
espécie, utilizando a ferramenta BWA, versdo 0.7.10 (LI; DURBIN, 2009) e os resultados do
mapeamento foram manipulados pela ferramenta SAMtools (V. 1.3.1) (LI et al., 2009). As
estatisticas destes mapeamentos foram geradas usando a ferramenta Picard (Versdo 1.117)
(http://broadinstitute.github.io/picard). Para realizar a detec¢ao das variagdes (SNPs), utilizou-se
o pacote GATK (V. 3.2-2) (MCKENNA et al., 2010) e a anotagdo dessas variacdes foi feita pelo
programa snpEFF, versao 3.6 (CINGOLANI et al., 2012). O snpEFF classifica os efeitos
(variagdes) com impacto (baixo, moderado e alto) quando ocorre alteragdo de aminodacidos e
como modificadores, quando a mudanga de nucledtidos ndo conduz a mudanga de aminoacido. E
gerada, também, por esse programa, uma categorizacdo das variagdes quanto a localizagdo no
genoma e quanto a sua classe funcional (CINGOLANI et al., 2012).

Utilizando os dados gerados pelo snpEFF foram analisados, mais especificamente, as
regides codificantes dos genes de 14 enzimas metabdlicas (isoenzimas) utilizadas na
caracterizacdo por MLEE (NADP-LbrM.10.0310, GPI- LbrM.12.0490, ACON- LbrM.18.0570,
MDH- LbrM.20.0030, G6PDH- LbrM.20.0160, PGM- LbrM.21.0700, ACP- LbrM.23.1290,
FUM- LbrM.24.0320, ME- LbrM.24.0780, NH- LbrM.29.2850, HK- LbrM.30.3070, MPI-
LbrM.32.1750, ICD- LbrM.332820 e 6PGDH- LbrM.34.3250).

Uma andlise comparativa foi feita com base nos arquivos Variant Call Format (VCFs)
gerados nas montagens do genoma, usando o pacote de programas VCF tools (V.4.0) (DANECK
et al., 2011). Com base numa matriz de distdncia dos SNPs presentes nos 10 genomas, uma

arvore filogenética foi construida utilizando o método de neighbor joining (SAITOU; NEI,
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1987). Utilizou-se a ferramenta MultiQC (v1.0.dev0) (EWELS et al., 2016) para resumir as
saidas geradas pelas ferramentas Picard (AlignmentSummaryMetrics) e SnpEff dos dez genomas

sequenciados agregado-os em um Unico relatorio.

5.5.2 Célculo da ploidia e analise da heterozigosidade

A razdo de heterozigosidade para cada amostra e seus cromossomos foi extraida dos
arquivos VCFs com base na freqiiéncia de informagdo genotipica presente nesses arquivos e para
realizar o calculo da ploidia, seguimos a metodologia de Zhang et al., (2014). Em resumo,
primeiro foi calculada a profundidade média de cada cromossomo (dchr). Em seguida, calculou-
se uma mediana total (dT = mediana [dchrl ... dchr35]) com base no passo anterior, sendo
dividida por dois, uma vez que representaria a profundidade mediana para um alelo haploide de
um cromossomo. A ploidia foi gerada por (Schr = dchr / (dT / 2), essas etapas foram

implementadas em um script R para executar a analise automaticamente.

5.6 Analise filogenética (enzimas metabdlicas, Hsp70 e DNA mitocondrial)

Foram extraidas dos genomas sequenciados, as sequéncias dos genes codificadores de
quatro enzimas metabdlicas: isocitrato desidrogenase (ICD, EC 1.1.1.42- LbrM.33.2820), manose
fosfato isomerase (MPI, EC 5.3.1.8- LbrM.32.1750), 6-fosfo-gluconato desidrogenase (6PGDH,
EC 1.1.1.44- LbrM.34.3250) e glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH, EC 1.1.1.49-
LbrM.20.0160). Além disso, a sequéncia do gene codificador da Hsp70 (Proteina de choque
térmico- LbrM.28.2990) também foi extraida. Foram utilizadas nesta analise também, as mesmas
seqliéncias de enzimas metabolicas que foram extraidas de 64 genomas de L. braziliensis (50
cepas peruanas e 14 bolivianas) de um projeto que estudou a diversidade gendmica e a resisténcia
aos medicamentos em L. braziliensis (nimero de acesso: PRJEB4442) do Sanger Institute
(Depositado no Arquivo de leituras sequenciadas - Sequence Read Archive - SRA -
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra). Esses genomas foram baixados utilizando a ferramenta fastq-
dump (https://ncbi.github.io/sra-tools/fastq-dump.html). Foram utilizadas 93 cepas de espécies do
subgénero Viannia (L. braziliensis, L. guyanensis, L. lainsoni, L. lindenbergue, L. shawi, L.naiffi e
L. guyanensis) para a analise de enzimas metabdlicas depositado no GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) por Boité ef al., (2012). Além disso, realizou-se uma analise da
sequéncia proteica de Hsp70, incluindo as amostras sequenciadas durante este trabalho e as

amostras carregadas com o SRA, mais 16 sequéncias de estirpes do subgénero Viannia (L.
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braziliensis, L. lainsoni, L. panamensis, L. guyanensis e L. naiffi) depositadas no Genbank por
Fraga et al., (2010). Todas as sequéncias proteicas tinham como controle, as sequéncias do
genoma da cepa 2904 de L. braziliensis e em ambas as analises os grupos monofiléticos foram
avaliados pelo método de Bootstrap com 1000 repeticoes (FELSENSTEIN, 1985).

Apos as etapas acima citadas, foram realizados multiplos alinhamentos de sequéncias
utilizando o software MAFFT (KATOH et al, 2002) no modo de alinhamento multiplo global, o
qual ¢ adequado para andlise de um conjunto de sequéncias de tamanhos semelhantes. Em
seguida, para escolher o modelo evolutivo que melhor explica o perfil de alinhamento, foram
testados onze modelos de substitui¢ao, incluindo modelos com frequéncias génicas iguais /
desiguais, modelos com / sem uma propor¢ao de sitios invariantes e modelos com / sem variagao
entre os sitios. No final, 88 modelos foram testados usando jModelTeste 2.1.3 (GUIDON et al.,
2003; DARRIBA ef al., 2012). Os alinhamentos foram utilizados como entrada para PhyML
versao 3.0. Este ¢ um algoritmo simples, rapido e preciso para estimar a filogenia de maxima
verossimilhanca (GUIDON et al.,, 2010). Em seguida, a arvore foi visualizada através da
ferramenta Figtree versdo 1.2.3 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree).

A andlise filogenética a partirdo DNA mitocondrial foi realizada utilizando a
ferramenta MITObim - mitochondrial baiting and iterative mapping (HAHN et al., 2013)
que representa uma abordagem eficiente para a montagem de genomas mitocondriais de
organismos ndo-modelo diretamente a partir dos dados de sequenciamento de nova geracdao. O
MITObim ¢ capaz de reconstruir os genomas mitocondriais baseando-se unicamente em
sequéncias conservadas de DNA mitocondrial como referéncia, que servem como semente. Para
a analise de minicirculos, foram utilizadas as sequéncias publicadas por Rodrigues et al., (2013),
que foram alinhadas com a ferramenta MUSCLE (EDGAR, 2004) e Bioedit (HALL, 2004), e
gerada uma arvore com o algoritmo NEIGHBOR de forma a selecionar um clone conservado
que estivesse presente na maioria das amostras. O clone conservado escolhido foi utilizado
como semente para 0 MITObim que montou os minicirculos das dez cepas de L. braziliensis. Os
minicirculos gerados foram alinhados com o0 MUSCLE, removidas as regides que ndo alinharam
utilizando o Gblocks (CASTRESANA, 2000) e finalmente com a ferramenta MrBayes (GTR+I)
foi gerada a arvore filogenética de minicirculos.

Para a analise de maxicirculos foi utilizada a sequénciade referéncia de L.
tarentolae (acesso NCBI: M10126) como semente para o MITObim. Os procedimentos para
alinhamento e geracdo da arvore filogenética foram semelhantes aos dos minicirculos, com a
diferencga de que a sequéncia referéncia de L. tarentolae foi mantida como grupo externo, pois os

fragmentos finais t€ém tamanho similar a semente.



42

6 RESULTADOS

6.1 Sequenciamento

Para este estudo foram realizadas trés corridas de sequenciamento. Na primeira corrida, foi
utilizado o Kit MiSeq V2 no modo de sequenciamento paired-end produzindo cerca de 17 milhdes
de leituras com tamanho de 250 pb cada (R1 e R2) em 500 ciclos, e cerca 8,8 bilhdes de bases
sequenciadas (8,8 Gb). Quanto ao indice de qualidade (Q-score), 74,3% das leituras estavam
acima de Q30 (6.6 Gb). A segunda corrida de sequenciamento foi realizada com o Kit Miseq V3
no modo de sequenciamento paired-end que produziu 1,8 Gb de bases sequenciadas com cerca de
6 milhdes de leituras com tamanhos de 150 pb cada (R1 e R2) em 300 ciclos, sendo 90,19% das
leituras acima de Q30. Na terceira e ultima corrida de sequenciamento, foi utilizado o Kit Miseq
V3 no modo de sequenciamento pair-end que gerou cerca de 16,5 milhdes de leituras, 9,97 Gb de
bases sequenciadas com leituras de 300 pb cada (R1 e R2) em 600 ciclos, sendo 56,6% das
leituras acima de Q30. Todos os dados gerados foram agrupados e utilizados para as etapas
subsequentes do processo de montagem.

Apés a etapa de sequenciamento, foi verificada a qualidade dos dados gerados no
sequenciador Illumina Miseq através do pacote FastQC. Desta forma foi possivel avaliar a
necessidade de algum tratamento dos mesmos antes da montagem. Com o auxilio desta analise, o
total de sequéncias geradas, tamanho, qualidade por base sequenciada e conteido GC foram
avaliados para cada amostra sequenciada. As Figuras 3 e 4 ilustram as informagdes visualizadas

através do pacote FastQC para a cepa Z106.



43

Figura 3- Qualidade das sequéncias (R1) por base da cepa Z106, analisadas com a ferramenta FastQC.
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Fonte: a autora.
Nota: no eixo Y estdo os valores do Q-score (indice de qualidade) e no eixo X as posigdes por leitura em pares
de base, na faixa verde estdo as leituras acima de Q-score > 30 (1 erro a cada 1000 bases sequenciadas).

Figura 4- Contetido GC das sequéncias (R1) da cepa Z106, analisadas com a ferramenta FastQC.
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Fonte: a autora
Nota: no eixo Y estdo o total de leituras e no eixo X o percentual médio do conteudo GC.
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Com base nos parametros de qualidade analisados, foi necessério retirar as bases com
baixa qualidade (< Q30), em uma etapa denominada de trimagem (trimming). Para isso foi
utilizado o programa Trimmomatic (versao V.30) (BOLGER et al., 2014). Com a conclusao desta
etapa de filtragem, apenas as leituras com qualidade > Q30 foram selecionadas como ilustrado

pelas Figuras 5 e 6.

Figura 5- Qualidade das sequéncias (R1) por base da cepa Z106. Grafico gerado pela ferramenta FastQC.
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Fonte: a autora
Nota: no eixo Y estdo os valores do Q-score (indice de qualidade) e no eixo X as posi¢des por leitura em
pares de base, na faixa verde estdo as leituras acima de Q-score > 30 (1 erro a cada 1000 bases
sequenciadas).
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Figura 6- Qualidade das sequéncias (R1) por base da cepa Z106 apds trimagem (filtragem), grafico gerado pela
ferramenta FastQC.
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Fonte: a autora
Nota: no eixo Y estdo os valores do Q-score (indice de qualidade) e no eixo X as posi¢des por leitura em
pares de base, na faixa verde estdo as leituras acima de Q-score > 30 (1 erro a cada 1000 bases
sequenciadas).

Embora seja facil assumir que o sequenciamento do genoma completo envolva o
sequenciamento de cada base deste genoma uma Unica vez, a maioria das aplicacdes exige o
sequenciamento de cada base multiplas vezes, para conseguir chamadas de base de alta confianca.
A profundidade do sequenciamento refere-se ao niimero de vezes que uma base ¢ representada
dentro de um conjunto de leituras geradas. Por exemplo, um genoma sequenciado com 30x de
profundidade média terd uma média de 30 leituras para qualquer posi¢do dentro do genoma. A
faixa de profundidade dos dez genomas de L. braziliensis foi de 6x a 29, 6x apds as etapas de
controle de qualidade, onde foram utilizadas apenas as leituras filtradas com qualidade > Q30

(Tabela 2).
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Tabela 2- Numero de leituras antes e apds o processo de filtagem e a profundidade do genoma estimada das

cepas de L. braziliensis.

Dados brutos Dados filtrados Dados filtrados
Cepa Leitura 1 (R1) Leitura 2 (R2) Leitura 1(R1) Leitura2 (R2) Profundidade estimada
726 3.789.207 3.789.207 1.169.928 1.173510 15,3 X
727 3.305.598 3.305.598 1.444.860 1.448.875 19,0 X
745 5.617.998 5.617.998 1.937.673 1.943.069 248 X
772 3.393.686 3.393.686 1.354.302 1.353.823 17,2 X
773 2.116.613 2.116.613 509.180 509.180 6,0 X
774 3.879.777 3.879.777 1.553.546 1.555.055 20,2 X
775 5.292.967 5.292.967 2.163.653 2.166.513 28,0 X
778 2.664549 2.664549 996.331 996.548 12,8 X
Z105 1.710457 1.710457 577.957 578.191 75X
7106 6.299.442 6.299.442 2.244.845 2.259.215 29,6 X

Fonte: a autora

6.2 Mapeamento

ApOs os passos iniciais de analise e filtragem dos dados brutos do sequenciamento, foram

iniciados os mapeamentos dos 10 genomas baseados na cepa de referéncia (Leishmania (V.)

braziliensis 2904 - MHOM/BR/75/M2904). Estes mapeamentos foram manipulados pela

ferramenta SAMtools e através da ferramenta Picard foram produzidas algumas estatisticas, tais

como: o tamanho médio das leituras, que variou de 185,04 a 222,08 pb, o total de leituras

pareadas por amostra, onde a cepa Z73 apresentou um menor numero de leituras pareadas

(1.018.978) enquanto que a cepa Z75 totalizou 4.330.166. Usando a ferramenta MultiQC

(v1.0.dev0) foi construido o grafico (Figura 7) que mostra o total de leituras alinhadas destes
genomas, que variaram de 777.576 (Z75) a 220.2809 (Z105). O percentual de leituras ndo
alinhadas situou-se entre 8% (Z106) ¢ 1,9% (Z105).
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Figura 7- Total de leituras alinhadas e ndo alinhadas durante o mapeamento dos 10 genomas de L. braziliensis
(2105, 72106, 726, 7227, 745, 7272, 773, Z74, 7775 e Z78).
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Fonte: a autora
Nota: grafico gerado pela ferramenta MultiQC. No eixo Y estdo as cepas variantes de L. braziliensis e no
eixo X o total de leituras.

6.3 Anotacao dos polimorfismos de base simples (SNPs)

O processo de anotacdo dos SNPs foi realizado nos dez genomas utilizando o programa
snpEff, versao 3.6, que avaliou varias informagdes como o grau de impacto do polimorfismo,
localizagdo gendmica desses efeitos (variagdes) e suas classes funcionais (CINGOLANI et al.,
2012). A maioria dos efeitos ocorreu nas regides a upstream e downstream dos genes (Figura 8),
sendo apenas efeitos modificadores, onde ocorre a alteragdo de nucledtidos, mas nao ha alteragdo
de aminoécidos. O total dos efeitos de impacto baixo e moderado foi de cerca de 10% em todos
os 10 genomas (Figura 9). Quanto a classe funcional dos efeitos, metade deles foi classificada
como silencioso e a outra metade missense, neste ultimo caso ocorre a codificagdo de um
aminodcido diferente (Figura 10). As cepas com o maior ¢ menor niimero de efeitos foram Z75 e

773, respectivamente, e a cepa com o maior numero de SNPs no seu genoma foi Z75 (Tabela 3).



Tabela 3- Percentual de variagdes e total de SNPs gerados pelo snpEFF dos dez genomas de L.
braziliensis anotados.

Cepas Variagoes (%) Total de SNPs
726 0,34 108.239
727 0,35 111.057
745 0,35 113.483
772 0,39 125.379
773 0,26 83.693
774 0,34 109.784
775 0,39 126.616
778 0,32 103.147
7105 0,27 87.863
7106 0,38 122.281

Fonte: a autora

Figura 8- Total de efeitos (variagdes) por regido génica nas dez cepas de L. braziliensis sequenciadas.
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Fonte: a autora
Nota: grafico gerado pela ferramenta MultiQC. No eixo Y estdo as cepas variantes de L. braziliensis e no eixo X
o total de leituras.
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Figura 9- Namero de efeitos com impacto (baixo, moderado e alto) presentes nos dez genomas de L. braziliensis
anotados.
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Fonte: a autora
Nota: grafico gerado pela ferramenta MultiQC. Em azul sdo os efeitos apenas modificadores, que mofificam a
base, mas ndo impacta no aminoacido.

Figura 10- Efeitos (variagdes) categorizados por classe funcional presentes nos dez genomas de L. braziliensis
anotados.
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Fonte: a autora

Nota: grafico gerado pela ferramenta MultQC. Mutagdo silenciosa, ndo ocorre alteracdo no aminodcido; Nao
sindnima, ocorre modificacdo no aminoacido; Sem sentido, codifica para um cdédon de parada, que interrompe
a proteina antes de seu término.
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6.3.1 Comparacao dos arquivos Variant Call Format (VCFs)

Utilizando o VCFtools (V.4.0), dois arquivos VCFs podem ser comparados para
determinar quais SNPs sdo compartilhados entre eles. Com base numa matriz de distancia dos
SNPs presentes nos 10 genomas, uma arvore filogenética foi construida utilizando o método de
neighbor joining (juncao de vizinhos). Um total de 45 comparagdes foi realizado ao se comparar
os dez genomas sequenciados neste estudo, gerando o nimero de SNPs que ambas as cepas
compartilhavam, bem como o nimero de variagdes de cada cepa e determinando o percentual de
concordancia de SNPs entre estes dez genomas. Observou-se que Z72 ¢ Z75 apresentaram maior
percentual de concordancia compartilhando 93% dos SNP’s, Z106 e Z74 também apresentaram
similaridade em seus SNPs com 88,3% de concordancia. Evidenciando-se a formagdo de trés
grupos evolutivos distintos de L. braziliensis dentro das cepas estudas (Figura 11). As cepas Z72
e Z75 foram isoladas no mesmo municipio de Paudalho, mostrando-se muito semelhantes entre

si.

Figura 11- Arvore filogenética construida com base em uma matriz de distdncia dos percentuais de
concordancia de SNPs dos dez genomas sequenciados de L. braziliensis (226, Z45, 272, 773, 274, 775, 778,
7105 ¢ Z106).
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6.3.2 Enzimas Metabolicas (Isoenzimas)

Foi realizado um levantamento de todos os SNPs considerados de impacto, isto ¢, que
levam a mudanca de aminoéacido (impacto: baixo, moderado e alto), das regides codificantes para
14 isoenzimas do painel de MLEE nos dez genomas (NADP-LbrM.10.0310, GPI-
LbrM.12.0490, ACON- LbrM.18.0570, MDH- LbrM.20.0030, G6PDH- LbrM.20.0160, PGM-
LbrM.21.0700, ACP- LbrM.23.1290, FUM- LbrM.24.0320, ME- LbrM.24.0780, NH-
LbrM.29.2850, HK- LbrM.30.3070, MPI- LbrM.32.1750, ICD- LbrM.332820 ¢ 6PGDH-
LbrM.34.3250).

Para as 14 isoenzimas em todos os genomas estudados, foi registrado um total de 300
SNPs de baixo impacto, 122 de impacto moderado e ndo foram encontrados SNPs de alto
impacto. As cepas que mais variaram foram Z26, Z27, Z45 e 7106, todas com 46 SNPs cada, e a
que teve menor variacao foi a Z75 com 33 SNPs (Figura 12). A enzima ME foi a que apresentou
maior nimero de SNPs (70), quando somado as variagdes dos dez genomas. A enzima ACP nao
apresentou nem um SNP para nenhuma das cepas estudadas, e as enzimas MDH, G6PDH, NH e
HK apresentaram o mesmo numero de variagdes para todas as cepas. O numero de SNPs de
algumas enzimas das cepas Z72 e Z75 se diferenciou, das demais, a enzima ACON foi a que
apresentou maior nimero de SNPs (11) e as enzimas GPI, PGM e FUM apresentaram ntimeros
menores de SNPs especificamente para essas duas variantes de L. braziliensis de Paudalho
(Figura 12 e 13).

Nao encontramos relacdo direta entre o total de SNPs, especificamente das 14 enzimas,
com o total de SNPs dos genomas das dez cepas, o que era de se esperar ja que essas enzimas
participam de processos esséncias do metabolismo de Leishmania, por isso possuem um padrao

de variagdo génica bem menor do que outras regides do genoma (Tabela 4).
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Figura 12- Total de SNPs com impacto (baixo, moderado e alto) na regido codificante das 14 enzimas
metabolicas (isoenzimas) analisadas para os dez genomas de L. braziliensis anotados.
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Fonte: a autora
Nota: no eixo Y esta o total de SNPs detectados nas regides das 14 isoenzimas e no eixo X as dez cepas de L.
braziliensis estudadas.

Figura 13- Total SNPs com impacto (baixo, moderado e alto) por enzima (NADP, GPI, ACON, MDH, G6PDH,
PGM, ACP, FUM, ME, NH, HK, MPI, ICD e 6PGDH) para as dez genomas de L. braziliensis anotados.
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Fonte: a autora
Nota: no eixo Y esta o total de SNPs e no eixo X as 14 enzimas metabdlicas.
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Tabela 4- Total de SNPs encontrados nos genomas e o total de SNPs encontrados especificamente nas
regides das 14 isoenzimas (NADP, GPI, ACON, MDH, G6PDH, PGM, ACP, FUM, ME, NH, HK,
MPI, ICD e 6PGDH) das dez cepas de L. braziliensis sequénciadas.

Cepa Total de SNPs dos genomas SNPs ¢/ impacto nas 14 isoenzimas
726 108,239 46
727 111,057 46
745 113,483 46
772 125,379 34
773 83,693 43
774 109,784 44
775 126,616 33
778 103,147 42
7105 87,863 42
7106 122,281 46

Fonte: a autora

6.4 Analises filogenéticas

6.4.1 Enzimas Metabolicas e Hsp70

Como resultado da andlise das quatro isoenzimas metabolicas importantes para a
caracterizacdo do subgénero Viannia (ICD, MPI, 6PGDH e G6PDH) e analise com Hsp70
(LbrM.28.2990), foram geradas arvores filogenéticas (Figuras 14 e 15) e as espécies de
Leishmania que foram utilizadas nessas andlises filogenéticas estdo resumidas nas Tabelas 5 e 6.
Na andlise com as enzimas metabolicas, cinco das seis especies (L. braziliensis, L. shawi, L.
guyanensis, L. naiffi e L. lindenbergi) estudadas foram separadas em grupos monofiléticos
distintos, exceto L. lainsoni, que teve uma cepa incluida no grupo L. braziliensis. Ja na arvore
gerada com a andlise da Hsp70 as seis espécies estudadas foram separadas em grupos
monofiléticos distintos. Todas as dez cepas de L. braziliensis sequenciadas neste estudo foram
incluidas no grupo monofilético de L. braziliensis, inclusive a cepa IOC / L2525 (MHOM / BR /
2002 / GBS) zimodema 26 (Z26), fendtipo compativel com L. shawi por MLEE. As cepas Z72 ¢
Z75 se agruparam, assim como a Z74 e Z106 e se mostraram mais distantes das outras seis (226,

727,745,773,7278 e 2105).
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Tabela 5- Cepas utilizadas na analise filogenética baseada nas enzimas metabolicas ICD (isocitrate dehydrogenase - LbrM.33.2820), MPI (mannose phosphate isomerase -
LbrM, 32.1750), 6PGDH (6-phospho-gluconate dehydrogenase - LbrM.34.3250), e G6PDH 6-phosphate dehydrogenase - LbrM.20.0160).

Espécies Origem Cepas Zimodema Forma clinica
L braziliensis Brasil: PE 10 26,27,45,72,73,74,75, 78, 105, 106 LC

L braziliensis Peru e Bolivia (SRA) 64 * *

L braziliensis 2904 Reference/TriTrypDB/24.11.15 1 * *

L braziliensis ~ Brasil: RO,RJ,PB,PE,BA,SP,AC,ES,AM,PA,CE ¢ MS 53 27,45,53,72,73, 74,75, 78, 80, 81, 82,105 LC,LMC, LD, LV
L. lainsoni Brasil; AC, PA 15,86 ¢ 87 LC

L. shawi Brasil: PA 3 26 LC

L guyanensis Brasil: PA, AM, AC 21 23,27, 110 LC

L naiffi Brasil: AM, PA 7 36, 38,42 ¢ 49 LCelLV

L. lindenbergi Brasil: PA 1 102 LC
Total 168

Fonte:a autora

Legenda: LV- Leishmaniose visceral, LC - Leishmaniose cutdnea, LMC - Leishmaniose mucocutinea, LD — Leishmaniose cutanea disseminada.

Nota: Zimodema de acordo com o sistema do CLIOC/FIOCRUZ.



Tabela 6- Cepas utilizadas na analise filogenética com base na Proteina de Choque Térmico - Hsp70 (LbrM 28.2990).

Espécies Origem Cepas Zimodema Forma Clinica
L braziliensis Brasil/Pernambuco 10 26,27,45,72,73,74,75,78,105,106 LC
L braziliensis Peru e Bolivia (SRA) 64 * *
L braziliensis 2904 Reference/TriTrypDB/24.11.15 1 * *
L braziliensis Brasil 1 * *
L. lainsoni Peru e Bolivia 4 * *
L panamensis Panama 2 * *
L guyanensis Brasil, Guiana Francesa, Peru 4 * *
L. naiffi Brasil 1 * *
L. peruviana Peru 4 * *
Total 91

Fonte: a autora
Legenda: LC - Leishmaniose cutanea.
Nota: Zimodema de acordo com o sistema do CLIOC/FIOCRUZ.
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Figura 14- Arvore filogenética gerada a partir do alinhamento das sequéncias de quatro isoenzimas ICD, MPI, 6PGDH,
G6PDH.
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Fonte:a autora

Legenda: L. braziliensis- roxo, L. guyanensis- azul, L. laisoni- verde, L. lindenbergue- preto, L. shawi- amarelo.
Nota: Foram analisadas um total de 167 cepas (64 genomas de L. braziliensis - cepas Peruanas e Boliviadas), 93
cepas de espécies do subgénero Viannia e os 10 genomas de L. braziliensis sequenciados nesse estudo. A cepa L.
braziliensis 2904 foi incluida como controle. A construgdo da arvore estimou a filogenia por Maxima
Verossimelhanga, com bootstrap de 1000 repetigdes.
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Figura 15- Arvore filogenética gerada a partir do alinhamento da regido codificante da Hp70.
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Legenda: L. braziliensis- roxo, L. lainsoni- laranja, L. panamensis- verde, L. guyanensis- azul, L. naiffi-

vermelho and L. peruviana- amarelo.

Nota: um total de 91 cepas foram analisadas (64 genomas de L. braziliensis-Peruanas e Bolivianas, 12 cepas do
subgénero Viannia e 10 genomas de L.braziliensis sequenciados neste estudo. A cepa L. braziliensis 2904 foi
utilizada como controle. A construgdo da arvore estimou a filogenia por Maxima Verossimelhanga, com

bootstrap de 1000 repeticdes.
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6.4.2 DNA mitocondrial

A andlise do kDNA foi realizada separadamente para os minicirculos e maxicirculos.
Para os minicirculos foi realizada uma avaliacdo inicial a fim de selecionar um clone conservado
que estivesse presente na maioria dos 290 minicirculos de L. braziliensis publicadas por Rodrigues
et al., (2013), para ser utilizado como semente no MITObim. Baseado nessa analise foi identificado
o clone 5 do isolado 5, como sendo o representante ancestral de um clado conservado proximo nas

amostras analisadas (Figura 16).

Figura 16- Arvore filogenética construida com base nos 290 minicirculos de L. braziliensis

e T ——

Fonte: a autora.
Legenda: em vermelho o clone 5 (conservado na maioria dos clones).
Nota: os minicirculos analisados foram publicados por Rodrigues et al, 2013.

ApOs essa etapa inicial foi realizada a montagem no MITObim dos minicirculos das dez
cepas de L. braziliensis estudadas, e posterior alinhamento dos mesmos. As montagens finais
ficaram bem maiores que a sequéncia utilizada como semente (clone 5), e ao fazer um BLAST
verificou-se a presenca de clones diferentes em sequéncia (Figura 17). As andlises foram
realizadas mesmo ndo sendo possivel avaliar se esta estrutura ¢ verdadeira no kDNA de

Leishmania.
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Figura 17- BLAST realizado com uma das montagens finais dos minicirculos de L. braziliensis.
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Fonte: a autora
Nota: BLAST realizado com os minicirculos gerados das dez variantes de L. braziliensis.

A arvore filogenética dos minicirculos gerada mostrou um perfil semelhante ao
encontrado nas analises filogenéticas das isoenzimas e Hsp70. As cepas Z72 ¢ Z75 e Z106 ¢
Z74 se agrupam separadamente do restante das cepas. Refor¢ando a hipotese da existéncia de

trés grupos filogenéticos distintos entre as cepas de L. braziliensis estudadas (Figura 18).

Figura 18- Arvore filogenética gerada com base nos minicirculos das dez cepas de L. braziliensis (226, Z27,
7A5,772,77,774, 775,778, Z105 e Z106) isoladas em Pernambuco.
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Fonte: a autora
Nota: a construgao da arvore filogenética foi realizada por Inferéncia Bayesiana.
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Para a montagem dos maxicirculos foi utilizada como semente a sequéncia de L.
tarentolae (NCBI: M10126) que foi também incluida como controle externo. Nesse caso foi

observado um perfil bem diverso das outras analises filogenéticas (Figura 19).

Figura 19- Arvore filogenética gerada com base nos maxicirculos das dez cepas de L. braziliensis (226, 727, Z45,
772,773,774, 775,778, Z105 ¢ Z106) isoladas em Pernambuco
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Fonte: a autora.
Nota: L. tarentolae (M1126) foi utilizada como controle externo e a construgdo da arvore filogenética foi
realizada por Inferéncia Bayesiana.

6.5 Analise da heterozigosidade

Através da analise da heterozigosidade foi observada a formacdo de dois grupos das
cepas dez cepas de L. braziliensis. As cepas Z72 e Z75 variaram muito menos em relacdo a
linhagem de referéncia L. braziliensis 2904, apresentando percentagens inferiores a 6% de loci
heterozigotos, em todos 0s cromossomos, ja no grupo composto pelas outras oito cepas foram
observadas percentuais muito mais elevados de loci heterozigotos, variando de 20 a 78,8%
(Figura 20).

As cepas Z72 e Z75 sdo oriundas do municipio de Paudalho, localidade com resquicios
de Mata Atlantica preservada, onde a transmissdo ocorre no ambiente silvestre, com vetores e
reservatorios caracteristicos desse ambiente. Ambas as cepas foram isoladas, de homens adultos,

que ou estavam proximo da mata ou adentraram nela. Como no caso do militar, do qual isolamos
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a cepa Z75, que se infectou ao participar de um treinamento dentro da mata. As outras cepas
foram isoladas dos municipios de Amaraji e Moreno, onde o vetor Lu. whitmani estd bem

adaptado ao ambiente urbano e a transmissao ocorre no peridomicilio e domicilio.

Figura 20- Percentual de /oci heterozigotos por cromossomo nos dez genomas de L. braziliensis sequenciados.

Fonte: a autora.

Legenda: Chr- cromossomos; LbrM - identificador de cada cromossomo do genoma de L. braziliensis2904
depositado no TriTrypDB.

Nota: em verde as cepas isoladas em Paudalho, com menor percentual de loci heterozigotos ¢ em laranja as cepas
isoladas em Amaraji e Moreno com percentuais mais elevados de loci heterozigotos.

6.6 Calculo da ploidia

Para todas as cepas foi observada aneuploidia, quantidades diferentes de um mesmo
cromossomo, variando desde dissomia até tetrassomia. Os cromossomos onde foi registrado o
maior nimero de copias foram os 12, 18, 22, 29, 31, 33 e 34 com padrdo intermediario entre tri-
tetrassomia (>2.75 a 4 copias) para cepa Z27. O cromossomo 31 apresentou mais que trés copias
para todas as dez cepas, sendo que em seis delas foram observados > 3.75 cdpias para esse

cromossomo (Figura 21).



62

Figura 21- Aneuploidia em populacdo natural de L. braziliensis. A figura mostra o numero de copias dos 35
Cromossomos
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Legenda: Chr- cromosssomo; Z- Zimodema (cepa com variagdo fenotipica).
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7 DISCUSSAO

A LT ¢ uma doenca infecto-parasitaria que apresenta uma ecoepidemiologia bastante
dinamica, podendo estabelecer diversos ciclos de transmissdo que envolve uma variedade de
reservatorios e vetores, a depender de cada regido. De acordo com revisdo recente de Espinosa
et al. (2016), a filogenia molecular tem ajudado a compreender esta diversidade das
leishmanioses e a importancia da realizacdo de andlises mais robustas utilizando marcadores
moleculares, para definir lacunas que permanecem em relacio a esses tripanosomatideos.

Em Pernambuco, nordeste do Brasil, diversos aspectos da eco-epidemiologia da LT ja
foram bem estudados, particularmente no que diz respeito a importancia de pequenos mamiferos
e vetores envolvidos na cadeia de transmissdo desta endemia, definindo peculiaridades dos
ciclos: silvestre, peridoméstico e doméstico (ANDRADE et al., 2015; BRANDAO- FILHO et
al., 1999 , 2003; LIMA et al., 2013). Além desses aspectos da transmissdo, foi identificada uma
grande variedade fenotipica, baseado no MLEE, dos isolados de L. (V.) braziliensis em uma area
geografica restrita dentro deste estado no nordeste do Brasil (BRITO et al., 1993; 2009 , 2012;
CUPOLILLO et al., 2003).

A capacidade de caracterizar as espécies de Leishmania é de suma importancia, inclusive
auxiliando na conducao do tratamento. A MLEE ainda ¢ a técnica considerada padrao ouro para
essa identificagdo, porém muitas abordagens foram desenvolvidas a fim de melhorar e contribuir
na caracterizagdo e filogenia, como a MLSA- Multilocus sequence anélises (BOITE et al., 2012;
EL BAIDOURI et al., 2013; ZEMANOVA et al., 2007).

Diante da variabilidade fenotipica encontrada na andlise por MLEE nas cepas
sequenciadas neste estudo, foram analisados os genomas de dez isolados representando cada um
dos zimodemas de L. braziliensis previamente identificados. A partir dos dados de
sequenciamento gerados buscou - se avaliar varios aspectos, como o total de SNPs presentes,
analises filogenéticas com bases em isoenzimas importantes na caracterizacdo de cepas do
subgénero Viannia (6PGD, G6PD, MPI e ICD) e também na proteina de Choque Térmico
Hsp70, o calculo da ploidia, a andlise do DNA mitocondrial, e da heterozigosidade dessas
variantes de L. braziliensis. Observamos que apesar da grande variabilidade fenotipica, todas as
cepas sequenciadas no presente estudo se enquadram no mesmo grupo filogenético de L.
braziliensis, inclusive a cepa Z26. Este resultado se contrapde a afirmacao de que a cepa Z26
seria o primeiro achado de L. shawi no estado de Pernambuco, com base na caracterizagdo por

MLEE (BRITO et al., 2009, 2012).
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As cepas Z72 e Z75 nas duas andlises filogenéticas (isoenzimas e Hsp70) se apresentaram
mais proximas uma da outra, bem como a Z74 e Z106, que estdo também mais distantes das
outras seis cepas analisadas, sugerindo a existéncia de trés grupos evolutivos distintos de L.
braziliensis no estado de Pernambuco. Esse mesmo resultado foi encontrado quando comparados
os SNPs dos 10 genomas, a partir de uma matriz de distancia, gerada com base na comparagdo
dos VCFs. A hipotese da existéncia dos trés grupos evolutivos de L. braziliensis, tem sua
justificativa embasada no contexto eco-epidemiolédgico da LT dos municipios onde estas cepas
foram isoladas. No municipio de Paudalho, onde foram isoladas as cepas Z72 e Z75, os vetores
mais abundantes sdo Lu. complexa e Lu. choti que sdo espécies predominantemente envolvidas
no ciclo silvestre enzootico, enquanto que nos outros dois municipios (Amaraji ¢ Moreno), estao
bem estabelecidos os ciclos domésticos e peridomésticos onde Lu. whitmani ¢ incriminado como
vetor e estd bem adaptado no ambiente doméstico peridomiciliar (ANDRADE et al., 2005;
BRITO et al., 2012). Porém essa hipotese precisa ser reforcada com o aumento do niimero de
cepas analisadas.

A discordancia entre a variabilidade genética e a classificagdo fenotipica destes isolados
pode ser justificada pelas técnicas utilizadas nestas andlises, uma vez que a caracterizagdo feita
pelo MLEE, além do peso molecular e do ponto isoelétrico, também analisa a atividade
enzimatica de um painel de isoenzimas, enquanto que o estudo do genoma, analisa
especificamente as regides codificantes destas mesmas enzimas, sem levar em conta as
alteragdes pos-tradugao e sua atividade. Boité et al., (2012), por exemplo, propdem a
substituicdo de MLEE pela Multilocus Sequence Analysis (MLSA) na identificagdo de cepas,
mostrando que esta técnica molecular pode até mesmo diferenciar cepas classificadas no mesmo
zimodema pelo MLEE.

Estudos mais recentes evidenciam que o sequenciamento do genoma, por si sO, nao
consegue refletir toda a variabilidade encontrada em Leishmania sp., mostrando a importancia de
estudos a nivel de proteoma e metaboloma, de acordo com Alvares- Ferreira et al, (2015), que
estudaram dois isolados de L. (V.) braziliensis da forma mucosa e cutdnea de um mesmo
paciente, e que apesar de compartilharem alta similaridade na estrutura do genoma e nos niveis
de ploidia, os parasitas exibiram genomas expressos divergentes. As diferengas de metaboloma
observadas indicam uma clara dicotomia entre as popula¢des mucosa € mucocutanea, o que
provavelmente leva a diferentes respostas modulatérias do paciente.

O sequenciamento do genoma, utilizando uma plataforma de alto rendimento, gera uma
grande quantidade de dados em uma unica execu¢do, o que possibilitou uma analise mais ampla

desses isolados. Com os resultados deste estudo, observamos que os marcadores utilizados nas
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andlises filogenéticas referentes as quatro enzimas metabolicas (6PGD, G6PD, MPI e ICD) e a
Hsp70, geraram resultados semelhantes as comparagdes dos VCFs, reforcando a importancia
destes achados no estudo da variabilidade e filogenia de Leishmania.

A aneuploidia ¢ considerada um dos processos mais importantes como uma alternativa
para a recombinacdo de gendtipos na adaptagdo de Leishmania e também pode estd relacionada
com a resisténcia a medicamentos. A descoberta de aneuploidia em populagdes naturais tras
evidencias de que mudanga no nimero de cromossomos ndo ¢ meramente um artefato de
manutenc¢do em longo prazo do parasita em cultura e mostra que a tolerancia a aneuploidia faz de
Leishmania um modelo para estudos de instabilidade gendmica e alteragdo de ploidia
(DOWNING et al., 2011; LAFFITTE et al, 2012, STERKERS et al, 2014; VALDIVIA et al,
2017).

Nossos achados corroboram estudos recentes, que ja consideram o mosaicismo
aneupldide como um mecanismo normal em Leishmania. Varios estudos revelaram a variagdo
no numero de copias cromossdmicas, indicando que a aneuploidia ¢ uma caracteristica
constitutiva deste tripanosomatideo, parecendo benéfica nesses organismos que sao
primariamente assexuados, unicelulares (MANNAERT et al, 2012). Rogers et al, (2016)
confirmaram a presen¢a de aneuploidia em diversas espécies de Leishmania (L. braziliensis, L.
donovani, L. infantum, L. major e L. mexicana), podendo o numero de coOpias variar
consideravelmente entre as cepas e espécies. A tetraploidia do cromossomo 31 em espécies de L.
mexicana, L. infantum e L. donovani e pentaploide em linhagens de L. braziliensis e L. major foi
relatada anteriormente (AN MANNAERT et al., 2012; ROGERS et al., 2016), mas nao fica
claro porque especificamente o cromossomo 31 apresenta, para varias espécies, as maiores
alteragdes numerarias.

Outro aspecto importante e que deve ser levado em consideragdo sdo as estratégias de
reprodug¢do de populagdes de Leishmania que conduzem a processos evolutivos distintos,
gerando discussdes, desde a década de 90, a respeito da reproducdo assexuada versus sexuada
destes parasitas. Varios estudos relatam que, independentemente da teoria defendida, ha um
consenso a respeito da ocorréncia de intercambios genéticos tendo como base quatro evidéncias:
a demonstracdo de isolados hibridos entre e dentro de cepas de Leishmania, a observagao da
fusdo nuclear em Leishmania, a existéncia de genes ortdlogos meiodticos conservados, cujo papel
ainda ¢ desconhecido em Leishmania, e a alta heterozigose teoricamente compativel com a
ocorréncia recorrente de eventos de reproducgdo sexual (BANULS et al., 2007; BASTIEN et
al., 1992; ROUGERON et al., 2010, 2016; TIBAYRENC et al., 1993).
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Com a anélise da heterozigosidade dos genomas, observamos que as cepas Z72 e Z75
apresentam um percentual de loci heterozigotos bem mais baixo, sendo muito mais semelhantes
a cepa de referéncia L. braziliensis 2904, do que as outras oito cepas. Esse achado pode ser
justificado com base nos ciclos de transmissao estabelecidos nos municipios onde as cepas foram
isoladas. Z72 e Z75 provavelmente sao isolados mais semelhantes entre si por estar circulando
no mesmo municipio (Paudalho) onde a trasmisdao ¢ silvestre, com prediminancia de vetores
caracteristicos desse ambiente, e as outras cepas circulavam em dois municipios que tem o ciclo
de trasmissdo que ocorre em ambiente urbano.

Foi observada também na andlise filogenética dos minicirculos a constituicao dos
mesmos trés grupos encontrados nas outras analises com Hsp70 e enzimas metabdlicas. Esses
resultados confirmam os achados de Rodrigues et al., (2013) que indicam que variabilidade da
composi¢ao nucleotidica dos minicirculos esta relacionada com o estresse (ambiental e quimico),
podendo ser util como uma ferramenta molecular na pesquisa sobre a evolugdo da infeccao de
Leishmania em hospedeiros e vetores. Ja a filogenia dos maxicirculos apresentou um padrao bem
diverso, que pode ser explicado com base no padrdo de troca genética, onde ¢ sugerida a
retencao uniparental do maxicirculo (AKOPYANTS et al., 2009; ROMANO et al., 2014), sendo
possivel, também o intercambio genético entre espécies diferentes de Leishmania, o que pode
confundir ainda mais esse tipo de analise.

O objetivo principal deste estudo foi responder algumas perguntas em relagdo a
variabilidade intraespecifica dos isolados de L. braziliensis do estado de Pernambuco. Logo, de
forma pioneira, o sequenciamento, mapeamento e anotagdo desses dez genomas produziram
dados que podem fornecer indicagdes sobre os padrdes eco-epidemioldgicos de transmissao, bem
como esclarecer o papel da clonalidade, da troca genética, da contribuicdo da aneuploidia, e
outros mecanismos genéticos que ainda precisam ser melhor elucidados. Neste contexto, foi
observada a formacgdo de trés grupos filogenéticos distintos de L. braziliensis com as cepas
estudadas em Pernambuco, corroborando com os estudos relacionados ao perfil de transmissdo
que envolve a variedade de vetores, os quais podem interferir diretamente com o padrdo genético
das cepas circulantes. E evidente que MLEE contribuie para a caracterizagio de Leishmania

spp., mas pode superestimar a diversidade intraespecifica.
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8 CONCLUSOES

a)

Os SNPs detectados ndo promovem alteragdes fenotipicas que justifiquem a
classificagdo diferenciada para os 10 zimodemas de L. braziliensis isolados em

Pernambuco;

b) Na comparacdo dos dez genomas entre si com base nos SNPs, foram definidos trés

grupos evolutivos distintos entre as cepas de L. braziliensis de Pernambuco, sendo as
cepas Z72 e Z75 oriundas de Paudalho, as que apresentaram maior percentual de

concordancia entre si;

As andlises filogenéticas dos isolados de L. braziliensis, com base nas isoenzimas
metabolicas importantes para a caracterizagdo do subgénero Viannia (ICD, MPI,
6PGDH e G6PDH), e a proteina de choque térmico Hsp70, separaram os dez isolados

em trés grupos filogenéticos distintos;

d) Com base nas analises filogenéticas todas as cepas sequenciadas no presente estudo

concentraram-se no mesmo grupo filogenético de L. braziliensis, inclusive a cepa Z26,
que havia sido caracterizada previamente por MLEE como hibrida de L. shawi. Isso
demonstra uma vulnerabilidade nas informacdes relacionadas a variacdo fenotipica

intraespecifica desse método;

A arvore filogenética dos minicirculos mostrou um perfil semelhante ao encontrado nas
andlises filogenéticas das isoenzimas e Hsp70, o que reforga a hipotese da existéncia de
trés grupos filogenéticos distintos entre as cepas de L. braziliensis de Pernambuco

estudadas;

Foi observada aneuploidia em todos os genomas de L. braziliensis estudados, com
destaque para o cromossomo 31, que apresentou mais de trés copias em todos os
isolados, demonstrando a necessidade de um melhor entendimento da importancia

desses mosaicismo aneuploide e suas consequencias nesses isolados de Pernambuco;



g)

h)
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A andlise da heterozigosidade dos genomas de L. braziliensis, evidenciou claramenta a
formacdo de dois grupos com percentuais diferentes de /oci heterozigotos, as cepas
772 e 7775, que possuem maiores similaridades com a cepa de referéncia (Lb2904) e o
grupo das outras oito cepas que apresentaram um percentual muito mais elevado de
loci heterozigotos em todos os cromossomos, essa diferenca pode estd relacionada
com as caracteristicas eco-epidemilogicas, pois Z72 e Z75 sdo as unicas isoladas de

pacientes que se infectaram em ambiente silvestre;

Foi observada a possibilidade de trés grupos filogenéticos distintos de L. braziliensis
entre as cepas estudadas no estado de Pernambuco, evidenciando que a MLEE
continua sendo o padrdo ouro para caracterizagdo de Leishmania spp., mas nao

apresenta informacdes relevantes sobre variagdes intraespecificas.
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ABSTRACT

Several studies have described the use of non-mvasive collection methods i patients for diagnosis,
mostly based on DNA detection of parasites. However. no specimens of Leishmania have been 1solated
from saliva This study repertz the firct iselation of I braziliensiz m zaliva fom bumar: with cutzneon:
lesshmanizsis without lesions on mucosa. The isolates were obtained from salmary fluid moemlated m hamster
and were submutted to Multilocus Enzyme Elecwophoress: Of the 106 patients suspected of having the
disease, seven isolates were obtained from saliva These findings suggest that saliva is a clinical sample
that allows the solation of Leishmania sp.

Eey words: Leishmania braziliensis - Sabiva - Culture Media,
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