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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana € uma complexa doenga parasitaria
zoonodtica que afeta uma ampla diversidade de hospedeiros. No Brasil, o principal
agente etiolégico que acomete o ser humano € Leishmania (Viannia) braziliensis.
Analises que visam caracterizar geneticamente cepas de L. braziliensis sao
fundamentais para a compreensido da dindmica entre os diferentes hospedeiros, a
origem geografica e a epidemiologia molecular do parasito. O presente estudo teve
por objetivo realizar a caracterizagdo molecular de 28 amostras de L. braziliensis
obtidos de diferentes hospedeiros (humanos, cdes domésticos e pequenos
mamiferos silvestres e sinantropicos), provenientes de diferentes municipios do
estado de Minas Gerais, Brasil. Para alcangar o objetivo proposto, foi realizada a
analise de variabilidade genética através de sequenciamento e confecgcdo de
filogramas dos marcadores: ITS1, hsp70, alat, gbpd, icd, mpi e pgm. A identificagao
especifica de todas as amostras como L. braziliensis foi realizada através técnica de
PCR-RFLP-ITS1 e hsp70 seguido de sequenciamento genético onde as amostras
apresentaram um percentual de identidade superior a 98% comparadas com outras
cepas disponiveis no GenBank. Uma amostra apresentou perfil de restricdo igual a
L. guyanensis na PCR-RFLP-ITS1, porém o sequenciamento foi compativel com L.
braziliensis para todas as amostras, demonstrando n&o ser um marcador adequado
para identificagcdo do parasito por RFLP. Além disso, o sequenciamento do gene
ITS1 ndo apresentou qualidade suficiente para realizar as demais analises. As
amostras 34 e 38 proveniente da Reserva Indigena do Xakriaba apresentaram perfil
de restricao variante na PCR-RFLP-hsp70, o que corrobora com estudos prévios. Na
analise dos filogramas, estas amostras foram agrupadas separadamente para todos
os genes estudados. Todas as amostras estudadas apresentaram diferentes niveis
de variagdes genéticas para os marcadores utilizados neste estudo. Contudo, hsp70
e icd apresentaram altos valores de posi¢gdes com nucleotideos divergentes quando
comparados com a referéncia de L. braziliensis, sendo pouco significativos para
estudos de variabilidade genética. Observou-se nos diferentes filogramas o
agrupamento de amostras provenientes de pequenos mamiferos (PM) juntamente
com amostras de cdes domeésticos e humanos, demonstrando que cepas que
circulam em PM podem estar mais adaptadas para circular em diferentes
hospedeiros. Os filogramas obtidos para os genes pgm e mpi apresentaram
isolamento das amostras de PM silvestres oriundos da Reserva Caraga, o mesmo foi
observado para as mostras oriundas do Xakriaba (34, 38 e 71), suportando a
hipétese de que ocorram populagdes de L. braziliensis diferentes de acordo com
ambientes especificos em Minas Gerais. Nos filogramas para os genes alat e g6pd,
as amostras de caes formaram clusters, separados das demais amostras, sugerindo
que cepas especificas podem estar circulando nestes hospedeiros. Resumidamente,
podemos concluir que o sequenciamento genético dos alvos moleculares alat, g6pd,
mpi e pgm foram Uuteis para estudos de variabilidade genética e epidemiologia
molecular, permitindo uma melhor compreensao sobre historia evolutiva destes
genes bem como a identificacdo da ampla diversidade genética de parasitos de L.
braziliensis que circulam entre os diferentes hospedeiros nas regides de Minas
Gerais.

Palavras-chave: Leishmaniose tegumentar. Variabilidade genética. Técnicas de
genotipagem.



ABSTRACT

American Cutaneous Leishmaniasis is a complex zoonotic parasitic disease affecting
a wide range of hosts. In Brazil, the main etiological agent that affects humans is
Leishmania (Viannia) braziliensis. Analyzes aimed at genetically characterizing
strains of L. braziliensis are essential for understanding the dynamics between the
different hosts, the geographical origin and the molecular epidemiology of the
parasite. This study aimed to perform the molecular characterization of 28 samples of
L. braziliensis obtained from different hosts (humans, domestic dogs and small wild
and synanthropic mammals), from different municipalities in the state of Minas
Gerais, Brazil. To achieve the proposed objective, an analysis of genetic variability
was carried out by sequencing and making filograms of the markers: ITS1, hsp70,
alat, gbpd, icd, mpi and pgm. The specific identification of all samples as L.
braziliensis was performed using the PCR-RFLP-ITS1 and hsp70 technique followed
by genetic sequencing where the samples showed an identity percentage higher than
98% compared to other strains available on GenBank. One sample presented a
restriction profile equal to L. guyanensis in PCR-RFLP-ITS1, however the
sequencing was compatible with L. braziliensis for all samples, demonstrating that it
is not an adequate marker for identification of the parasite by RFLP. In addition, the
sequencing of the ITS1 gene was not of sufficient quality to perform the other
analyzes. Samples 34 and 38 from the Xakriaba Indigenous Reserve presented a
variant restriction profile in PCR-RFLP-hsp70, which corroborates with previous
studies. In the analysis of the filograms, these samples were grouped separately for
all the studied genes. All samples studied showed different levels of genetic variation
for the markers used in this study. However, hsp70 and icd showed high position
values with divergent nucleotides when compared to the reference of L. braziliensis,
being of little significance for studies of genetic variability. It was observed in the
different filograms the grouping of samples from small mammals (PM) together with
samples from domestic dogs and humans, demonstrating that strains that circulate in
PM may be more adapted to circulate different hosts. The filograms obtained for the
pgm and mpi genes showed isolation of samples of wild PM from the Caraca
Reserve, the same was observed for samples from Xakriaba (34, 38 and 71),
supporting the hypothesis that populations of L. braziliensis occur different according
to specific environments in Minas Gerais. In the filograms for the alat and g6pd
genes, dog samples formed clusters, separate from the other samples, suggesting
that specific strains may be circulating in these hosts. In summary, we can conclude
that the genetic sequencing of the molecular targets alat, gépd, mpi and pgm were
useful for studies of genetic variability and molecular epidemiology, allowing a better
understanding of the evolutionary history of these genes as well as the identification
of the wide genetic diversity of L. braziliensis that circulate between the different
hosts in the regions of Minas Gerais.

Keywords: Cutaneous leishmaniasis. Genetic variability. Genotyping techniques
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1 INTRODUGAO

As leishmanioses sdo um grupo de doengas parasitarias transmitidas por
vetores, ndo contagiosas, caracterizadas por gravidade variada e de alta
complexidade quanto a epidemiologia, diagndstico, tratamento e controle. Os
agentes etiologicos das leishmanioses sdo parasitos da familia Trypanosomatidae
pertencentes ao género Leishmania (ROSS, 1903) que ocasionam um complexo de
doencas que apresentam carater crénico e afetam diversos mamiferos silvestres,
domésticos, e o ser humano. Atualmente 53 espécies de Leishmania foram
reconhecidas, das quais 20 sdo consideradas infecciosas para humanos
(AKHOUNDI et al, 2016b; ASHFORD, 2000; LAINSON & SHAW 1973;)

A classificagao classica das espécies pertencentes ao género Leishmania era
feita considerando a morfologia, a patogenia e a distribuicdo geografica (LAINSON &
SHAW 1973; LAINSON & SHAW 1987). Na classificacdo atual, os parasitos séo
divididos em quatro subgéneros: Leishmania, Viannia, Sauroleishmania e Mundinia,
nestes dos primeiros subgéneros estao inclusas as espécies de importancia médica,
sendo classificados de acordo com os estagios de desenvolvimento no inseto vetor e
com base em marcadores moleculares filogenéticos (BOITE et al. 2012, ESPINOSA
et al, 2016; SHAW et al. 1991).

As leishmanioses podem ser divididas de acordo com duas apresentagdes
clinicas principais: leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose tegumentar (LT; ou
cutdnea — LC) (ASHFORD, 2000; LAINSON & SHAW 1987; WHO, 2010). Essa
classificacdo se baseia no tropismo que as espécies de Leishmania tém pelo
tegumento, enquanto outras possuem por visceras. Apesar dessa classificacdo
simples, estudos tem demonstrado a ocorréncia de um amplo espectro de
manifestagcbes clinicas, determinado por diversos fatores, principalmente
considerando a espécie de Leishmania envolvida na infecgdo e a resposta imune do
hospedeiro (CDC, 2019; QUARESMA et al 2011; WHO, 2019;). Deste modo a
identificacdo da espécie de Leishmania no diagndstico da infecgao € crucial para
estabelecendo correto do diagnostico e progndstico, bem como apoiar tomada de
decisbes sobre o tratamento adequado e controle epidemioldgico do parasito
(TSOKANA et al., 2014). Na Tabela 1 observa-se a classificagdo e a nomenclatura

das principais espécies de Leishmania que acometem o homem e que estdo
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presentes nas Américas (Novo Mundo), considerando a distribuigdo geografica e no

tipo de lesbes que causam ao ser humano.

Tabela 1 — Principais espécies de Leishmania que acometem o homem, suas manifestagdes clinicas

e distribuigdo geografica nas Américas’. Fonte: dados segundo Marzochi, Schubach & Marzochi

Agente Etiologico

Apresentagao clinica
principal no homem

Distribuicao geografica

Leishmania (Viannia)
braziliensis
Leishmania (Viannia)
peruviana

Leishmania (Viannia)
guyanensis

Leishmania (Viannia)
panamensis

Leishmania (Viannia) lainsoni
Leishmania (Viannia) shawi

Leishmania (Viannia) naiffi
Leishmania (Viannia)
colombiensis

Leishmania (Leishmania)
mexicana

Leishmania (Leishmania)
amazonensis

Leishmania (Leishmania)
pifanoi

Leishmania (Leishmania)
venezuelensis

Leishmania (Leishmania)
garnhami

Leishmania (Leishmania)
infantum (L. chagasi)

Cutaneas e mucosas

Predominantemente cutaneas
Predominantemente cutaneas

Predominantemente cutaneas
Casos raros com lesdes
cutaneas

Casos raros com lesdes
cutaneas

Casos raros com lesdes
cutaneas

Cutaneas e mucosas

Cutaneas eventualmente
mucosas difusas

Cutaneas eventualmente
cutaneas difusas

Cutaneas eventualmente
cutaneas difusas

Cutaneas
Predominantemente cutaneas

Lesdes viscerais (calazar)

América Central e do Sul até o norte da
Argentina

Altos vales andinos e encosta ocidental
dos Andes

Noroeste e Norte da América do Sul até o
rio Amazonas

América Central e costa pacifica da
América do Sul

Norte do Estado do Para
Regido Amazbnica
Regido Amazbnica

Colémbia Panama e Venezuela

México e América Central

América Central, Norte, Nordeste, Centro
Oeste?; Sudeste® e Sul do Brasil.

Venezuela
Venezuela

Andes Venezuelanos

Sul do México ao Norte da Argentina,
Brasil.

(1999) e Lainson (2010).

As leishmanioses ocorrem em 98 paises, de clima subtropical ou tropical, em
ciclos antropondticos e zoonéticos e sdo estimados de 20.000 a 40.000 mortes por
ano, sendo, dentre as doengas parasitarias, a segunda em numero de Oobitos,
superada apenas pela malaria (ALVAR et al., 2012; DESJEUX, 2004; WHO, 2019).
Estima-se que por volta de 350 milhdes de pessoas em todo o0 mundo estejam sob o
risco de infectar-se, com um numero de pessoas afetadas pela doenca cerca de 12
milhdes (WHO, 2019). Além disso, estdo entre as seis doengas mais negligenciadas
do mundo, pois ocorrem principalmente em paises em desenvolvimento, afetando a
socioeconomicamente  mais  vulneravel, contribuindo

populagao para O
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estabelecimento e manutencdo de desigualdades sociais (CATTAND et al., 2006;
CDC, 2019; WHO, 2010; LAINSON & SHAW 1987). Contudo, a prevaléncia das
leishmanioses pode estar subestimada, pois a doenca pode apresentar formas
clinicas semelhantes a outras patologias que dificultam o diagnéstico ou mesmo ser
assintomatica, o que dificulta a compreensdo real do numero de individuos
infectados (WHO, 2019).

Das formas clinicas das leishmanioses, a LT é mais amplamente distribuida,
com cerca de um ter¢o dos casos ocorrendo nas regides tropicais das Américas,
sendo denominada de Leishmaniose Tegumentar Americana - LTA, onde o Brasil é
0 pais com as maiores incidéncias estimadas de LTA, principalmente nas duas
ultimas décadas, apresentando expansao geografica alarmante (ALVAR et al., 2012;
RANGEL et al., 2003).

1.1 Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

A LTA é uma zoonose que pode ser causada por varias espécies de
Leishmania. Além disso, possui uma alta diversidade de vetores (flebotomineos) e
hospedeiros ou reservatorios (mamiferos de varias ordens) envolvidos em seus
ciclos de transmissdo, aumentando a complexidade da sua epidemiologia e

propiciando a ocorréncia de variagdes nas apresentacdes clinicas (WHO, 2010).

A LTA é uma doenga que remota ao século | d.C. (LAINSON, 1988). Contudo,
a primeira identificacdo de formas de Leishmania no Brasil ocorreu em 1909, quase
simultaneamente, por Lindenberg e Carini & Paranhos ao estudarem individuos que
trabalhavam em areas de desmatamentos na construgdo de rodovias no interior de
Sdo Paulo e que apresentavam Uulceras cutdneas e naso-buco-faringeas
denominadas de “ulcera de Bauru” (VALE & FURTADO, 2005).

Desde entao foi considerada doenca primariamente de ambientes silvestre e
rural e, portanto, de caracteristica predominantemente ocupacional. Contudo, a LTA
tem passado por mudangas epidemiologicas relacionadas ao seu processo de
urbanizacdo. As modificacbes na epidemiologia do parasito e a aproximacado do
ambiente silvestre com o urbano favoreceram o aumento no numero de individuos

afetados e a disseminagdo da LTA para diversos municipios (BRASIL, 2017).
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Portanto, atualmente a ocorréncia de LTA ndo mais se restringe a pessoas que

entram em contato com o ambiente silvestre (SHIMABUKURO et al., 2010).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 2010), séo trés as
apresentagdes principais da doencga: cutadnea, crénica disseminada e mucocutanea.
Entretanto, casos humanos vém ocorrendo com diferentes formas clinicas, incluindo
apresentagdes atipicas. Quaresma e colaboradores (2011) demonstraram que
populagdes de parasitos causadores de LTA presentes no Xakriaba (Minas Gerais,
Brasil) podem induzir lesbes atipicas, o que dificulta o diagnostico do paciente e

consequentemente contribui com a subnotificagao da doenca.

A LTA possui grande diversidade de agentes etioldégicos, bem como
diferentes espécies de vetores e reservatorios e, consequentemente, padroes
epidemioldgicos de transmissao distintos. Deste modo, a epidemiologia esta sujeita
as condicbes especificas de cada foco. A presencga de varias espécies causadoras
de LTA em algumas regides endémicas associado ao fato de cada espécie
apresenta um perfil epidemiologico especifico e diferentes formas de resposta ao
tratamento torna a LTA ainda mais complexa, tanto do ponto de vista ecolégico,
genético e filogenético (BUITRAGO et al., 2011). Portanto, a caracterizagdo e o
estudo da evolugédo génica destes parasitos constitui uma etapa fundamental para a

compreensao da epidemiologia e correta adequagao de medidas de controle.

1.1.1 LTA em Minas Gerais

No periodo de 1995 a 2014, verificou-se uma média anual de 25.763 casos
novos registrados de LTA no Brasil (BRASIL, 2017). No estado de Minas Gerais
(MG), Brasil, considerado o estado de maior extensédo geografica da regiao sudeste
do Brasil, foram relatados anualmente, em média, 10,5 novos casos de LTA por
100.000 habitantes, durante o periodo 1990-2006 (MIRANDA et al.,, 2011). MG
também se destaca com maior registro da doenca entre os estados da regiao
Sudeste (SE), com um percentual geral de 72% dos casos para o periodo de 2017
(grafico 1) (DATASUS, 2019). Na regiao metropolitana de Belo Horizonte (RMBH),
capital de MG, casos autoctones de LTA séao registrados por instituicbes oficiais de
saude desde 1987, e somente no ano de 2017, foram registrados 27 casos
confirmados de LTA (PASSOS et al., 1993; DATASUS, 2019).



24

O aumento significativo de casos de LTA pode estar relacionando com a
melhoria nos métodos de diagndstico, aumento no conhecimento dos profissionais a
cerca da doenca e consequentemente aumento de notificagdo de casos
confirmados. Todavia, também constituem como fatores importantes para crescente
numero de casos de LTA o aumento da exploracdo de areas silvestres, controle
inadequado dos vetores e reservatérios, do aumento de LTA associada coinfec¢oes
por doengas oportunistas tal como o HIV/AIDS e o aumento de resisténcia dos
parasitos as drogas anti-Leishmania (REITHINGER & DUJARDIN, 2007).

GRAFICO 1 - Notificagdes Confirmadas de LTA em Minas Gerais de 2013 a

2017.
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Fonte: Construido pelo préprio autor a partir de dados do DATASUS/Sinan, 2019.

No entanto, muitos estudos em MG n&o relatam ou ndo caracterizaram as
espécies de Leishmania envolvidas na infec¢do, o que dificulta a associagao das
formas clinicas, bem como a possibilidade adequada de manejo epidemioldgico dos

surtos .

1.1.2 Etiologia

Atualmente, nas Américas, sao reconhecidas 11 espécies de Leishmania
dermotropicas causadoras de LTA humana e oito espécies descritas,
exclusivamente em animais. No Brasil, os agentes etiolégicos da LTA podem ser

protozoarios tanto do subgénero Leishmania (Leishmania amazonensis, complexo
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Leishmania mexicana) quanto do subgénero Viannia (Leishmania guyanensis,
Leishmania lainsoni, Leishmania shawi, Leishmania naiffi, Leishmania lindenbergi e
Leishmania braziliensis) (BRASIL, 2017).

A Leishmania (Viannia) braziliensis € a principal espécie de Leishmania
responsavel pela LTA no Brasil (LAINSON, 2010). Apesar de ser uma doenga
predominante em meio silvestre, a L.(V.) braziliensis adaptou-se a agao antrépica e
a vetores e hospedeiros-reservatérios em areas rurais e urbanas, sendo crescente o
numero de casos nestas areas (WHO, 2010). Devido a sua ampla distribui¢ao,
desde a América Central até o norte da Argentina, € considerada a espécie mais
importante causadora da LTA em toda América Latina. No Brasil, L. braziliensis
encontra-se amplamente distribuida (BRASIL, 2017). Considerando o estado de MG,
a espécie L. braziliensis € mais predominante nas infecgbes humanas (BRASIL,
2017).

A infecgcao por L. braziliensis, pode apresentar um periodo de incubagao que
varia de duas semanas a varios meses. A apresentacao clinica consiste em lesdes
cutédneas com ulceras rasas, circulares, com bordas elevadas e bem definidas e com
assoalho da ulcera de aspecto granular (MARZOCHI, SCHUBACH & MARZOCHI,
1999). A linfadenopatia regional normalmente antecede ao surgimento de ulceragcdes
por uma a 12 semanas (COSTA, 2007; GONTIJO & CARVALHO, 2003). Além dos
sinais clinicos classicos, Quaresma e colaboradores (2011) encontrou lesdes
atipicas que formavam papulas, placas, nédulos, vegetante, verrucosa e ulcero-
crostosas em pacientes diagnosticados com L. braziliensis na reserva indigena do
Xakriaba (MG).

O diagndstico definitivo depende da identificagdo de amastigotas em tecido ou
promastigotas em meio de cultura (GONTIJO & CARVALHO, 2003). Porém, as
ferramentas de biologia molecular tém se mostrado extremamente uteis, nao apenas
para o diagndstico, mas também para a caracterizagcdo das espécies de Leishmania
e verificacdo da diversidade genética do parasito (REITHINGER & DUJARDIN,
2007).
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1.1.3 Transmissé&o e ciclo biolégico

De forma breve, o ciclo de transmissdo dos parasitos do género Leishmania
ocorre principalmente quando insetos flebotomineos (Diptera: Psychodidae:
Phlebotominae) do género Phlebotomus (na Europa, Africa e Asia — Velho Mundo) e
Lutzomyia (do sudeste dos EUA ao norte da Argentina — Novo Mundo) infectados
regurgitam formas flageladas (promastigotas) do parasito na pele do hospedeiro
durante repasto sanguineo (KILLICK-KENDRICK, 1999; MARZOCHI, SCHUBACH &
MARZOCHI, 1999). As formas promastigotas sao fagocitadas por macréfagos e/ou
outros tipos de células fagociticas mononucleares, onde se transformam em formas
nao-moéveis, intracelulares obrigatdrias e divisiveis, denominadas amastigota, e
replicam, resultando no rompimento da célula hospedeira, disseminando a infec¢ao
para outras células monociticas fagocitarias. Os flebotomineos se infectam ao
ingerirem células contendo as formas amastigotas que, no intestino do inseto, se
transformam novamente em promastigotas e migram para a probdscide, propiciando
a infeccdo de novos hospedeiros (KILLICK-KENDRICK, 1999; YOUNG & DUNCAN,
1994).

Os hospedeiros invertebrados vetores dos agentes etioldgicos da LTA sao
fémeas de flebotomineos pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae. Dependendo da regido geografica, podem receber nomes
populares, como: mosquito palha, asa dura, asa branca, tatuquira, birigui, cangalha,
cangalhinha, ligeirinho, péla-égua, arrupiado (CAMARGO & BARCINSKI, 2003). No
Brasil, as cinco principais espécies de vetores da L. (V.) braziliensis sao Lutzomyia
(Nyssomya) intermedia, Lutzomyia (N.) neivai, Lutzomyia (N.) whitmani, Lutzomyia
migonei e Lutzomyia (Pintomya) pessoai. Estudos indicam que Lutzomyia (P.)
fischeri também pode possuir capacidade vetorial (SHIMABUKURO et al., 2010). No
ambiente rural, L. whitmani e L. migonei sdo os principais vetores. (CAMARGO-
NEVES et al., 2002). Atualmente, L. intermedia é o vetor mais importante de L. (V.)
braziliensis por estar presente no ambiente peridomiciliar. Esta espécie sofreu
adaptacao e tornou-se abundante em ambientes que sofreram antropizagdo, com
reducdo total ou parcial de cobertura vegetal original e demonstram alta afinidade

nas areas que compreendem o intra e peridomocilio (SILVA & GOMES., 2001).
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1.1.4 Hospedeiros mamiferos

O ciclo bioldgico da LTA pode estar associado a uma enorme diversidade de
hospedeiros mamiferos que podem atuar como reservatérios. Os pequenos
mamiferos sdo considerados os principais reservatérios da LTA (ASHFORD et al.,
1998, TONELI et al., 2017) por serem abundantes nos diversos biomas, tolerarem

bem infecgéo por L. brasiliensis e possuirem alto potencial biético.

Diversos estudos demonstraram a prevaléncia de infeccdo por espécies de
Leishmania entre pequenos mamiferos de areas endémicas e ndo endémicas
(ASHFORD et al, 1998; BRANDAO-FILHO et al., 2003; LIMA et al., 2013;
QUARESMA et al.,, 2011). Apesar da complexidade em determinar se um
hospedeiro pode atuar como reservatério, algumas espécies de pequenos
mamiferos silvestres e sinantrépicos ja foram encontrados naturalmente infectados,
tais como Rattus rattus (PEREIRA et al., 2017; BRANDAO-FILHO et al., 2003;
OLIVEIRA et al., 2005), Oryzomys capito (FORATTINI et al., 1976), Oryzomys
subflavus (OLIVEIRA et al., 2005), Bolomys lasiurus (BRANDAO-FILHO et al., 2006),
Nectomys squamipes, (BRANDAO-FILHO et al., 2003), Didelphis albiventris
(BRANDAO-FILHO et al., 2003; SCHALLIG et al., 2007), Thrichomys apereoides
(QUARESMA et al., 2011) Cerradomys subflavus, Gracilinanus agilis, Oxymycterus
dasytrichus e Akodon cursor (TONELLI et al., 2017). Em Belo Horizonte, Melo
(2008) demonstrou alto numero de animais positivos (29%), para Leishmania
subgénero Viannia, sendo 89% destes, infectados por L. braziliensis e pela primeira
vez foi detectada a infeccdo natural em Didelphis aurita (marsupial), Galictis sp.

(carnivoro), Mus musculus e Rattus novergicus (roedores sinantrépicos).

Apesar da grande diversidade de animais vertebrados encontrados infectados
naturalmente por L. braziliensis, sdo necessarios mais estudos a fim de obter maior
compreensao da competéncia dessas especies como reservatorios da L.
brazilienesis (ANDRADE et al., 2015). Contudo, sabe-se que algumas espécies de
pequenos mamiferos sinantropicos, além de contribuirem para a manutencdo do
parasito na enzootia silvestre, sdo também importantes na conexao entre os ciclos
silvestre, rural e urbano (CABRERA et al., 2003). Um estudo conduzido por Tonelli
et al. (2017), isolou pela primeira vez L. braziliensis em pequenos mamiferos

silvestres (Akodon cursor, Cerradomys subflavus e Oxymicterus dasytrichus) em
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Minas Gerais e demonstrou que a infecgdo apresentou um padrao diferente do
observado em humanos, infectando outros tecidos além da pele. Essas diferencas
na apresentacdo clinica da doenca estdo relacionadas a diversos fatores que
influenciam na apresentagdo clinica e na gravidade da doencga, tal como as
caracteristicas genotipicas e de patogenicidade de cepas de L. braziliensis, bem
como fatores intrinsecos relacionados ao hospedeiro, como por exemplo seu estado
imunoldgico, genético e nutricional (CDC, 2019; QUARESMA et al, 2011; WHO,
2019;).

Além dos animais silvestres, também se sabe pouco sobre a importancia dos
animais domeésticos na epidemiologia da L. braziliensis (CASTRO et al., 2007). Os
caes sao animais domésticos de maior importancia neste contexto, por muitos deles
fazerem conexao com ambiente peridoméstico e doméstico, ou mesmo transitando
entre os ambientes silvestres e pelo convivio intenso com o homem. Contudo, seu
papel como reservatério ainda é controverso. Madeira et al. (2005) e Padilla et al.
(2002) na Argentina, demonstraram que os caes apresentaram poucas lesdes e
estas estavam com poucos parasitos, sugerindo que estes animais ndo atuam como
reservatorios, sendo hospedeiros eventuais. Entretanto, Gontijo et al. (2002) isolou
L. braziliensis de caes, sugerindo que estes animais também podem contribuir para
a manutengao do ciclo do parasito no ambiente peridoméstico. Falqueto et al. (2003)
verificou que a ocorréncia de casos humanos de LTA é mais frequente na presenca
de cées infectados com L. braziliensis. Deste modo, demonstra-se a importancia do
correto diagndstico baseado na caracterizacao das espécies de Leishmania nos
caes infectados, para melhor compreender o papel destes hospedeiros na

epidemiologia da LTA.

Devido a urbanizagao acentuada da leishmaniose, outras espécies de animais
domésticos podem estar envolvidas na epidemiologia da L. braziliensis. No Brasil,
equinos, suinos e gatos ja foram encontrados infectados por L. braziliensis
(PASSOS et al., 1996; SIMOES et al., 2005). A leishmaniose felina é um achado
incomum, sugerindo que a doencga é rara em gatos. Porém, Schubach (2004) isolou
L. braziliensis em dois gatos que apresentavam sinais clinicos de LTA em um surto

domiciliar no Rio de Janeiro. Apesar da proximidade dos gatos com os humanos e o
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aumento no numero destes animais domiciliados, ainda sdo escassos os estudos

sobre a infeccéo por Leishmania nessa espécie.

O papel do homem na manutencdo da epidemiologia da LTA também ainda é
discutido. Sabroza (1981) identificou maior numero de infec¢do entre individuos que
moravam em residéncias com mais de seis moradores. O autor sugere que o achado
seria um indicativo de transmissdo peridomiciliar. Além disso, segundo a OMS
(Organizacédo Mundial da Saude, do inglés WHO — World Health Organization),
(2010) nos focos de LTA a transmissdo pode ocorrer com a picada de flebétomos
somente entre humanos. Infecgdes subclinicas ou inaparentes, demora na procura
de assisténcia médica e falhas no diagnéstico, podem favorecer a manutencéo do

parasito e a transmisséo antropondtica (DU et al., 2016)

Portanto, percebe-se que ainda séo insuficientes os conhecimentos quanto ao
papel dos hospedeiros na cadeia de transmissdo da LTA nos diferentes cenarios,
bem como sobre as modificagbes génicas do parasito que podem favorecer sua
propagacado. Contudo, considerando o0 aumento nas espécies de animais
identificadas como hospedeiras, bem como as diversas defesas antiparasitarias que
cada espécie apresenta, supbe-se que estd ocorrendo alteragbes génicas
adaptativas na L. braziliensis (VICKERMAN, 1994; ROUGERON et al., 2010).

Ao longo do tempo a L. braziliensis desenvolveu diversos recursos para
sobreviver aos diversos hospedeiros vertebrados e invertebrados e assim ter
sucesso ha sua propagagao. Considerando o processo de urbanizagdo um
fendmeno recente, demonstra a necessidade de entender esse processo adaptacao
€ de primordial relevancia para um melhor conhecimento de sua epidemiologia e

potencial evolutivo.

1.1.5 Tratamento

No Brasil, o tratamento das leishmanioses para humanos é fornecido de
forma gratuita pelo SUS (Sistema Unico de Saude) e, de acordo com o Ministério da
Saude (MS), a droga de primeira escolha sdo os antimoniais pentavalentes
(antimoniato de N-metil glucamina - Glucantime ®), e como segunda escolha a
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anfotericina B e derivados (BRASIL, 2017). O tratamento é desafiador e longo,
sendo necessario monitoramento e hospitalizagdo do paciente. Além disso, as
drogas disponiveis apresentam alta toxicidade e, algumas, teratogenicidade, (GOTO
& LINDOSO, 2010) fatores que podem induzir muitos pacientes a abandonarem o

tratamento.

Apesar da resposta ao tratamento apresentar diferenca entre espécies de
Leishmania, as drogas utilizadas ainda s&do as mesmas, independente da espécie
diagnosticada. No Brasil, Romero e colaboradores (2001) observaram que a falha da
terapia com antiménio foi maior nos pacientes infectados com L. (V.) guyanensis
(73,7%) do que naqueles infectados com L. (V.) braziliensis (49,2%). Essa diferenca
pode ser explicada pelas diferengas génicas entre as linhagens de Leishmania. Por
tanto, ndo considerar a espécie de Leishmania ao conduzir uma terapia, pode
propiciar ndo somente na falha terapéutica, como também pode contribuir com a

resisténcia do parasito.

Ao longo dos ultimos anos tem se observado aumento na resisténcia aos
medicamentos existentes (GOTO & LINDOSO, 2014), portanto é necessario mais
estudos a fim de melhorar o uso dos medicamentos ja disponiveis, busca de novos
alvos terapéuticos, maior conhecimento acerca da evolugédo do parasito e assim
promover o desenvolvimento de novos medicamentos mais apropriados. Em contra
partida, ha pouco interesse dos governos e da industria farmacéutica no
investimento em pesquisas e desenvolvimento de novas drogas, dificultando o
controle da doencga e favorecendo aparecimento de cepas geneticamente variantes
e mais resistentes (RANGEL et al., 2014).

1.2 Aspectos moleculares e diversidade genética do género Leishmania

1.3 Genoma e reproducao

Diversos estudos tem demonstrado a ampla diversidade genética do género
Leishmania, principalmente considerando L. braziliensis (CUPPOLILO et al., 2003;
PACHECO et al.,1990) onde caracteristicas do seu genoma contribuem com essa
diversidade. O genoma nuclear desses protozoarios apresenta grande plasticidade

inter e intraespécie, apresentando variagdo no tamanho e numero dos cromossomos
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e no genoma mitocondrial, que varia em tamanho e organizagdo dos maxicirculos
(PACHECO et al.,1990).

O genoma haploide de L. braziliensis é arranjado em 35 cromossomos, como
resultado de um evento de fusdo envolvendo cromossomos 20 e 34, enquanto
espécies viscerotropicas (L. infantum e L. donavani) possuem 36 Cromossomos
(BRITTO et al., 1998; ROGERS et al.,, 2011). A analise genbmica comparativa
dessas espécies de Leishmania demonstrou um numero pequeno de genes
especificos, sendo apenas 19 genes para L. infantum e 67 para L. braziliensis
(RAYMOND et. al., 2012). Além disso, estudos recentes demonstram grande grau
de aneuploidia, através do sequenciamento e da analise integral do genoma desses
parasitos (ROGERS et al., 2011; RAYMOND et. al., 2012).

Rogers e colaboradores (2011) demonstraram que, durante a amplificagdo do
cromossomo, 0 aumento do numero de copias de genes pode contribuir para
alteragcdes na expressdo génica. Supbe-se que essas alteragbes ocorram em
resposta as condi¢des ambientais e do hospedeiro, fornecendo uma base genética
para o tropismo do parasito. Além disso, evidenciaram que as alteracbes complexas
no numero de copias cromossdémicas podem ser bem toleradas em espécies de
Leishmania e que aneuploidia é instavel entre cepas, principalmente devido as

distintas pressdes ambientais.

Ademais, a estrutura do genoma de Leishmania apresenta matrizes em
tandem de genes duplicados (IVENS et al., 2005). A maioria desses genes codificam
proteinas, cuja funcdo ainda é desconhecida. Estudos sugerem que possam
contribuir para o tropismo parasitario e patologia associada as diferentes formas da
doenca (PEACOCK et. al., 2007). Assim, sdo necessarios mais estudos para
determinar a funcionalidade desses genes na biologia do parasito e como podem

influenciar na sua propagacao e patogenia.

A forma como ocorre a reproducdo de espécies de Leishmania também
influencia na diversidade genética do parasito. Atualmente sabe-se que podem
ocorrer duas formas reprodutivas: clonalidade (assexuada) e sexualidade
(ROUGERON et. al., 2010). Acredita-se que a maioria das espécies do género
Leishmania apresenta processo de perpetuagao clonal como principal meio de
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reproducdo (TIBAYRENC & AYALA, 2002). Na reproducdo exclusivamente clonal
nao ocorre segregagao e recombinagdo, o que gera clones estaveis. A hipotese de
clonalidade nao impossibilita a ocorréncia de recombinag¢ao genética esporadica. Ja
a reproducgao sexual gera segregacgao e recombinagéo. A segregacao trata de alelos
em unico locus, ja a recombinacéo relaciona alelos em locus distintos (TIBAYRENC
& AYLA, 2002).

Existem diversos relatos de evidéncias que ha troca genética entre diferentes
espécies de Leishmania em populagbes naturais durante sua passagem pelo vetor
(MAURICIO et al., 2006; ROUGERON et al., 2010; VICKERMAN, 1994). Acredita-se
que a troca genética intraespécie de Leishmania tem implica¢des para a heterose. A
heterozigose pode ser desencadeada pelas mutagdes em um alelo ou pela permuta
genética entre cepas com diferentes alelos (MAURICIO et. al. 2006). As mutagdes
sd0 mais provaveis para sitios heterozigotos unicos, porém a recombinagdo é uma
explicacdo mais aceita para mais de dois sitios. A recombinagao entre espécies ou
mesmo entre grupos genéticos pode contribuir com aumento de viruléncia das cepas
circulantes, resisténcia a quimioterapicos e maior capacidade de infectar diferentes
hospedeiros e vetores, sendo uma estratégia reprodutiva natural desses parasitos e
que confere uma vantagem seletiva (MAURICIO et. al. 2006; TESFAYE et al., 2014).

A organizagdo dos genes de espécies de Leishmania apresentam sintenia.
Contudo, ha um alto nivel de polimorfismos nas sequencias de DNA entre as
diversas espécies (RAVEL et al., 2006; ROUGERON et. al., 2010).

Em populacdes naturais de diferentes espécies de Leishmania é possivel
encontrar polimorfismos (ou SNPs - polimorfismo de nucleotideo simples ou unico,
do inglés single nucleotide polymorphism) o que pode elucidar as adaptagdes destes
parasitos as alteracbes ambientais. Estudos analisando a diversidade genética de L.
infantum no Velho Mundo contribuiram para o entendimento da epidemiologia do
parasito, incluindo a distribuicdo geografica dos diferentes gendtipos e as
associagdes entre genodtipos especificos e diferentes apresentagcdes clinicas da
doenca (ZEMANOVA, 2004).

Entre as diversas espécies de Leishmania, observa-se uma variagcao

fenotipica ocasionada por polimorfismos que também ocorre intraespécie, alterando
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os niveis de viruléncia entre clones (GARIN et al., 2001). Consequentemente, essas
variagbes podem afetar a resposta imunoldgica do hospedeiro, contribuindo para
apresentacoes clinica atipicas da doenca além de afetar a eficiéncia das terapias
utilizadas (CUPOLLILO et al., 2003; QUARESMA et al., 2011). Cupollilo et al. (2003)
observaram polimorfismos em L. braziliensis de diferentes regides e hospedeiros,
principalmente na Amazénia, demonstrando 15 zimodemas diferentes, utilizando a

técnica de isoenzimas.

1.4 Relagdo da diversidade genética com os ciclos de transmissdo (vetores e

reservatorios)

A plasticidade do genoma de espécies de Leishmania permite que esse
género se adapte a diferentes ambientes, incluindo a capacidade de sobreviver em
uma variedade de hospedeiros mamiferos e resistr a uma variedade de
medicamentos (LEPROHON et al.,, 2009). A ampla diversidade genética desse
parasito pode estar relacionada aos aspectos epidemiolégicos, tal como modo de
transmissao e a grande variedade de ambientes e hospedeiros, que causam grande

pressao seletiva ao parasito, induzindo-o a adaptar rapidamente.

Considerando a diversidade genética intraespecifica e a grande variedade de
ambientes, vetores e reservatorios, acredita-se que subpopulagbes heterogéneas
circulem em areas endémicas (TIBAYRENC et al., 1990). Reservatorios e vetores
podem atuar como “filtros bioldgicos” para clones, através de pressdo imune,
induzindo a formagao de polimorfismos, e consequentemente cepas geneticamente
variantes. O mecanismo adaptativo de selecdo clonal, explica a circulagcdo de
subpopulagdes heterogéneas na natureza (LEE, TARN & CHANG, 1993; PACHECO
et al.,, 1990). Deste modo, situagdes epidemioldgicas mais simples ou mais
complexas podem ser resultado da capacidade que determinados clones teriam, ou

nao, para propagar-se em areas endémicas especificas (PACHECO et al., 1986).

Estudos em diferentes areas e diferentes hospedeiros podem revelar
caracteristicas interessantes que auxiliam na compreensado da histéria natural do
parasito, da evolugdo e do manejo epidemioldgico (FERREIRA et. al., 2012).
Acredita-se que a existéncia de diferentes ciclos de transmisséo para L. braziliensis

contribua para a ocorréncia e manutencdo da diversidade intraespecifica
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(CUPOLILLO et al., 2003). Pacheco e colaboradores (1990) demonstraram em
amostras de L. braziliensis isoladas da regido amazodnica alta heterogeneidade
genética. Essa diversidade genética esta relacionada ao grande numero de espécies
de vetores e hospedeiros-reservatorios que compdéem os ciclos de transmissdo do
parasito nesta regido, diferente do que ocorre em regiées mais ao sul do Brasil onde
nao ha tanta diversidade de individuos no ciclo, apresentando baixo nivel de
heterogeneidade genética. No entanto, ainda sdo escassos estudos sobre a
divergéncia intraespécie e distribuicdo geografica dos isolados de L. braziliensis,
sendo necessarias mais pesquisas, a fim de elucidar como diferentes vetores,

reservatorios e ambiente moldam a variabilidade nas populagdes.

Por fim, observa-se que diversos fatores, que vao desde fatores intrinsecos
do parasito até o background genético e imunoldgico do hospedeiro, precisam atuar
de forma sinérgica para que ocorra propagacgao do parasito e para que um individuo
adoeca (DESJEUX, 2001). Contudo, observa-se através de estudos do genoma, que
algumas espécies de Leishmania ou mesmo subpopulagbes especificas dentro de
uma espécie podem ser dotadas de mecanismos genéticos de resisténcia ao
hospedeiro e a drogas, bem como capacidade de gerar patogenia de formas
distintas (CHANG & MCGWIRE, 2002). Estudos demonstram a apresentagao de
formas clinicas especificas, causadas por L. braziliensis, restritas a determinadas
regides geograficas, como por exemplo, casos de leishmaniose muco-cuténea
(LMC) e disseminada no estado da Bahia (Brasil), e casos de lesbes atipicas na
reserva indigena do Xakriaba em MG (QUARESMA et al, 2011; SCHRIEFER et al.,
2009). Estes dados sugerem que grupos de genotipos contribuam para a ocorréncia
das formas clinicas da LTA (BOITE, 2014; SCHRIEFER et al., 2009). Embora a
capacidade de viruléncia e resisténcia possa ser modulada por fatores ambientais e
genéticos de seus hospedeiros, aspectos moleculares das espécies de Leishmania
sdo elementos-chave para compreensao da diversidade genética e evolugiao da
LTA.
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1.5 Epidemiologia molecular e ferramentas moleculares aplicadas na

caracterizagcao das Leishmanioses

As modificagdes na dinamica epidemiologica da LTA tém sido alarmantes nas
ultimas décadas, desafiando o sistema de saude publica. Os avancos nas técnicas
de caracterizagdo molecular estdo auxiliando na compreensao da ecopidemiologia
dos parasitos do género Leishmania (FERREIRA et. al., 2012). O termo
“‘epidemiologia molecular” vem sendo amplamente utilizado na comunidade
cientifica. A definicdo de epidemiologia molecular ainda € bem discutida, contudo
consiste no uso de técnicas moleculares aplicadas ao estudo da distribuicido e
determinantes de doenga em populagdes ( FOXMAN & RILEY, 2001; SCHULTE &
PERERA, 1993). A taxonomia, a filogenia e a genética constituem ferramentas
essenciais que possibilitam a resolugdo de muitos questionamentos
epidemioldgicos, sendo imprescindivel para um melhor detalhamento das mudangas
epidemioldgicas que ocorrem com o protozoario em questdo (BANULS, HIDE &
TIBAYRENC, 1999; FOXMAN & RILEY, 2001). Deste modo, a epidemiologia
molecular apresenta-se como uma ferramenta importante que vém proporcionando
maior conhecimento sobre histéria natural da doenca e auxiliado assim estudos
epidemioldgicos (FERREIRA et. al., 2012).

Atualmente existem diversas técnicas e ferramentas de biologia molecular
disponiveis para analises da epidemiologia das leishmanioses, porém escolher o
método mais adequado para cada estudo € ainda um desafio (SCHONIAN et. al.,
2011). Diferentes metodologias tém sido empregadas na caracterizagao e estudos
da evolugao e a variabilidade genética em Leishmania. Apesar disso, considerando
estudos em nivel intraespécie, a identificagdo de variagbes genéticas (ou hibridos)
entre populagdes naturais é complexa. Estas variagdes podem estar associadas a
genes que possuem polimorfismos diretamente relacionados ao tipo de
hospedeiro/reservatério em que o parasito esta adaptado ou mesmo aqueles em que

0 parasito esta em processo de adaptagao.

Eletroforese de enzimas multilocus (MLEE, do inglés Multi Locus Enzyme
Electrophoresis) é o estudo de polimorfismos em enzimas que atuam em vias

metabdlicas. Foi a primeira metodologia empregada para caracterizar isolados de
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Leishmania e ainda € a técnica considerada por muitos como padrao ouro para
estudos moleculares de taxonomia (MOMEN, 1984; SCHONIAN et al., 2010a).
Entretanto, apresenta limitacbes quanto a utilizacdo da técnica, tal como
necessidade de se isolar e cultivar os parasitos, além da observacdo de um mesmo
zimodema que pode incluir gendtipos diferentes (MAURICIO et al., 2006;
SCHONIAN et al., 2010a).

Além da MLEE, existem diversas ferramentas disponiveis para identificacdo
de espécies e andlise filogenética incluindo técnicas de reagdo em cadeia da
polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction), analise do polimorfismo do
comprimento do fragmento de restricdo (RFLP - Restriction Fragment Length
Polymorphism) e sequenciamento do DNA, bem como métodos inovadores, como
tipagem de sequéncias multilocus (MLST - Multilocus sequence typing) e tipagem de
microssatélites multilocus (MLMT - Multilocus microsatellite typing). O MLST é

considerado atualmente a técnica mais promissora (LAUTHIER et al., 2019).

Varios estudos mostraram que as mesmas regides gendmicas alvo podem ser
usadas para comparar distdncias entre as espécies, mas também para avaliar a
diversidade genética dentro das espécies. Além da capacidade de distinguir
espécies de Leishmania, a técnica MLST tem-se demonstrado eficiente para
identificar variabilidade genética, possibilitando analise da dindmica populacional do
parasito (BANULS, HIDE & PRUGNOLLE, 2007). Atualmente a técnica conta com
dez marcadores descritos e testados para o complexo de L. donovani (ZEMANOVA
et al., 2007) e quatro alvos propostos para L. (Viannia) spp. (TSUKAYAMA et al.,
2009). Porém, as bases de dados para Leishmania (niumero de cepas digitalizadas e
publicadas) ainda é relativamente pequena, configurando uma desvantagem da
técnica atualmente (BOITE et. al., 2012).

A anadlise de mais loci (quatro ou mais) forneceria mais seguranca na
discriminagdo das cepas (BOITE et. al., 2012; MAURICO et. al., 2006; VOLPINI et
al., 2004). Mauricio e colaboradores (2006) propuseram o primeiro esquema de
alvos para Leishmania spp., € desde entdo outras combinagdes de alvos de MLST
foram desenvolvidos. A escolha dos genes alvo pode variar de acordo com o
questionamento de cada pesquisa, pois genes mais polimorficos podem fornecer
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informacdes importantes para distingdo de espécies mais préximas, ou intraespécie,
como cepas. Em contra partida, genes mais conservados sao uteis na estruturagao
em niveis taxondmicos mais elevados (BOITE, 2014). Contudo, até o presente
momento ndo ha ainda um consenso para padronizacdo sobre qual a melhor

combinagao de alvos a serem utilizados (LAUTHIER et al., 2019).

Assim como ja é proposto para outros microrganismos patogénicos, o MLST
representa uma excelente ferramenta que tem caracteristicas para tornar o novo
padrao ouro em genotipagem de Leishmania, incluindo estudos filogenéticos e
epidemioldgicos, principalmente considerando aqueles que analisam grande numero
de isolados de diferentes areas geograficas, hospedeiros e vetores. Entretanto, para
tornar a técnica referéncia, sao necessarios mais estudos para aumentar o banco de
dados de MLST para L. braziliensis e aumentar o numero de sequéncias de cepas

publicadas.

Nos proximos topicos, serdo descritos os alvos moleculares escolhidos
baseados, principalmente, nos alvos propostos para a técnica de MLST para a

caracterizagdo molecular.

1.6.1 Marcadores e/ou alvos moleculares para caracterizagdo genética

Diversos marcadores genéticos, que apresentam particularidades e niveis
variaveis de detecgdo de diversidade genética intra e interespecificas, tem sido
empregados a fim de elucidar questdes taxonémicas, evolutivas, epidemioldgicas e
resisténcia a drogas.

Os principais marcadores utilizados para L. braziliensis sao especificos para
fragmentos de genes que codificam enzimas metabdlicas, sendo essenciais para a
sobrevivéncia do parasito no hospedeiro. Entretanto, algumas enzimas sao
importantes na viruléncia e resisténcia do parasito, tal como a glucose-6-fosphato
dehydrogenase (g6pd) e manose fosfato isomerase (mpi). Outro marcador
comumente utilizado é o gene codificador da enzima de choque térmico (hsp70)
sendo eficiente em demonstrar niveis de polimorfismo para L. braziliensis (SILVA et
al., 2010).
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1.5.1.1 Proteina de Choque térmico 70 kilodaltons (hsp70)

Os organismos eucariotos, quando sofrem aumentos repentinos de
temperatura, expressam proteinas de choque térmico (HSPs — do inglés heat-shock
proteins). Estas proteinas compéem um mecanismo primordial para protecédo de
proteinas precursoras e s&0 essenciais para a desagregagdo dos complexos
proteicos formados durante o periodo de estresse térmico (PELHAM, 1986). Os
tripanossomatideos sido capazes de se adaptar as modificacbes drasticas de
temperatura, pois parasitam insetos e mamiferos que possuem diferentes
temperaturas. Portanto as HSPs compde um mecanismo essencial para

sobrevivéncia e manutencao do ciclo destes parasitos.

Dentre todos os genes de HSPs, a hsp70 é o gene mais altamente
conservado em sequéncia e fungado (GARCIA et al., 2004; FRAGA et al., 2010). Este
gene permite analisar a variabilidade genética, sendo um alvo adequado para
tipagem de espécies de Leishmania neotropicais (SILVA et. al., 2010). A proteina
hsp70 esta envolvida na imunopatologia das leishmanioses, fornecendo informagdes
importantes sobre resisténcia e viruléncia do parasito (FOLGUEIRA & REQUENA,
2007). Variacao no gene de hsp70 tem sido associada a resisténcia ao antimdnio em
L. donovani e L. infantum (AKHOUNDI et al., 2016a).

1.5.1.2 Espacgadores transcritos internos (ITS1)

Centenas de genes ribossomais nucleares, repetidos em tandem (rDNA)
estdo presentes na células da Leishmania (HILLS et.al., 1991). No interior de cada
copia repetida de rDNA, encontra-se dois espacadores transcritos internos, (ITS)
localizados entre os genes de pequena subunidade (SSU) e de grande subunidade
(LSU) do rRNA. ITS-1 e ITS-2 estdo separados pelo gene rRNA 5.8S (figura 1), e
ambos sdo marcadores de sequéncias espécie-especifica (CUPOLILLO et. al.,
1995). A PCR-ITS1, localizado entre os genes 18S e rRNA 5.8S, tem apresentado
excelente sensibilidade e especificidade (NASEREDDIN et. al., 2008).
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Figura 1 — Organizagdo do locus do rDNA de tripanozomatideos demonstrando a

subunidades conservadas (SSU) e a subunidade variavel (ITS1).

O ITS1 é um alvo de facil amplificagdo, mesmo quando ha baixa quantidade
de DNA (VAN-EYS et. al., 1992). O produto amplificado pode ser digerido, com a
utilizacdo das enzimas de restricdo (RFLP), também permite a identificagcdo e
caracterizacdo do patdégeno (SCHONIAN et. al., 2003).

Kuhls e colaboradores (2005), utilizando sequéncias de ITS 1 e 2, de cepas
do complexo Leishmania donovani provenientes da América Central e do Sul,
Europa, Asia e Africa, identificaram a existéncia de diferentes grupos filogenéticos,
sendo que estas diferengas foram corroboradas por algumas diferengas na biologia

e comportamento clinico das cepas viscerotropicas.

1.5.1.3 Manose-6-fosfato isomerase (mpi)

A manose-6-fosfato isomerase (mpi) € uma enzima metabdlica que participa
da via das pentoses no metabolismo da glicose, atuando como catalisador do
metabolismo de diversos monossacarideos (YOON et. al., 2009). Em organismos
procariotas e eucariotas, participa da biossintese dos ativadores doadores de
manose, que sao base para a biossintese de varios glicoconjugados (NUNES,
2016). Os parasitos do género Leishmania sintetizam grandes quantidades de
glicoproteinas e glicolipideos contendo manose, que estdo presentes em moléculas

de superficie envolvidas na viruléncia (ZHANGL et. al., 2006).

Além disto, a enzima mpi € o unico marcador enzimatico que permite a
distingdo entre as cepas das espécies L. peruviana e L. braziliensis, ambas,
espécies intimamente relacionadas e pertencentes ao subgénero Viannia (ARANA
et. al., 1990).
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1.5.1.4 Glucose-6-fosphato dehydrogenase (g6pd)

A glicose-6-fosfato desidrogenase (g6pd) € uma das enzimas amplamente
empregadas na MLEE para identificar zimodemas de Leishmania (WHO, 2010). A
g6pd também age na via das pentoses, onde sdo produzidos produtos essenciais,
por exemplo, para a sintese de nucleotideos, proteinas, e Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo-P (NADPH), importantes na defesa contra o estresse oxidativo em

que o parasito esta exposto no interior da célula hospedeira (GHOSH et al. 2017).

Além disso, marcadores para g6pd discriminam entre diferentes espécies de
Leishmania do Novo Mundo, distinguindo L. (V.) braziliensis de outras espécies do
subgénero Viannia (CASTILHO et al., 2003). Cupolillo et. al. (1994) demonstrou que
existem oito isoformas da g6pd para Leishmania, possibilitando diferenciar as
espécies pertencentes ao subgénero L. (Viannia) e identificou que a isoforma G6PD-

7 é exclusiva para L. (V.) braziliensis.

1.56.1.5 Isocitrato desidrogenase (ICD)

Icd (isocitrato desidrogenase) é uma enzima chave do ciclo de Krebs que
regula a transicdo para a gliconeogénese (RODRIGUEZ-CONTRERAS &
HAMILTOM, 2014). Diversos estudos tem utilizado o marcador genético para a
enzima icd em estudos de variabilidade genética. Brandao-Filho et al. (2003) ao
caracterizar e estudar a variabilidade genética, de diversas cepas, verificou perfil de
variante de L. (V.) braziliensis, através da utilizacdo do marcador ICD, identificando
a ocorréncia de 10 zimodemes diferentes, com nove (de 72 isolados)

correspondentes a L. braziliensis e um zimodema correspondente a L. shawi.

1.5.1.6 Fosfoglicomutase (PGM)

A fosfoglicomutase (PGM) é uma enzima que participa do processo e
interconversao de glucose-1-fosfato e glucose-6-fosfato, propiciando a glicogénese e
a glicogendlise. Herrera et al., (2017) ao utilizar o PGM verificou que ilsolados de L.
braziliensis apresentaram maior diversidade genética que L. panamensis e maior
numero de tipos de sequéncias dipldides (DSTs). O uso do gene PGM permitiu
distinguir as cepas de L. tropica de diferentes zimodemas e mostraram-se util na
identificagdo de espécies de Leishmania em amostras clinicas sem recurso a cultura
e ao MLEE (AZMIl et al., 2014).
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1.5.1.7 Alanina aminotransferase (ALAT)

A alanina aminotransferase (ALAT) € um das enzimas transaminase mais
relevantes na caracterizagao de cepas de Leishmania descritas até o momento. Esta
presente em dois compartimentos subcelulares, no citosol e na matriz mitocondrial
(MARCIANO et al., 2009). Sao altamente especificas e cumprem papel importante,
fornecendo cadeias de carbono para gliconeogénese, em amastigotas e
promastigotas (RODRIGUEZ-CONTRERAS & LANDFEAR, 2006). Contudo, suas

demais fun¢des ainda ndo estdo bem esclarecidas.

1.5.2 Estudos filogenéticos do género Leishmania

As divergéncias na variabilidade genética que os organismos do género
Leishmania apresentam €& um fator que aumenta complexidade da analise evolutiva
de populagdes deste parasito. Mais recentemente, o surgimento de alto numero de
marcadores moleculares, aliado a bioinformatica com construgdes de arvores
filogenéticas, tem sido proposto como ferramentas importantes para resolver
diferengas filogenéticas em nivel de espécie e para abordar questbes
epidemioldgicas e genéticas populacionais importantes de organismos patogénicos
(MAURICIO, 2018; VAN DER AUWERA & DUJARDIN, 2015).

As arvores evolutivas (filogenéticas) constituem ferramentas basicas
necessarias para a filogenia e taxonomia, sendo uma representacao grafica de
relagées ancestral-descendente entre organismos ou sequéncias genéticas e deve
ser considerada como uma hipotese de um relacionamento evolutivo entre um grupo
de organismos (HOLDER & LEWIS 2003; FELSENSTEIN 2004). Hoje, a maioria das
arvores filogenéticas é construida a partir de dados moleculares, sendo sequéncias
de DNA ou proteinas. Originalmente, o objetivo da maioria das arvores filogenéticas
moleculares era estimar as relagdes entre as espécies representadas por essas
sequéncias, mas hoje os propdsitos se expandiram para incluir o entendimento das
relagbes interespecificas, bem como entre as préoprias sequéncias,
independentemente da espécie hospedeira, inferindo as fungdes dos genes que nao
foram estudados experimentalmente e mecanismos elucidativos que levam a surtos
de microrganismos patogénicos (HALL & BARLOW 2006).



42

Nas arvores de filogenia molecular (figura 2), as sequéncias de nucleotideos
ou proteinas estdo nas pontas (fips) das arvores, enquanto que os ramos (branch)
conectam as sequéncias aos seus ancestrais (CALDART et al, 2016; HOLDER &
LEWIS 2003;). Arvores podem ser enraizadas ou ndo: quando possuem raiz
consideram uma sequéncia chamada grupo externo (outgroup), cujo objetivo é dar a
arvore uma direcdo (polaridade) evolutiva, determinando quem sdo as sequéncias
mais ancestrais. Quando as arvores n&o séo enraizadas, estas ndo indicam de qual
no representa o ancestral comum das demais sequéncias (VANDAMME, 2009). Os
ancestrais hipotéticos sao representados pelos nds, formando diferentes disposicoes
dos ramos da arvore, dando origem a diferentes agrupamentos (clusters), onde
podem estar inseridos numeros que representam valores do bootstrap. Estes valores
representam o numero de vezes em que ocorreu 0 nd nas réplicas realizadas,
podendo ser representado em porcentagem, portanto, € uma técnica estatistica que
testa a confiabilidade estimada. Por fim, a distancia evolucionaria entre duas
sequéncias é representada pela distancia dos ramos da arvore (HOLDER & LEWIS
2003).

ramo (branch)

A sequéncia

ng

D
raiz

grupo
:\’ (cluster)

outgroup

Figura 2 — Arvore filogenética enraizada. Fonte: CALDART et al,2016.

Uma das dificuldades em propor inferéncias filogenéticas €& agrupar
organismos em grupos monofiléticos que refltam ancestralidade comum,

considerando que diferentes genes podem apresentar diferentes taxas evolutivas
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que, por definicdo, € o numero de substituicdes de nucleotideos por sitio, por ano ou
milhdes de anos (HOLDER & LEWIS 2003; VANDAMME, 2009).
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2 JUSTIFICATIVAS

As mudancas recentes na epidemiologia da LTA tém apresentado fatores que
aumentam a preocupagdo quanto a continua propagacdo no Brasil. O carater
emergente e re-emergente da LTA, especialmente de L. braziliensis, bem como a
resisténcia do parasito ao limitado arsenal terapéutico, e adaptacdo a novos
ambientes e hospedeiros sugerem que estdo ocorrendo variagdes genéticas no

parasito.

Atualmente dispomos de metodologias de estudos genéticos que permitem a
caracterizagao e principalmente a identificacdo de variabilidade genética, esta que
pode influenciar em fatores que sédo epidemiologicamente relevantes no parasito, tal
como viruléncia, infectividade, patogenicidade, imunogenicidade e resisténcia a
drogas. Tal variabilidade genética pode se apresentar ndo somente inter, mas
também e intraespécie. Entretanto, estas caracteristicas podem ser selecionadas no

parasito de maneiras distintas nos diferentes hospedeiros.

A complexa relagdo entre o parasito e seus hospedeiros mamiferos ainda é
pouco elucidada. Os hospedeiros podem proporcionar a manutengao e propagagao
no ciclo epidemioldgico da L. braziliensis. Por isso, estudos genéticos de populagdes
de L. braziliensis em diferentes hospedeiros poderdao auxiliar na identificagdo de
variagdes espécie-especificas, contribuindo para elucidar a modificagdes na relagao
entre parasito-hospedeiro e fornecendo dados para a compreensdo da

epidemiologia da LTA.

As diferentes apresentagdes clinicas das leishmanioses causada por L.
braziliensis sugerem a existéncia de variantes intraespécie, podendo modificar a
capacidade do parasito em causar lesdes no hospedeiro. A busca pela identificacdo
de variagbes genéticas, principalmente relacionadas a viruléncia e infectividade é
necessaria para melhor compreender os mecanismos pelos quais esses parasitos
causam danos aos hospedeiros e reservatério. Tais conhecimentos contribuem para

a descoberta de novas ferramentas terapéuticas e de controle da LTA.

Minas Gerais € um estado significativamente afetado pela LTA, especialmente
por L. braziliensis. Contudo, a caracterizacdo molecular bem como estudos sobre a

diversidade genética de cepas de L. braziliensis em MG, ainda sao escassos
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evidenciando a necessidade de pesquisas em diferentes areas geograficas e

diferentes hospedeiros para uma melhor compreensao sobre a genética do parasito.

Por meio de estudos de caracterizagéo e diversidade genética de populagdes
€ possivel obter dados que elucidem correlagdes entre populagdes especificas de L.
braziliensis e fornecer informagdes ecoepidemiolégicas importante que contribuiréo

com prognéstico da LTA no Brasil.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar geneticamente cepas de Leishmania (Viannia) braziliensis
provenientes de hospedeiros humanos, cdes domésticos e pequenos mamiferos

silvestres e sinantropicos de Minas Gerais, Brasil.

3.2 Objetivos Especificos

1. ldentificar e avaliar a qualidade do DNA de Leishmania braziliensis do banco de
cepas do Grupo de Estudo em Leishmanioses - IRR;

2. Analisar possiveis variantes genéticas através de sequenciamento dos
marcadores voltados para os genes ITS1, hsp70, alat, gépd icd, mpi, e pgm;

3. Avaliar a aplicabilidade dos diferentes marcadores genéticos para analises de
variabilidade genética;

4. Investigar a relagdo entre as amostras de diferentes hospedeiros estudados e as
diferentes regides geograficas, através de filogramas.

5. Enriquecer o banco de dados para a compreensao da diversidade genética de

L. braziliensis no Brasil.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Locais do estudo
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As amostras utilizadas neste estudo sdo oriundas do estado de Minas Gerais,

que esta localizado na regido sudeste do Brasil. O estado possui 853 municipios
delimitados em uma area de 586.521,121 km? (IBGE, 2019), inseridos em 12

mesorregides, conforme mostra a figura 3. A populacdo estimada de 21.168.791

habitantes, e densidade demografica de 33,41 habitantes/km?, tendo como capital o

municipio de Belo Horizonte (IBGE, 2019).
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Figura 3 — Mapa representativo da localizacdo das Mesorregides do estado de Minas Gerais, Brasil.

Fonte dos dados: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), 2016.

Por estar localizado na parte central do territério nacional e pela sua grande

extensao territorial, Minas Gerais faz fronteira com seis outros estados (Espirito

Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Goias, Mato, Grosso do Sul e Bahia). Contudo,

apesar destas caracteristicas territoriais favorecerem o desenvolvimento da

economia do estado, elas sdo importantes na manutencdo de disparidades

socioecondmicas entre as diferentes regides do estado. A porcao sul, considerada
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mais industrializada e desenvolvida economicamente, possui maior riqueza e
apresenta bons indicadores sociais. Ja a por¢ao norte, € afetada economicamente,
persistindo os mesmos problemas do Nordeste do Brasil: déficit nos servicos de
saneamento ambiental, elevada taxa de mortalidade infantil e alto indice de
analfabetismo. Problemas que sdo ocasionados pela auséncia politicas publicas

eficientes, sendo considerada uma das areas mais pobres do pais (IBGE, 2016).

No relevo, identifica-se uma grande propor¢céo de terras altas, bem como
chapadas e planicies, sendo caracteristico por possuir area bastante acidentadas,
que influencia no seu clima, apresentando variagdes principalmente entre tropical de
altitude e tropical umido. Em especial, no extremo norte mineiro, devido a baixa
pluviosidade, apresenta clima semiarido, com secas prolongadas. No centro-sul, o
clima é o tropical semi-umido, com verdes chuvosos. A cobertura vegetal de Minas
Gerais pode ser resumida em quatro biomas principais: Cerrado, mais abundante
destacando-se nas bacias dos rios Sdo Francisco e Jequitinhonha; Mata Atlantica,
segundo mais presente; Campos de Altitude ou Rupestres, presentes nos pontos
mais altos do estado; e Mata Seca, no extremo norte. O estado conta também com
areas especiais, como as cinco reservas indigenas, onde residem aproximadamente
6.000 indios, e areas de preservacao ambiental, sobretudo parques nacionais,
estaduais e municipais (CBMM. 2013).

4.2 Selecao das amostras de Leishmania (V.) braziliensis

Para o presente estudo foram inicialmente analisadas 447 amostras de
tecido, cultura ou DNA (previamente extraido) provenientes de diferentes
hospedeiros mamiferos. Contudo, somente 28 amostras apresentaram os requisitos
minimos para participagdo no estudo, tais como concentragcdo de DNA acima de
50ng/ul, juntamente com volume compativel para realizacdo de todos os
experimentos (minimo de 60ul), amplificagdo em todas as técnicas de PCR utilizadas
neste estudo e identificagcdo na técnica de PCR-RFLP ITS-1 como Leishmania
braziliensis. A quantificacdo do DNA presente nas amostras foi realizada por meio
de espectrofotometro NanoDrop — ND100 (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,

EUA) utilizando 2 pyL das amostras.
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4.3 Origem das amostras

As amostras selecionadas foram coletadas em 17 municipios do estado de
Minas Gerais, Brasil, por estudos anteriores, e estdo depositadas no Banco de
Cepas do Grupo de Estudos em Leishmanioses - GEL (Instituto René Rachou —
Fiocruz Minas) (figura 4 e quadro 1). O DNA de todas as amostras estava
previamente extraido, obtido de tecido ou cultura, onde algumas amostras possuiam
o tecido ou cultura original. Estas amostras foram caracterizadas previamente como
L. braziliensis através das técnicas MLEE, PCR-RFLP Hsp70, e sequenciamento
genético do mesmo amplicon, por estudos anteriores (LIMA, 2010; PEREIRA et al.,
2017; QUARESMA et al, 2011; TONELLI et al, 2017;). As amostras estavam crio-
preservadas sob temperatura de -20°C e -80°C. Todas as amostras foram coletadas
a campo, obtidas diretamente de hospedeiros, e ndo foram expostas a sucessivas
passagens em meio de cultura. Foram utilizadas cepas de referéncia da OMS como
parametro de comparacéao interespécies nas varias técnicas moleculares (quadro 2),
As cepas padrao Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania)

infantum foram utilizadas como outgroup na construgao dos filograma.

[

Figura 4 — Mapa do estado de Minas Gerais indicando a localizagdo dos municipios onde as

amostras foram coletadas. Legenda: 0 - Regido em vermelho escuro corresponde a RMBH (Regido
Metropolitana de Belo Horizonte); 1 - Caraga (RPPNSC - pertencente aos Municipios Catas Altas,

Barao de Cocais e Santa Barbara); 2 — Xakriaba (Comunidade indigena pertencente ao Municipio
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Sao Jodo das Missbes); 3 — Para de Minas; 4 -Martinho Campos; 5 — Caratinga; 6 — Rio Vermelho; 7

- Jodo Pinheiro.

ID Hospedeiro Local DNA
53 Homo sapiens sapiens CULTURA
BELO HORIZONTE®
64 Canis lupus familiaris CULTURA
31 Canis lupus familiaris CULTURA
BETIMC

33 Canis lupus familiaris CULTURA

19 Rattus rattus BRUMADINHQ? TECIDO

21 Cerradomys subflavus CULTURA
RESERVA PARTICULAR

23 Akodon cursor R CULTURA

DO PATRIMONIO

25 Akodon cursor . CULTURA
NACIONAL SANTUARIO

22 Akodon cursor CULTURA
DO CARACA (RPPNSC)'

26 Oxymycterus dasytrichus CULTURA

38 Homo sapiens sapiens CULTURA

34 Homo sapiens sapiens CULTURA

35 Homo sapiens sapiens XAKRIABA? CULTURA

7 Trychomys apereoides TECIDO

76 Gracilinanus agilis TECIDO

43 Homo sapiens sapiens CULTURA

LAGOA SANTA®

56 Homo sapiens sapiens CULTURA

44 Homo sapiens sapiens PARA DE MINAS CULTURA

45 Homo sapiens sapiens JABOTICATUBA® CULTURA

46 Homo sapiens sapiens MARTINHO CAMPOS CULTURA

47 Homo sapiens sapiens CARATINGA CULTURA

48 Homo sapiens sapiens SARZEDOQ? CULTURA

49 Homo sapiens sapiens RIO VERMELHO CULTURA

51 Homo sapiens sapiens JOAO PINHEIRO CULTURA

52 Homo sapiens sapiens CULTURA

SANTA LUZIA®

55 Homo sapiens sapiens CULTURA

54 Homo sapiens sapiens SABARA? CULTURA

57 Homo sapiens sapiens RIBEIRAO DAS NEVES® CULTURA

Quadro 1 — Relagao da identificacdo da amostra, tipo de amostra utilizada, hospedeiros e Municipio

de origem. Legenda: ID - Identificagdo da amostra; °© Municipios pertencentes a Regido Metropolitana

de Belo Horizonte, ' Pertencente aos Municipios Santa Barbara, Bardo de Cocais e Catas Altas; 2

Reserva Indigena do Xakriaba pertencente ao Municipio Sdo Jodo das Missbes.
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i Cédigo Forma
Espécie 3 Origem
Internacional Clinica
. . . o Para, Serra dos Carajas,
Leishmania (Viannia) braziliensis MHOM/BR/75/M2903 LC Brasil
rasi
Para, Monte Dourado,
Leishmania (V.) guyanensis MHOM/BR/75/M4147 LC Brasil
rasi
Leishmania (Leishmania) infantum MHOM/BR/74/PP75 LV Bahia, Ituagu, Brasil
Leishmania (L.) amazonensis IFLA/BR/67/PH8 LC Para, Utinga, Brasil

Quadro 2 - Cepas de referéncia da OMS utilizadas no estudo. Legenda: LC — leishmaniose

tegumentar; LV — leishmaniose visceral.

Durante os experimentos, as amostras foram identificadas de acordo com a
identificagdo numeérica, o hospedeiro ao qual foi extraida (H - humano, C — cédo R —
roedor e D - didelfideo) e quanto a localidade. A relagcdo das espécies de pequenos

mamiferos e origem da amostra encontram-se na quadro 3.

Municipio Ordem Espécie Amostra Quantidade
Brumadinho
Rodentia Rattus rattus 19 01
(RMBH)
Cerradomys subflavus 21 01
Caraga Rodentia Akodon cursor 22,23 e 25 03
Oxymycterus dasytrichus 26 01
Rodentia Thrichomys apereoides 71 01
Xakriaba _ _
Didelphimorphia Gracilinanus agilis 76 01

Quadro 3 — Relagao das espécies de pequenos mamiferos e sua localidade.

A localidade foi identificada com numeragao sequencial, onde iniciara com
numero 0, sendo os municipios pertencentes Regido Metropolitana de Belo
Horizonte (RMBH), que inclui os municipios: Belo Horizonte, Betim, Brumadinho,
Lagoa Santa, Jaboticatubas, Sarzedo, Santa Luzia, Sabara e Ribeirdo das Neves;
sera identificado como 1 as amostras provenientes da Reserva Particular Do
Patriménio Nacional Santuario do Caraga (RPPNSC, aqui sera denominado somente
como Caracga) que, apesar de estar inserido nos municipios Santa Barbara, Barao
de Cocais e Catas Altas, pertencentes a RMBH, constitui uma regido distinta,
preservada ecologicamente e distante de regides urbanas, predominando o
ambiente silvestre. As amostras oriundas da Reserva Indigena do Xakriaba
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pertencente ao municipio Sdo Jodo das Missdes, foram identificada como 2. Os

demais municipios receberam o cddigo de numeragao de acordo com o apresentado

na quadro 4.

LOCALIDADE CODIGO | CAO' | PM2| HUMANO? | Total

Regido Metropolitana de Belo Horizonte 0 03 01 09 13

Caraga 1 - 05 - 05

Xakriaba (Sao Jodo Das Missdes) 2 - 02 03 05

Para de Minas 3 - - 01 01

Martinho Campos 4 - - 01 01

Caratinga 5 - - 01 01

Rio Vermelho 6 - - 01 01

Joéo Pinheiro 7 - - 01 01

TOTAL 03 | 08 17 28

Quadro 4 — Relagdo da quantidade amostras, hospedeiros ao qual foi coletada e Municipio de
origem. Legenda: ' Canis lupus familiaris; 2 PM — pequenos mamiferos das ordens Rodentia e

Didelphimorphia; 3 Homo sapiens sapiens.

4.4 Consideracoes éticas

As amostras de individuos humanos e reservatorios silvestres (pequenos
mamiferos) isoladas na terra indigena Xakriaba, pertencente ao municipio de Sao
Jodo das Missbes/MG foram coletadas dos individuos entre o periodo de 2008 a
2010 (QUARESMA et al, 2011) aprovado no Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP) sob o registro n° 355/2008 e com autorizagcao para entrada em
terra indigena junto & Fundagdo Nacional do indio (FUNAI) sob o registro n°
149/CGEP/08, bem como foi autorizado pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) n° 12989-1. As coletas das amostras
provenientes dos pequenos mamiferos oriundos da RPPNSC foram realizadas entre
julho de 2013 a maio de 2014 (TONELLI et al, 2017) aprovado pelo Comité de Etica
em Uso Animal da Fundagdo Oswaldo Cruz (CEUA/Fiocruz) tendo protocolo
registrado sob o niumero 14/16-3 e sob licenca do IBAMA n° 40191-2. As amostras
oriundas de humanos das demais areas endémicas de Minas Gerais foram obtidas a
partir de atendimento ambulatorial no Centro de Referéncia em Leishmanioses —

Fiocruz MG durante periodo compreendido entre 1993 e 1998. As amostras oriundas
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de cédes da RMBH foram coletadas no ano de 2012, sob aprovado pelo
CEUA/Fiocruz sobe o numero de protocolo LW-76/12 (PAZ et al, 2018).

4.5 Analises moleculares

As amostras de DNA que apresentaram baixa concentracdo deste e que
continha o tecido original, foram novamente submetidas a extracdo de DNA, sendo
realizada com kit Gentra® Puregene® Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha)
seguindo o protocolo do fabricante.

Para a técnica de PCR convencional foram utilizados iniciadores (primers)
considerados importantes marcadores para caracterizacdo e verificagdo de
diversidade genética para subgénero Viannia, baseados na técnica MLST. Os
iniciadores utilizados sao especificos para fragmentos de genes que codificam
enzimas metabdlicas como a glicose-6-fosfato desidrogenase (g6pdh),
fosfoglucomutase (pgm), manose fosfato isomerase (mpi), alaninotransferase (alat),
e isocitrato desidrogenase (icd) e um iniciador para fragmento do gene conservado
que codifica proteinas de choque térmico de 70 kilodaltons (heat shock proteins -
hsp70) da Leishmania spp. A descricao dos iniciadores bem como as referéncias

utilizadas encontram-se na o quadro 5.
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Localizagao no

Comprimento do gene

Tamanho do

Sequéncia do primer

Gene alvo Referéncia
cromossomo (pb) amplicon (pb) 5.3
F: ATGGAAGCGTGTGATCGAAT
g6pd 20 e 34a? 1686 881 BOITE et al., 2012.
R: GGCTCAACACACTTCAGCAA
F: CAGAGAAGCTGACGTCCCAG
Pgm 21 1770 529 MARCO et al., 2015.
R: GACGGGTTCACGAAGAAGCG
F: GGCAAGATGTATGCGGAGTT
Mpi 32 1287 681 BOITE et al., 2012.
R: CTCCCCAGGAACCATCTGTA
F: GTGTGCATCAACCCMGGGAA
Alat 12 1494 589 MARCO et al., 2015.
R: CGTTCAGCTCCTCGTTCCGC
F: GAATCGGGAAGGAGATCACA
led 33 1278 1022 BOITE et al., 2012.
R: CATCATAGCCCCAGAGAGGA
F: GACGGTGCCTGCCTACTTCAA
Hsp70 26,28,30e 35 1770 1300 GARCIA et al., 2004.
R: CCGCCCATGCTCTGGTACATC
F: CTGGATCATTTTCCGATG
ITS1 SSU e 5.85 - 300-350 CUPOLLILO et al. 1995.

R: TGATACCACTTATCGCACTT

Quadro 5 - Lista de iniciadores (marcadores genéticos) usados para amplificacdo de genes através de PCR convencional. 2g6pdh esta presente

cromossomos 20 e 34a somente em L. braziliensis. Pb: pares de base. F: forward; R: reverse.

nos



95

4.5.1 PCRITS1 e HSP70

Para confirmar novamente as espécies de Leishmania, foi realizada a técnica de
PCR seguida de RFLP, onde, inicialmente fez-se a PCR convencional direcionado
ao alvo especifico para a regido de ITS1 e ao alvo dos genes codificadores da
hsp70, estes que sao arranjados in tandem. A descrigao dos alvos consta no quadro
5 (pagina 52). As reagdes de PCR foram realizadas conforme protocolo descrito por
Cupollilo et al (1995) para ITS1 e por Garcia et al. (2004) para hsp70, adaptados
para um volume final de 25 uL. A amplificacdo do DNA para ITS1 e hsp70 foram
realizadas no termociclador automatico de DNA (Veriti Thermal Cycler - Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) segundo os ciclos que se
encontram no quadro 6. O resultado da amplificagao foi verificado por meio de gel

de agarose a 1%, segundo a metodologia descrita no tem 4.5.2

Fase Temp. ITS1 | Temp. Hsp70 | Tempo | N°de ciclos
Desnaturacao 95°C 94°C 30 seg.
Anelamento 53°C 60°C 01 min. 35x
Extensao 72°C 72°C 1:30 min.
Extensao Final 72°C 72°C 10 min. 1x

Quadro 6 — Descricao dos ciclos utilizados na PCR convencional para os iniciadores ITS1 e
hsp70.

4.5.2 Gel de Agarose dos produtos amplificados por PCR

A amplificacdo e tamanho do fragmento das técnicas de PCR realizadas
foram verificados por eletroforese em gel de agarose a 1% corado com 5 pul de
brometo de etitido (0,5ug/mL) e um marcador de peso molecular DNA Ladder 100pb
(Thermo Fisher Scientific) adicionado na primeira canaleta. Nas demais canaletas
foram adicionados, separadamente, 10 ul de cada amostra, homogeneizadas com 2
Ml de tampao 10x Blueduice Gel Loading Buffer (Invitrogem, Thermo Fisher). As
amostras amplificadas foram comparadas com cepas referéncias de Leishmania
(quadro 2, pagina 49). O gel foi visualizado e fotodocumentado com transluminador

(L-PIX, Loccus Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil) sob luz ultravioleta.
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4.5.3 RFLP hsp70e ITS1

Para confirmar novamente as espécies de Leishmania, os produtos da
amplificagdo pela PCR-hsp70 e PCR-ITS1 foram submetidas, separadamente, a
digestéo utilizando a enzima Haelll para analise dos polimorfismos de tamanho dos
fragmentos de restricdo (RFLP). A reagao de digestao foi preparada para um volume
final de 15 plL, utilizando 10 yl do produto da PCR-Hsp70 e PCR-ITS1, 1,5 ul de
tampao 10x, 0,15 pl BSA, 0,5 de enzima HAEIII, 2,85 ul de agua Milli-Q, e incubando
em termobloco (Bioplus — IT 2002) a 37° por duas horas. Os padrbes de restricdo
foram analisados através de eletroforese em gel de agarose a 3% com 05 pl de
brometo de etitio e um marcador de peso molecular DNA Ladder 100pb adicionando
todo o produto da PCR-HSP70 acrescido de 2 ul de tampao 10x BlueJuice Gel
Loading Buffer (Invitrogem, Thermo Fisher), comparados com padrdes de
referéncias das cepas de Leishmania (quadro 2, pagina 49). Para visualizagao e
analise da amplificacdo e restricdo por enzima, foi utilizado fotodocumentador para

gel de eletroforese - PIX EX (Loccus, Biotechnology, Cotia, SP).

4.5.4 PCR direcionada aos alvos alat, pgm, icd, mpi e g6pd

As amostras foram submetidas a PCR com o par de iniciadores direcionados
para genes codificadores das enzimas alat, pgm, icd, mpi e g6pd onde as descri¢gdes
dos alvos encontram-se no quadro 5 (pagina 52). As reagdes de PCR foram
conduzidas conforme protocolo descrito no quadro 7, utilizando-se aliquotas de 5,0
uL de DNA de cada amostra. A amplificacdo do DNA foi realizada em termociclador
automatico de DNA (Veriti Thermal Cycler - Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA) alternando 35 ciclos conforme pode ser observado no quadro
8. O resultado da amplificacédo foi verificado por meio de gel de agarose, onde a

metodologia esta descrita no item 4.5.2 (pagina 53).
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Reagente Concentragdo | Volume

Tampao (Buffer 10x) 15mM 2,5uL

MgCl2 50mM 0,75 uL

dNTP mix 10mM 0,5 uL

DMSO 5% 1,2uL

Agua Milli-Q (H20 livre de DNA e RNA) - 1,75uL
Tag Polimerase 10u/ul 0,25uL

Quadro 7 — Descricdo dos reagentes utilizados no protocolo da PCR convencional para os

iniciadores alat, pgm, icd, mpi e gépd.

Temperatura Temperatura N° de ciclos
Fase Tempo Tempo
Alat | Pgm Mpi | Icd e g6pd
Desnaturagao | 95°C | 95°C 30 seg. 94°C 94°C 30 segq.
Anelamento | 60°C | 56°C | 01 min. | 58°C 55°C 01 min. 35x
Extensao 72°C | 72°C | 01:30 min. | 68°C 68°C 01 min.
Extensao Final | 72°C | 72°C 10 min. | 68°C 68°C 05 min. 1x

Quadro 8 — Descrigéo dos ciclos utilizados na PCR convencional para os iniciadores voltados para os

genes codificadores das enzimas alat, pgm, icd, mpi e gépd.

4.6 Sequenciamento

Os fragmentos de DNA de aproximadamente 881 pb do g6pd, 529 pb do
pgm, 681 pb do mpi, 589 pb do alat, 1020 pb do icd e de 1300pb do hsp70, foram
sequenciados através da metodologia empregada por Sanger (1975) pela
Plataforma de Sequenciamento de DNA — Unidade Belo Horizonte (Fiocruz/Minas), a
fim de identificar possiveis polimorfismos de base unica (SNPs), para andlise da
diversidade genética de L. braziliensis. Os produtos de PCR que apresentaram
bandas compativeis com cada iniciador foram purificados com o kit QIAquick® PCR
purification kit (Qiagen) segundo instrugdes do fabricante. Em seguida foi preparada
uma mistura contendo 1uL de cada iniciador na concentracéo de 5,0 pmol/uL, senso
e anti-senso, em tubos separados, acrescido de 1uL dos produtos purificados e 6u
de agua destilada, totalizando um volume final de 8uL. O programa utilizado foi
temperatura inicial de 96° C por 1 minuto, alternando 35 ciclos de desnaturacéo a
96° C por 15 segundos, anelamento em temperaturas crescentes a partir de 50° C
aumentando 1° C por segundo, seguido por passo de extensdao a 60° C por 4
minutos. As sequéncias foram determinadas pelo sequenciador automatico de DNA
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Sequenciador de DNA - ABI 3730 (Life Technologies - Califérnia, EUA) na
Plataforma de Sequenciamento de DNA — BH (Centro De Pesquisa Renné Rachou —

Fiocruz Minas).

4.7 Analise das sequéncias

As sequencias obtidas foram analisadas por meio dos softwares FinchTV
1.4.0 (Geospiza) utilizando conjuntamente o algoritmo online BLAST (ALTSCHUL et
al., 1990) utilizando o parametro para sequéncias altamente similares (megablast)
onde as sequencias obtidas foram comparadas com sequéncias depositadas no

banco de dados GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST). A qualidade das

sequéncias de cada iniciador foram filtradas com indice 10 de qualidade utilizando o
algoritimo Phred (EWING & GREEN, 1998) para remover regides de baixa qualidade
e de dificil alinhamento, que poderiam prejudicar as andlises. Posteriormente, as
sequéncias foram analisadas considerando o indice de identidade quando
comparadas a sequéncias depositadas no banco de dados GenBank, através dos
parametros utilizados pelo algoritmo BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool),
que busca por sequéncias semelhantes (hit). Realizou-se uma filtragem, onde foram
mantidas para as analises somente as sequéncias que apresentaram valores iguais
ou superiores a 98% de identidade com o melhor hit, em relacdo a sequéncias
depositadas de L. braziliensis, a fim de se obter maior confiabilidade das analises,
impossibilitando que as variagbes observadas nao sejam oriundas de degradagao de
DNA. Além disso, sequéncias que apresentaram menos de 25% do comprimento do
amplicon esperado para cada gene, bem como parametros de baixa qualidade no
eletroferograma (picos mal definidos e pequenos, linha de base indistinguivel e
distancia entre picos anterior e posterior inconstante) ndo foram incluidas nas
analises para que nao ocorressem erros de confiabilidade ao serem alinhadas e
analisadas.

As sequéncias de cada amostra/gene que apresentaram os parametros de
qualidade que foram mencionados anteriormente foram alinhadas localmente, senso
e consenso, utilizando o programa Bioedit (Biological sequence alignment editor for
Win95/98/NT/2K/XP, = www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit).  Posteriormente  as
sequencias consenso obtidas foram submetidas a um alinhamento multiplo
utilizando o algoritimo ClustalWW (LARKIN et al., 2007) e MUSCLE v3.8 (EDGAR,
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2004) através do software UGene UGENE (OKONECHNIKOV, GOLOSOVA &
FURSOQOV, 2012). Foram recuperadas as sequéncias equivalentes a cada gene
referente a L. Infantum para serem adicionadas na analise de variabilidade, cujo

genoma ja foi sequenciado e possui informagdes disponiveis publicamente.

4.8 Construcdo e andlise dos filogramas

As arvores em formato de filograma foram construidas a partir do alinhamento
multiplo, onde a histéria evolutiva de cada gene foi inferida pelo método de
estimativas de maxima parsimonia (MP), utilizando o algoritmo Subtree-Pruning-
Rerafting (SPR) (NEI & KUMAR, 2000), através do sofware MEGA X (KUMAR et al.,
2018). Utilizou-se o teste de bootstrap para 500 repeticbes, para observar a
porcentagem de arvores replicadas nas quais os taxons associados se agruparam.
As arvores foram reconstruidas gene por gene para verificar as topologias
individuais. Todas as arvores foram editadas pelo programa ITOL (MORARIU et al.,
2008) para facilitar a visualizagdo as amostras de caes recebeu a cor azul, de
pequenos mamiferos recebeu a cor verde, as amostras de humanos a cor preta, e
por fim, as amostras de perfil variante recebe a cor vermelha. Definiu-se como
parametro para estabelecimento dos clusters valores de bootstrap superiores a 50%,
pois pretende-se observar possiveis relagées entre as amostras, afim de estabelecer

uma hipétese de diferenciagcéo evolutiva para os diferentes genes estudados.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliagdo da qualidade e identificacao especifica das amostras estudadas

Foram obtidas 447 (quadro 9) amostras de DNA previamente extraido e

identificado como Leishmania braziliensis. Apesar do grande numero de amostras,

somente, 43 (9,62%) amplificaram DNA compativel com L. braziliensis através da

analise preliminar por PCR-RFLP ITS1. Nove amostras de tecido que inicialmente

demonstraram-se negativas para L. braziliensis tiveram seu DNA novamente

extraido, entretanto, continuaram nao amplificando DNA na PCR-RFLP ITS1. Por

fim, somente 28 (6,26% em relagédo ao total de amostras iniciais) se adequaram aos

parametros minimos de qualidade estabelecidos para ingresso no estudo.

ID Hospedeiro Local VOL. ng/ul
58 Canis lupus familiaris BELO HORIZONTE 0 3,4
59 Canis lupus familiaris BELO HORIZONTE 0 <0.010
53 Homo sapiens sapiens BELO HORIZONTE <60ul 103,07
60 Canis lupus familiaris BELO HORIZONTE <60ul 6,93
61 Canis lupus familiaris BELO HORIZONTE <60yl 13,75
15 Canis lupus familiaris BETIM Ok 107,24
31 Canis lupus familiaris BETIM Ok 263
14 Canis lupus familiaris BETIM Ok 15,43
33 Canis lupus familiaris BETIM Ok 185
32 Canis lupus familiaris BETIM Ok 179
19 Rattus rattus BRUMADINHO Ok 270,74
20 Rattus rattus BRUMADINHO Ok 6,17
29 Rattus rattus BRUMADINHO <60pl 61,1
30 Rattus rattus BRUMADINHO Ok 66,7
62 Homo sapiens sapiens BRUMADINHO <60ul 36,91
4 Cerradomys subflavus CARACA Ok 17,22
21 Cerradomys subflavus CARACA OK 400,63
5 Akodon cursor CARACA <60ul <0.010
9 Akodon cursor CARACA Ok 9,4
23 Akodon cursor CARACA <60pl 59
24 Akodon cursor CARACA <60ul 788,88
6 Akodon cursor CARACA Ok 7,4
25 Akodon cursor CARACA <60ul 453,45
7 Akodon cursor CARACA Ok 22,8
22 Akodon cursor CARACA Ok 55,7
8 Oxymycterus dasytrichus CARACA Ok 8,92
26 Oxymycterus dasytrichus CARACA <60pl | 804,76
40 Didelphis albiventris XAKRIABA <60ul 109
41 Trychomys apereoides XAKRIABA <60pl 49,89
42 Trychomys apereoides XAKRIABA <60ul 0,95
10 Trychomys apereoides XAKRIABA <60pl 3,87
11 Trychomys apereoides XAKRIABA <60pl 15,6
12 Trychomys apereoides XAKRIABA <60pl 4,31
13 Trychomys apereoides XAKRIABA <60pl 34,36
27 Homo sapiens sapiens XAKRIABA <60ul 44,31
36 Homo sapiens sapiens XAKRIABA Ok 12,98

Quadro 9 — Demonstracao representativa das amostras analisadas quanto aos parametros utilizados

no presente estudo. Legenda: ID - identificagdo da amostra; VOL. — volume. < - inferior ao
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valor/volume descrito juntamente do simbolo; Ok — amostras com volume igual ou superior ao minimo

estabelecido (60 l).

As amostras utilizadas neste estudo foram caracterizadas como L. braziliensis
em estudos prévios através da técnica de PCR-RFLP utilizando o alvo hsp70 ou
através da técnica de MLEE. Para fins de confiabilidade, todas as amostras foram
novamente submetidas a PCR-RFLP dirigida ao alvo ITS1 e ao alvo hsp70, com

iniciadores especificos descrito na metodologia.

5.1.1 PCR-RFLPITS1

As 447 amostras foram inicialmente submetidas a técnica de PCR dirigida ao
alvo da regiao nao-codificante ITS1, onde somente 28 amostras foram amplificadas
gerando um fragmento de aproximadamente 300-350pb e apresentaram qualidade
minima compativel com os requisitos para participacdo no estudo, descrita na
metodologia. Posteriormente estas amostras foram submetidas RFLP, utilizando a
enzima Haelll, onde os resultados obtidos foram observados através de eletroforese
em gel agarose a 3%. Todas as amostras apresentaram perfil de restricao
semelhante ao perfil de L. braziliensis, enquanto, excepcionalmente, a amostra 34

apresentou perfil semelhante ao de L. guyanensis (figura 5).

200pb >

FismEsmT T

100pb >

GEL AGAROSE 3%
PCR-RFLP-ITS 1 19/06/18

Figura 5 — Fotografia representativa do gel de agarose a 3% do fragmento do gene ITS1 apds
digestdo enzimatica. Legenda: PM — Marcador de peso molecular de 100 pb; 30 a 38 — cepas do
grupo amostral; cepa referéncia L.b - L. braziliensis =~ (MHOM/BR/75/M2903); cepa referéncia L.i -
L. infantum (MHOM/BR/74/PP75); cepa referéncia L.a - L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8); cepa
referéncia L.g - L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147); CN— controle negativo.
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O fragmento gerado na PCR do ITS1 foi sequenciado a fim de auxiliar na
caracterizacdo genética deste parasito. Todas as sequéncias obtidas foram
editadas, analisadas, e identificadas a partir da ferramenta online BLASTn como L.
braziliensis, inclusive a amostra 34. No entanto, ao analisarmos os eletroferograma
(figura 6) e o comprimento das sequéncias, as mesmas apresentaram baixo indice
de qualidade, o que as tornaram inadequadas para serem utilizadas nas analises
posteriores, como pesquisa de variabilidade e analise da histéria evolutiva do gene

por filograma.

40 50 60 7o &0

_ b — i i P 0 o P e P e
Figura 6 - Imagens representativas do eletroferograma de fragmentos amplificados do gene

ITS1.

5.1.2 PCR-RFLP-hsp70

Os iniciadores voltados para o gene hsp70 amplificaram um fragmento de
aproximadamente 1300 pares de bases (pb) em todas as 28 amostras incluidas no
estudo. Posteriormente, os produtos amplificados foram submetidos a restricdo
enzimatica pela enzima Haelll. Os resultados obtidos da PCR-RFLP-hsp70
observado através de eletroforese em gel agarose 3% das amostras utilizadas neste

estudo encontram-se na figura 7.
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Figura 7 — Fotografia representativa do gel de agarose a 3% do fragmento do gene hsp70 apds
digestdo enzimatica. Legenda: PM — Marcador de peso molecular de 100 pb; 19 a 38 — cepas do
grupo amostral; cepa referéncia L.b - L. braziliensis  (MHOM/BR/75/M2903); cepa referéncia L.i -
L. infantum (MHOM/BR/74/PP75); cepa referéncia L.a - L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8); cepa
referéncia L.g - L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147); CN— controle negativo.

Os perfis de restricdo apresentados das amostras originarias de diferentes
regioes de Minas Gerais foram idénticos aquele observado para a cepa de
referéncia da espécie L. braziliensis. Entretanto, as amostras 34 e 38 (figura 7),
provenientes da Terra Indigena Xakriaba exibiram perfis variantes, com trés bandas,
onde a primeira apresenta aproximadamente 620pb, diferentes do esperado para a
espécie L. braziliensis como também para outras espécies de Leishmania utilizadas

como controle.

5.2 Analise do gene hsp70

Os produtos da PCR-hsp70 de aproximadamente 1300pb de todas as amostras
foram sequenciados, com intuito de identificar a presengca de regides variantes ao
longo do mesmo, bem como para compor o filograma. As sequéncias apresentaram,
em média, 500pb o equivalente a 38,46% de cobertura do amplicon esperado para o
gene (1300pb). Estas foram comparadas frente as sequéncias depositadas no
GenBank a partir do algoritmo BLASTn, sendo confirmadas novamente a
identificacdo como L. braziliensis e obtendo-se identidade igual ou superior a 98%
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com outras sequéncias depositadas em outros estudos, para a espécie L.

braziliensis.

5.2.1 Alinhamento das sequéncias e arvore filogenética do gene hsp70

As sequencias obtidas para hsp70 foram alinhadas no software UGene para
identificar posi¢gdes variantes do conjunto de sequéncias em relagdo as cepas
referéncia de L. braziliensis e L. infantum e avaliar a relagcdo evolutiva das amostras
para o gene hsp70. O alinhamento representativo das amostras pode ser observado
na figura 8. Das 28 amostras, foram incluidos na analise 26. A amostra 51, oriunda
de um humano proveniente de Jo&o Pinheiro, e 45, amostra de humano de oriunda
de Jaboticatubas (RMBH) foram excluidas das analises para este gene, pois néo
apresentaram comprimento e qualidade da sequéncia suficiente para ser alinhada

com as demais amostras.

[

1.[: 1.2 1I1 1I§

CA---AAC
clEl- - -aac
TceacEanana
-ccAaAc
-ccAaAc

Leishmania_infantum-Controle A CC T
Leishmania_braziliensis-Control A C C T
HSP-19_R-0 6c
HSP-22 _R-1 wC
HSP-23 R-1 wC

< < < - -

HSP-21_R-1 wc -ccAaAc
HSP-25_R-1 ---AAC c
HSP-26_R-1 ---AAC c
HSP-31_C-0 -AAC T
Hsp33.cc0 00 AcETEECTEE - - - - - - - - - - s s s - -
HSP-34_H-2* -AAC AK
HSP-35_H-2 -AA AT
HSP-38_H-2* -AAC A K
HSP-43_H-0 -AAC --YTEA-ACET
HSP-44_H-3 c@anac --cTeAcAacCEY
HSP-46_H-4 - -wa --cTsa-HcsT
HSP-47_H-5 -AAC --CTEA-ACET
HSP-48_H-0 -AAC CTC--ATCY-TCEla
HSP-49_H-6 CAAC kcl@@lcv|gla -wecey
HSP-52_H-0 CG---AACBGCATC--CTBA-ACET
HSP-53_H-0 T saacCs TC--STSA-ACBTK
HSP-54_H-0 c -AACS TC--STSA-ACBTK
HSP-55_H-0 ceacl@aacecy@we - -llvell- rcsT
HSP-56_H-0 CG---AACS TC--STSA-ACBTK
HSP-57_H-0 CG---WACEBGCATT--cTEl- AcRw
HSP-64_C-0 CG---AACGRICAYS--5T6B--ACAC
HSP-71_R-2 cT CBl- - - -~ - - - AC-aclBaT
HSP-76_p.2 AlMcT cE---aacl@@caTc--vyTsB-ackvlg

Figura 8 - Alinhamento multiplo representativo das sequéncias do gene hsp70 das amostras
estudadas. Legenda: HSP — hsp70; H — humano; C — cdo; R — roedor; D - didelfideo; 0 — RMBH; 1 —
Caraga; 2 — Xakriaba; 3 — Para de Minas; 4 - Martinho Campos; 5 — Caratinga; 6 — Rio Vermelho; *

amostras com perfil variante.
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No alinhamento das sequéncias foi observado alto numero de divergéncias
entre as amostras, com diversas posi¢coes apresentado nucleotideos variantes e
ambiguidades ao longo de todas as sequéncias analisadas, apresentando uma
média de 82 posi¢des com nucleotideos variantes e 32 posi¢dées com ambiguidades

de nucleotideos, como pode ser observado na tabela 2.

Amostras Variantes Amb.

HSP-19 77 44
HSP-22 84 34
HSP-21 80 38
HSP-23 84 34
HSP-25 81 29
HSP-26 74 40
HSP-31 106 0
HSP-33 74 40
HSP-34 77 36
HSP-35 77 36
HSP-38 78 36
HSP-43 74 37
HSP-44 81 35
HSP-46 81 39
HSP-47 106 0
HSP-48 77 39
HSP-49 84 34
HSP-52 74 40
HSP-53 84 31
HSP-54 78 31
HSP-55 91 16
HSP-56 96 13
HSP-57 82 31
HSP-64 77 42
HSP-71 79 33
HSP-76 82 36
Total 2138 824
Média 82 32

Tabela 2 - Quantidade de posi¢gdes com nucleotideos variantes e ambiguos por amostra estudada,
através da analise do alinhamento multiplo do gene hsp70. Legenda: Amb. — ambiguidade; Variantes
— quantidade de posigcbes que apresentaram nucleotideos variantes em comparagdo com a

sequéncia de L. braziliensis.

A arvore filogenética para gene hsp70 foi construida com o intuito de
compreender as dindmicas evolutivas deste gene entre os diferentes hospedeiros e
localidades das amostras, podendo ser analisa na figura 9. Observa-se que os
ramos principais apresentaram baixo valor de suporte, onde as amostras foram
distribuidas em cinco grupos. O primeiro grupo reuniu as amostras independentes
dos hospedeiros bem como das areas de origem (Caraca, RMBH e Xakriaba).
Dentro deste grupo, formou-se um cluster das amostras de perfil variante (34 e 38)
oriundas de humanos do Xakriaba, com valor de suporte (bootstrap) de 99%. Além
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disso, cluster 4 agrupou algumas amostras de humanos oriundas RMBH. Ja o
cluster 5 agrupou hospedeiros ndo humanos 64 e 76, de regides geograficas
distintas, RMBH e Xakriaba, respectivamente. Contudo, o cluster 3, apesar de
agrupar 3 pequenos mamiferos silvestres, de mesma localidade (Caraga), também
incluiu um individuo humano de uma localidade distinta (Rio Vermelho). As amostras
43 e 19, oriundas de humano e roedor, respectivamente, da RMBH, ficaram isoladas

das demais amostras, mais proximas do outgroup L. infantum.

66 — HSP-26 R-1
E‘;E HSP-33 C-0
2 HSP-52 H-0
HSP-34 H.2*
] 211
93 | HSP-38 H.2*
HSP-35 H-2
HSP-71 R-2
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HSP-25 R-1
HSP-49 H-6

HSP-23 R-1

HSP-22 R-1 3

HSP-21 R-1

2 | u HSP-46 H-4

HSP-48 H-0
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HSP-55 H-0
HSP-31 C-0
HSP-47 H-5
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HSP-54 H-0

HSP-53 H-0 }
HSP-56 H-0

HSP-57 H-0

HSP-64 C-0
7 HSP-76 D-2 } >
— HSP-44 H-3
Leishmania braziliensis-Controle
HSP-19 R-0
28 HSP-43 H-0

Leishmania infantum-Controle
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Figura 9 - Arvore filogenética enraizada utilizando sequéncias obtidas do marcador hsp70, em
conjunto com sequéncias de L. braziliensis e L. infantum como referéncia, recuperadas do banco de
dados GenBank. Legenda: HSP — hsp70; H — humano; C — céo; R — roedor; D - didelfideo; 0 — RMBH,;
1 — Caraga; 2 — Xakriaba; 3 — Para de Minas; 4 - Martinho Campos; 5 — Caratinga; 6 — Rio Vermelho;

* amostras com perfil variante.
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5.3 Analises do gene alat

5.3.1 PCR-Alat

A amplificacdo do gene alat através de PCR foi seguida de posterior corrida em
gel de agarose a 1%, onde foi avaliada a capacidade de amplificacdo do gene para
as amostras e as espécies de Leishmania referéncia utilizadas como controle (figura
10). Observou-se que todas amostras foram amplificadas gerando um produto de

aproximadamente 600pb.

PM 33 19 21 23 25 22 26 38 35 34 71 43 56 44 45 46 47 48 49

e

500pb—=> I Rttt et (EY W EP P T v o
100pb—>

GEL AGAROSE 1%
PCR-ALAT

PM 51 52 54 57 64 31 57 76 53 55 CN Lb Li La Lg

D e @ @ & I oy W N

500pb—>
100pb—>

Figura 10 — Fotografia do gel de agarose a 1% do fragmento do gene alat. Legenda: PM — Marcador
de peso molecular de 100 pb; 19 a 76 — cepas do grupo amostral; cepa referéncia Lb - L. braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903); cepa referéncia Li -L. infantum (MHOM/BR/74/PP75); cepa referéncia L. - L.
amazonensis (IFLA/BR/67/PH8); cepa referéncia Lg - L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147);, CN—

controle negativo.

5.3.2 Alinhamento das sequéncias e arvore filogenética do gene alat

O produto da PCR-Alat foi destinado a sequenciamento genético a fim de avaliar
a existéncia de nucleotideos variantes e relagdo evolutiva das amostras. As
sequéncias apresentaram, em média, 580pb o equivalente a 98,47% de cobertura
do amplicon esperado para o gene (589pb). As sequéncias obtidas foram alinhadas
no software UGene, e comparadas com sequéncias depositadas no GenBank a
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partir do algoritmo BLASTn, sendo confirmadas novamente a identificagdo como L.
braziliensis para todas as amostras e obtendo identidade/similaridade igual ou

superior a 98% com as sequéncias depositadas em outros estudos.

Leishmania_infantum_controle T
Leishmania_braziliensis_control T
ALAT-19 R T
ALAT-21_R
ALAT_22 R
ALAT-23_R
ALAT-25_R
ALAT-26_R
ALAT-31_C
ALAT-33 C
ALAT-34 H
ALAT-35_H
ALAT-38 H
ALAT-43 H
ALAT-44 H
ALAT-45_H
ALAT-46_H
ALAT-47_H
ALAT-48 H
ALAT-49 H
ALAT-51_H
ALAT-52 H
ALAT-53 H
ALAT-54 H
ALAT-55_H
ALAT-56_H
ALAT-57_H
ALAT-64.C = - - - - - - - - - = - - - T

ALAT-71_R T AGCGCTGEGCETGEGAT
ALAT-76_D T AGCGCTEGCGETGEGAT
Figura 11 — Alinhamento multiplo representativo das sequéncias do gene alat das amostras.

Legenda: H — humano; C — c&o; R — roedor; D - didelfideo; 0 — RMBH; 1 — Caraga; 2 — Xakriaba; 3 —

Para de Minas; 4 - Martinho Campos; 5 — Caratinga; 6 — Rio Vermelho; * amostras com perfil variante.

T I T B e B B I e I e B T P R B P B P e

>>>>PPPEPPPERPRPERDRPEDBEERDEDD R D
NONDO00DON0O000000N00000000O000x
NO0O0OO0ON0000000N00000000000
=== == == = = = == == = == == = == == ==

As setas em vermelho representa exemplo de posi¢cées onde ocorreram variacées em nucleotideos

em comparagao a amostra de L. braziliensis utilizada como referéncia.

Na analise do alinhamento multiplo verificou-se a existéncia de, pelo menos
uma, variabilidade de nucleotideos ao comparar com a cepa referéncia de L.
braziliensis em todas as amostras analisadas para o fragmento de gene alat. Ao
todo, foram contabilizados 188 variagdes em posicdes distintas do sequenciamento
genético, contudo, de forma mais homogénea entre as amostras, com uma média de
sete nucleotideos variantes por amostra, como pode ser avaliado na figura 11. Além

disso, foram verificados 137 posicbes com ambiguidades (média de cinco por
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amostra) em posigdes diversas em 15 das 28 amostras (tabela 3). A ocorréncia de

ambiguidades foi homogenia ao longo de todas as sequéncias.

Amostras Variante Amb.
19RO 14
21 R1 8
22 R1 11
23 R1 11
25 R1 7
26 R1
31C0
33C0
34 H2*
35 H2
38 H2*
43 HO
44 H3
45 HO
46 H4
47 H5
48 HO
49 H6
51 H7
52 HO
53 HO
54 HO
55 HO
56 HO

b 57 HO
64 CO
71R2
76 D2
Total 137
Média 5
Tabela 3 — Quantidade de nucleotideos variantes e ambiguidades apresentadas por amostras
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estudadas quanto ao gene alat. Legenda: Amb. — ambiguidade ; Variantes — posi¢cées onde
ocorreram nucleotideos variantes; H — humano; C — cédo; R — roedor; D - didelfideo;0 — RMBH; 1 —
Caracga; 2 — Xakriaba; 3 — Para de Minas; 4 - Martinho Campos; 5 — Caratinga; 6 — Rio Vermelho; *

amostras com perfil variante.

Para a analise da relagao evolutiva entre as amostras amplificadas para o gene
alat, foi confeccionada uma arvore filogenética no formato de filograma, através do
software MEGA X. As amostras analisadas foram agrupadas juntamente com o
controle de L. braziliensis, com suporte de 100%, onde somente a amostra 64
apresentou-se isolada das demais, juntamente com outgroup de controle, L.
infantum (figura 12). Para este gene, ocorreu a formacgao de 5 clusters. No primeiro
cluster, no quarto e quinto, a amostras foram agrupadas sem distingao da localidade
de origem, contendo amostras oriundas de roedores e de humanos. Do mesmo
modo como ocorreu na arvore para o gene hsp70, as amostras 34 e 38 ficaram
agrupadas em um clado distinto (2). Contudo, observa-se que o cluster 3 agrupou

somente hospedeiros caninos, pertencentes de uma mesma localidade.



72 ALAT-48HO
ALAT-53H0
ALAT-19R 0
ALAT-46 H 4
ALAT-21 R 1
ALAT-57HO
ALAT-34 H 2* } 2
o | 7B ALAT-38 H 2*
ALAT-56 H 0
ALAT-54HO
ALAT-55H0

84 ALAT-31C0 }

29

ALAT-33CO0
ALAT-T1R 2
ALAT-49H6

ALAT-35H2

ALAT-45H0

Leishmania braziliensis
ALAT-26 R 1
ALAT-25R 1

8L ALAT-47H5

100

—_—

10

Leishmania infantum

ALAT64CO

’> ALAT-51H7

ALAT-52H0

— ALAT-76 D 2

ALAT 22R 1
ALAT-44H3
ALAT-23R1
ALAT-43HO

2]

kil
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Figura 12 - Arvore filogenética (filograma) enraizada utilizando sequéncias obtidas do marcador alat,

em conjunto de sequéncias de L. braziliensis e L. infantum como referéncia recuperadas do banco de
dados GenBank. Legenda: H — humano; C — cado; R — roedor; D - didelfideo; 0 — RMBH; 1 — Caraga; 2

— Xakriaba; 3 — Para de Minas; 4 - Martinho Campos; 5 — Caratinga; 6 — Rio Vermelho; * amostras

com perfil variante.

5.4 Analises do gene g6pd

5.4.1 PCR-G6pd

Na reacdo de PCR dirigida ao alvo g6pd, os perfis do produto da amplificagao

obtidos nas amostras, originarias de diferentes regides de Minas Gerais, foram
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idénticos aquele observado para a cepa de referéncia da espécie L. braziliensis

(figura 13), com aproximadamente 900pb.

PM 34 35 71 43 56 44 45 46 47 48 49

i
e
o e O G . . G . . .
 o—

GEL AGAROSE 1%
PCR-g6pd 01-07-19

PM 51 52 54 57 64 Lb Li La Lg CN

Figura 13 — Fotografia representativas do gel de agarose a 1 % das amostras amplificadas para o
gene gb6pd. Legenda: PM — Marcador de peso molecular de 100pb; 34 a 57 — cepas do grupo
amostral; cepa referéncia L.b - L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903); cepa referéncia L.i -L.
infantum (MHOM/BR/74/PP75); cepa referéncia L.a - L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8); cepa
referéncia L.g- L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147); CN— controle negativo.

5.4.2 Alinhamento das sequéncias e arvore filogenética do gene g6pd

O produto da PCR-G6pd foi utilizado para sequenciamento genético com intuito
de verificar a ocorréncia de nucleotideos variantes e relacdo evolutiva das amostras.
As sequéncias obtidas apresentaram, em média, 700pb, cobrindo 79,45% do
amplicon esperado para o gene (881pb). Todas as amostras estudadas foram
sequenciadas e alinhadas no software UGene, e comparadas com sequéncias
depositadas no GenBank a partir do algoritmo BLASTn, sendo confirmadas
novamente a identificagdo como L. braziliensis para todas as amostras e obtendo
identidade/similaridade igual ou superior a 98% com as sequéncias depositadas. A

imagem representativa do alinhamento pode ser observada na figura 14.
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L. infantum
L. braziliensis
G6pd-19_R-0
G6pd-21_R-1
G6pd-22_R-1
G6pd-23_R-1
_Gbpd-25 R-1
G6pd-26_R-1
Gapd-33 C-0
G6pd-34_H-2*
Gopd-35 H-2
| G6pd-38_H-2*
Gepd-43_H-0
Gapd-44 H-3
| c6pa-45_H-0
Gepd-46_H-4
G6pd-47_H-5
GEpd-48_H-0
GEpd-49_H-6
G6pd-51_H-7
G6pd-52_H-0
G6pd-53_H-0
G6pd-54_H-0
G6pd-56_H-0
G6pd-57_H-0
G6pd-71_R-2
Gopd-76_D-2.
| G6pd_64_C-0
G6pd-55_H-0
Gépd-31_C-0

Figura 14 — Imagem representativa do alinhamento multiplo do fragmento amplificado do gene g6pd.
Legenda: H — humano; C — céo; R — roedor; D - didelfideo; 0 — RMBH; 1 — Caraga; 2 — Xakriaba; 3 —
Para de Minas; 4 - Martinho Campos; 5 — Caratinga; 6 — Rio Vermelho; * amostras com perfil variante.
As amostras destacadas com retangulo vermelho sao representacdes das amostras que demonstram

a ocorréncia de nucleotideos variantes em posi¢oes variadas.

Na analise do alinhamento multiplo verificou-se a existéncia de, pelo menos um
nucleotideo variante em todas as amostras analisadas para o fragmento de gene
G6pd. Ao todo, foram identificados 204 nucleotideos variantes em posi¢coes diversas
das sequencias, com uma meédia sete por amostra (tabela 4). Além disso, foi
identificado um alto numero de ambiguidades em posi¢coes diversas em todas as
amostras, com uma média de 25 por amostra, onde o somatério de todas as
ambiguidades totalizou 710.

Amostras Variante Amb.
G6pd19 RO 3 7
G6pd21 R1 8 9
G6PD-22 R1 5 9
G6PD-23 R1 1 13
G6PD-25 R1 0 16
G6PD-26 R1 21 2
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G6PD-33C 0
G6PD-34 H2*
G6PD-35 H2
G6PD-38 H2*
G6PD-43 HO
G6PD-44 H3
G6PD-45 HO
G6PD-46 H4
G6PD-47 H5
G6PD-48 HO
G6PD-49 H6
G6PD-51 H7
G6PD-52 HO
G6PD-53 HO
G6PD-54 HO
G6PD-56 HO
G6PD-57 HO
G6PD-71 R2
G6PD-76 D2
G6PD- 64 CO
G6PD-55 HO
G6PD-31 CO

Total 204 710

Média 7 25

Tabela 4 — Quantidade de nucleotideos variantes e ambiguidades apresentadas por amostras
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estudadas na analise do alinhamento multiplo do fragmento do gene g6pd. Legenda: Amb. —
ambiguidade ; Variantes — posi¢gbes onde ocorreram nucleotideos variantes; H — humano; C — cao; R
— roedor; D - didelfideo;0 — RMBH; 1 — Caraga; 2 — Xakriaba; 3 — Para de Minas; 4 - Martinho

Campos; 5 — Caratinga; 6 — Rio Vermelho; * amostras com perfil variante

Para a analise da relagao evolutiva entre as amostras amplificadas para o gene
g6pd, foi confeccionado um filograma. Para este gene foram formados 4 clusters,
reunidos em um grupo em comum juntamente com a referéncia de L. braziliensis,
com suporte de 82% (figura 15). Da mesma forma como foi observado no filograma
do gene alat, a amostra 64 permaneceu isolada das demais juntamente com o
outgroup. No cluster 1 a amostra 71 de roedor proveniente da Reserva Indigena do
Xakriaba foi agrupada com a amostra controle de L. braziliensis. Os clusters 2 e 4
agruparam apenas duas amostras oriundas de humanos em cada um deles, onde o
cluster 2 novamente permaneceu agrupadas as amostras variantes oriundas do
Xakriaba, e o cluster 4 as amostra sdo da mesma localidade, Santa Luzia (RMBH).
O cluster 5 agrupou somente amostras oriundas de pequenos mamiferos, de
localidades diferentes (RMBH e RPPNSC). Ja no cluster 3, também como ocorreu
para o gene alat, duas amostras oriundas de cdes de uma mesma localidade

mantiveram-se juntas.
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52 L. braziliensis
s | 1

G6pd-57 H-0
G6pd-56 H-0

7 GBpd-51 H-7
G6pd-48 H-0

7| GBpd-47 H-5
G6pd-46 H-4
 G6pd-45 H-0
G6pd-44 H-3

- G6pd-43 H-0

G6pd-34 H-2*
8 —{ 2
73 L Gepd-38 H-2* }

1 _lGSpd—SS c-0 } 5

G6pd-31 C-0
G6pd-25 R-1
G6pd-76 D-2
G6pd-35 H-2
G6pd-23 R-1
5315‘ G6pd-53 H-0
94 | GBpd-52 H-0 a
G6pd-55 H-0
G6pd-54 H-0
GBpd-21 R-1
G6pd-19 R-0
G6pd-22 R-1
G6pd-26 R-1

82

El
—— (G6pd-49 H-6

G6pd 64 C-0

L. infantum

20

Figura 15 - Arvore filogenética (filograma) enraizada utilizando sequéncias obtidas do marcador
g6pd, em conjunto de sequéncias de L. braziliensis e L. infantum como referéncia recuperadas do
banco de dados GenBank. Legenda: H — humano; C — cao; R — roedor; D - didelfideo; 0 — RMBH; 1 —
Caracga; 2 — Xakriaba; 3 — Para de Minas; 4 - Martinho Campos; 5 — Caratinga; 6 — Rio Vermelho; *

amostras com perfil variante.

5.5 Analises do gene icd

5.5.1 PCR-lcd

A amplificacdo do gene icd através de PCR foi seguida de posterior corrida em
gel de agarose a 1%, onde foi avaliada a capacidade de amplificagédo do gene na
para as amostras e as espécies de Leishmania referéncia utilizadas como controle.
Observou-se que todas as 28 amostras foram amplificadas gerando uma banda de
aproximadamente 1000pb. Entretanto, as amostras 26, 38 55 apresentaram um

padrao divergente de banda, conforme pode ser observado nas figuras 15 e 16.
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PM Lb Li La Lg 55 53 CN

p———

1200pb—>
10000 LT
500pb
GEL AGAROSE 1%
100pb PCR-ICD 25/04/19

Figura 16 — Fotografia do gel de agarose a 1% dos fragmentos amplificados do gene icd. Legenda:
PM — Marcador de peso molecular de 100 pb; 55 e 53 — cepas do grupo amostral; cepa referéncia
L.b - L. braziliensistMHOM/BR/75/M2903); cepa referéncia L.i -L. infantum (MHOM/BR/74/PP75);
cepa referéncia L.a - L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8); cepa referéncia L.g - L. guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147); CN- controle negativo.

PM 76 38 31 33 19 21 23 25 22 26 LB Li La Lg CN

< 300pb i g

GEL AGAROSE 1%

Figura 17 — Fotografia do gel de agarose a 1% dos fragmentos amplificados do gene icd. Legenda:
PM — Marcador de peso molecular de 100 pb; 19 a 76 — cepas do grupo amostral; cepa referéncia
L.b - L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903); cepa referéncia L.i -L. infantum
(MHOM/BR/74/PP75); cepa referéncia L.a - L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8); cepa referéncia L.g -
L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147); CN- controle negativo.

A amostra 55 apresentou duas bandas, uma a aproximadamente 1200pb outra a
1000bp (figura 16). Ja as amostras 38 e 26 apresentaram, além da banda de
aproximadamente 1000pb, apresentaram também uma segunda banda a 300pb e

400pb, respectivamente (figura 17).



76

5.5.2 Alinhamento das sequéncias e arvore filogenética do gene icd

Os produtos obtidos da PCR voltada ao fragmento do gene icd foram
sequenciados com intuito de verificar a ocorréncia de nucleotideos variantes e
relacao evolutiva das amostras. As sequéncias apresentaram, em meédia, 740pb o
equivalente a 72,41% do amplicon esperado para o gene (1022pb). As amostras
estudadas foram sequenciadas e comparadas com sequéncias depositadas no
GenBank a partir do algoritmo BLASTn, sendo confirmadas novamente a
identificagdo como L. braziliensis. Contudo, as amostra de numero 43 e 48 foram
excluidas desta analise por nao apresentarem comprimento e qualidade da
sequéncia suficiente para ser alinhadas com as demais sequéncias. A imagem

representativa do alinhamento pode ser observada na figura 18.

L. infantum

ICD-54 H CATTT
ICD-55_H CATKT
ICD-56_H CATTT
ICD-57_H CATTT

ICD-64_C
ICD-71_R TY@RATCS CEA CACATETAAGASYWACSY
TaflccaTseagBcavkTeTaveTllccllseT

Figura 18- Imagem representativa do alinhamento multiplo do fragmento amplificado do gene icd.

ICD-76_D
Legenda: H — humano; C — cado; R — roedor; D - didelfideo;0 — RMBH; 1 — CARACA; 2 — Xakriaba; 3 —

Para de Minas; 4 - Martinho Campos; 5 — Caratinga; 6 — Rio Vermelho; * amostras com perfil variante

32

=
L. braziliensis CATTT T
ICD-19_R o T
ICD-21_R o T
CD-22 R clltca =
ICD-23 R CATTT T
ICD-25_R CATTT T
ICD-26_R T
ICD-31_C c ~ [T T
ICD-33_C o T
ICD-34_H & A flake T
ICD-35_H & A flake T
ICD-38_H CATTT T
ICD-44_H CATTT T
ICD-45_H CATTT T
ICD-46_H N T
ICD-47_H & ~ [ERRE T
ICD-49_H & A llake T
ICD-51_H & A flake T
ICD-52_H CATTT T

T

T

.

.

Ao avaliar o alinhamento multiplo observou-se que todas as amostras
apresentaram ao menos um nucleotideo variante ao longo da sequéncia, totalizando
170 pontos de nucleotideos variantes somando todas as amostras, com uma média
de sete por mostra (tabela 5). O mesmo ocorreu para ambiguidades, onde foi

identificado um alto valor total de 924, ao contabilizar a presenga em todas as
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amostras, com uma média de 36 por amostra. A amostras 64 proveniente de um
canideo, apresentou um grande comprimento de gap, em relagdo as cepas de

referéncia.

Amostras Variante Amb.
ICD-19R 0 11
ICD-21R 1 11
ICD-22R 1
ICD-23R 1
ICD-25R 1
ICD-26 R 1
ICD-31CO0
ICD-33C 0
ICD-34 H 2*
ICD-35H 2
ICD-38 H 2*
ICD-44H 3
ICD-45H0
ICD-46 H 4
ICD-47H5
ICD-49H 6
ICD-51H7
ICD-52H0
ICD-53H 0
ICD-54H0
ICD-55H 0
ICD-56 H 0
ICD-57H O
ICD-64C 0 23 119
ICD-71R 2 11 122
ICD-76 D 2 12 64
TOTAL 170 924
Média 7 36

Tabela 5 — Quantidade de nucleotideos variantes e ambiguidades por amostra estudada no
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sequenciamento do alvo icd. Legenda: Amb. — ambiguidade ; Variante — nucleotideos variantes; H —
humano; C — céo; R — roedor; D - didelfideo;0 — RMBH; 1 — CARACA; 2 — Xakriaba; 3 — Para de
Minas; 4 - Martinho Campos; 5 — Caratinga; 6 — Rio Vermelho; * amostras com perfil variante

As amostras amplificadas para o gene icd foram utilizadas para a realizagao
de um filograma, afim de possivelmente analisar a relagdo evolutiva entre elas. Na
arvore obtidas (figura 19), foi possivel identificar 6 clusters, onde o cluster 1 agrupou
uma amostra de roedor (25) e uma de cao (33). Os clusters 2, 3, 5 e 6 agruparam
somente duas amostras oriundas de hospedeiros humanos, em cada. Os clusters 5
e 6 agruparam amostras pertencentes a RMBH, porém s&o provenientes de
diferentes municipios (53-Betim, 54-Sabara, 45-Jaboticatuba, 57-Ribeirdo das
Neves. O cluster 2 (56-Lagoa Santa, RMBH e 47-Caratinga). Especialmente o
cluster 3 agrupou, novamente, as amostras variantes do Xakriaba. Por fim, o cluster
4 agrupo uma amostra de humano (46) juntamente com a amostra controle de L.

braziliensis.
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21 ICD-23R 1
AL ICD-55H 0
+|Licp31co

2 |Ir ICD-25R 1 }
ICD-33C0

ICD-21 R 1

L ICD-19R 0

5 ICD-47 H 5 }

ICD-56 H 0
ICD-49 H 5
ICD-64 C 0

(7]

22
ICD-52H0

ICD-34 H 2* }

ICD-38 H 2*

Leishmania braziliensis }
ICD-46 H 4

ICD-44H3

ICD-45H0

50

ICD-35H2

ICD-22R 1
93 ICD-54HO[ 6

ICD-48H0

ICD-57HO
5

E ICD-26 R 1
22 ICD-76 D 2

ICD-7T1R 2
Leishmania infantum

50

ICD-51H7

Figura 19 - Arvore filogenética (filograma) enraizada utilizando sequéncias obtidas do gene icd, em

conjunto de sequéncias de L. braziliensis e L. infanfum como referéncia recuperadas do banco de

dados GenBank. Legenda: H — humano; C — cado; R — roedor; D - didelfideo; 0 — RMBH; 1 — Caraga; 2
— Xakriaba; 3 — Para de Minas; 4 - Martinho Campos; 5 — Caratinga; 6 — Rio Vermelho; * amostras

com perfil variante.
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5.6 Analises do gene mpi

5.6.1 PCR-Mpi

Realizou a amplificacdo das amostras para o alvo mpi através de PCR, e
posteriormente, através de eletroforese em gel de agarose a 1%, onde foi avaliado a
capacidade de amplificagdo do gene para as amostras e as espécies de Leishmania
referéncia utilizadas como controle (figura 20). Todas as 28 amostras foram

amplificadas gerando uma banda de aproximadamente 700pb.

P 53 30 3309 Pl E 245 25812 2 26 v S BASE BB ] o RS CN = e

GEL AGAROSE 1%
PCR-MPI 03/05/19

Figura 20 — Imagem representativa das fotografias obtidas do gel de agarose a 1% dos fragmentos
amplificados para o alvo mpi. Legenda: PM — Marcador de peso molecular de 100 pb; 19 a 53 -
cepas do grupo amostral; cepa referéncia LB - L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903); cepa referéncia
Li -L. infantum (MHOM/BR/74/PP75); cepa referéncia La - L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8); cepa
referéncia Lg - L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147); CN- controle negativo.

5.6.2 Alinhamento das sequéncias e arvore filogenética do gene Mpi

Os produtos obtidos da PCR voltada ao fragmento do gene mpi foram
sequenciadas com intuito de verificar a ocorréncia de nucleotideos variantes e
relacdo evolutiva das amostras. As amostras estudadas foram sequenciadas e
comparadas com sequéncias depositadas no GenBank a partir do algoritmo
BLASTn, sendo confirmadas novamente a identificagdo como L. braziliensis. A
imagem representativa do alinhamento pode ser observada na figura 21. As
sequéncias obtidas apresentaram, em média, 520pb, cobrindo 76,36% do amplicon

esperado para o gene (681pb).
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20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
ABGTTCCTGAAGCAGCCAGAGAA

L. infantum T

L. braziliensis T ACTTCTTEAAGEATCCABAAAA
MPI-19_R 0 T ACTTCKTEAWEGATCCABAAAA
MPI-21_R 1 T ACTKSKTGAAGGATECCAGwWHER
MPI-22 R 1 T ACTTCKTEAABGATCCABAAAA
MPI-23 R 1 T ACTTCKTEAAGGATCCAGAAAA
MPI-25_R 1 T CWKYKTGAAGEATCEAEAAAA
MPI-26_R 1 T AGGAacTTCTKIRAAGEATCCABAAAA
MPI-31_C 0 T ABGACTTCKTEAAGEATCCAGAAAA
MPI-33.C 0 T ABGACTTCTTEAABGATCCABAAAA
MPI-34_H 2* T ABGGACWTCTKIRIAAGGEATCCAGAAAA
MPI-35_H 2 T A cwyTsTGAAEEAYYCwEAAA
MPI-38_H 2* T ABGACTTCTTEAAGEATCCAGAAAA
MPI-43_H 0 T ABGACTTCTIEEAAGEATCCABAAAA
MPI-44_H 4 T ABGACTTCTTGEAAGGATCCABGAAAA
MPI-45_H 0 T ABGACTTCKTEAAGGATCCABAAAA
MPI-96_H 4 T ABGACWTCKTEAABGATCCABAAAA
MPI-47_H 5 T ABGACTTCKTEAAGGATCCABAAAA
MPI-48_H 0 T ABGACTTCKTEAAGEATCCAGAAAA
MPL 49 H 6 T ABGACTTCTTEAAGGATCCAGAAAA
MPI-SI_H 7 T ABGACWTCKTEAAKEATCCABAAAA
MPI-52_H 0 T ABGACTTCKTEAABEGATCCABAAAA
MPI-53_H 0 T agcacTTCckTEAWEEATCCAGA AMA
MPI-54_H 0 T ABGACTTCKTEAABGATCCABAAAA
MPI-55_H 0 TATCCEC T TcletcaTcaageacTecagcalc
MPI-S6_H 0 caA T TCTYKTElAAGEATCCAEAAAA
MPI-57_H 0 caA TEcTC ACTTCKTEAAGBGATCCAGAAAA
MPI-64_C 0 TEcTC ACTTCCTEAAGGATCCAGAAAA
MPI-71_R 2 cecacagTBCCC ACTTCTTEAABGATCAABAAAA
MPI-76.p 5 TATCCC Telcaac@eTTcleTcaTCcAaA@BACTCAGCHEAC

Figura 21 — Imagem representativa do alinhamento multiplo das sequencias obtidas para o fragmento
do gene mpi. Legenda: H — humano; C — cédo; R — roedor; D - didelfideo;0 — RMBH; 1 — CARACA; 2 —
Xakriaba; 3 — Para de Minas; 4 - Martinho Campos; 5 — Caratinga; 6 — Rio Vermelho; * amostras com

perfil variante.

O alinhamento multiplo foi analisado verificando que todas as amostras
apresentaram ao menos um nucleotideo variante ao longo da sequéncia, onde foi
identificado um alto valor total de 386 pontos de nucleotideos variantes somando
todas as amostras (tabela 6). A amostra 55 proveniente de um humano da RMBH
apresentou numero mais elevado, 202 polimorfismos somado para todas as
amostras, com uma média de 14 por amostra. Quanto a ambiguidades, os valores
foram menores, apresentando um valor total de 94, ao contabilizar a presenca em

todas as amostras, com meédia de trés por amostra.
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Amostras Variante Amb.
MPI-19 R0
MPI-21 R 1
MPI-22 R 1
MPI-23 R 1
MPI-25 R 1
MPI-26 R 1
MPI-31 C 0
MPI-33 C 0
MPI-34 H 2*
MPI-35 H 2
MPI-38 H 2*
MPI-43 H 0
MPI-44 H 4
MPI-45H 0
MPI-46 H 4
MPI-47 H 5
MPI-48 H 0
MPI1 49 H 6
MPI-51 H 7
MPI-52 H 0
MPI-53 H 0
MPI-54 H 0
MPI-55H 0
MPI-56 H 0
MPI-57 H 0
MPI-64 C 0
MPI-71 R 2 19
MPI-76 D 2 42
Total 386 94
Média 14 3

Tabela 6 - Quantidade de nucleotideos variantes e ambiguidades apresentadas por amostras

N

N
NN=_2DMNOWONON_N_22WONN_2NORAON_2NNWNON

estudadas e amplificadas para o alvo mpi. Legenda: Amb. — ambiguidade ; Variante nucleotideos
variantes; H — humano; C — céo; R — roedor; D - didelfideo; 0 — RMBH; 1 — Caraca; 2 — Xakriaba; 3 —
Para de Minas; 4 - Martinho Campos; 5 — Caratinga; 6 — Rio Vermelho; * amostras com perfil variante

Para a analise da relagao evolutiva entre as amostras amplificadas para o gene
mpi, foi confeccionado uma arvore filogenética no modelo filograma. Ocorreu a
formacao de diferentes agrupamentos (clusters), onde a maior parte das amostras
foi agrupada com a amostra controle de L. braziliensis obtendo um suporte de 79%,
com excegcdo das amostras 55 e 76 (figura 22), de humano e marsupial
respectivamente, que se agruparam e ficaram mais préximas do outgroup L.
infantum, formando o cluster 3. Além disso, formou-se dois clusters, sendo que no
primeiro ocorreu a jungdo de amostras de humanos e caes de localidades
divergentes. Contudo, ocorreu novamente a separacao das amostras variantes (34 e

38), em um cluster especifico (2).
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MPI-22R 1
MPI-23 R 1
MPI-26 R 1

E MPI-221 R 1
4 MPI-25 R 1
MPI-19R 0
FMPI-31CO
MPI-47 H 5
B1 MPI33C0
MPI-44 H 4
4 MPI-35H 2
75 MPISTH7
MPI-54 H 0
MPI-52 H 0
MPI-57 H O
MPI-56 H 0
22 IF MPI-53HO
MPI49HE
MPI-46 H 4
1MPI-34 H2* } 2
MPI-38 H 2*
MPI1-64 C 0
MPI-48 HO

MPI-45H 0
- L. braziliensis
'— MPI-7T1R 2

=

o

&

I

MPI-43H 0

| MPI55HO | 3
100 | MPI-76 D 2

L. infantum

20

Figura 22 — Filograma obtido das sequéncias da amplificagdo do gene mpi. Legenda: H — humano; C
— cao; R — roedor; D - didelfideo; 0 — RMBH; 1 — Caraga; 2 — Xakriaba; 3 — Para de Minas; 4 -
Martinho Campos; 5 — Caratinga; 6 — Rio Vermelho; * amostras com perfil variante.

5.7 Analises do gene pgm

5.7.1 PCR-Pgm

Realizou a amplificagdo das amostras para o alvo pgm através de PCR, e
posteriormente, através de eletroforese em gel de agarose a 1%, onde foi avaliada a

capacidade de amplificacdo do gene na para as amostras e as espécies de

Leishmania referéncia utilizadas como controle. O fragmento de 530 pb foi

observado em todas as amostras utilizadas neste estudo (figura 23).
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PM 31 33 19 21 23 25 22 26 38 35 34 71 43 56 44

f—

| — |

— - D — - D S S S W — e L1 J

GEL AGAROSE 1%
PCR-PGM 05-07-19

PM 45 46 47 48 49 51 52 54 57 64 Lb Li LaCN

Figura 23 - Resultado representativo da PCR-pgm a partir de amostras estudadas. Legenda:
Legenda: PM — Marcador de peso molecular de 100 pb; 31 a 64 — cepas do grupo amostral; cepa
referéncia LB - L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903); cepa referéncia Li -L. infantum
(MHOM/BR/74/PP75); cepa referéncia La - L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8); CN- controle

negativo.

5.7.2 Alinhamento das sequéncias e arvore filogenética do gene pgm

Os fragmentos obtidos foram sequenciados a fim de investigar possiveis
polimorfismos ao longo da sequéncia das amostras estudadas bem como realizar
analise filogenética do gene. As sequéncias obtidas apresentaram, em média,
500pb, cobrindo 94,52% do amplicon esperado para o gene (529pb), sendo
comparadas com sequéncias depositadas no GenBank a partir do algoritmo
BLASTN, onde foram confirmadas novamente a identificagdo como L. braziliensis.
Ao alinhar as sequéncias, foram encontrados 47 polimorfismos, e 295 ambiguidades
em varias amostras e em diferentes posi¢des, de forma homogenia ao logo de todo
alinhamento, com uma meédia de dois e 11, respectivamente para cada amostra
(figura 24 e tabela 7).
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8 10 12 14 16 18 20 22 24 28 50 52 §
L. infantum TTAA.ATTAC CACATCAA A T
PGM-19 RO CTCAACATTAC A T
PGM-21_R 1 CTCAACATTAC A T
PGM-22_R 1 CTCAACATTAC A T
PGM-23 R 1 CTCAACATTAC W T
PGM-25_R 1 CTCAACATTAC A T
PGM-26_R 1 CTCAACATTAC A T
PGM-31_C 0 CTCAACATTAC A T
PGM-33_CO CTCAACATTAC A T
PGM-34_H 2* CTCAACATTAC A T
PGM-35_H 2 CTCAACATTAC w T
PGM-38_H 2* CTCAACATTAC A T
PGM-43_H 0 CTCAACATTAC A T
PGM-44_H 3 CTCAACATTAC A T
PGM-45_H 0 CTCAACATTAC A T
PGM-46_H 4 CTCAACATTAC A T
PGM-47 H 5 CTCAACATTAC A T
PGM-48_H 0 CTCAACATTAC A T
PGM-49 H6 CTCAACATTAC A T
PGM-51_H 7 CTCAACATTAC A T
PGM-52_H 0 CTCAACATTAC A T
PGM-53 H O CTCAACATTAC A T
PGM-54_H 0 CTCAACATTAC A T
PGM-55_H 0 CTCAACATTAC A T
PGM-56_H 0 CTCAACATTAC T
PGM-57_H 0 CTCAACATTAC T
PGM-64_C 0 CTCAACATTAC T
PGM-71_R 2 CTCAACATCAC T
PGM-76_p 2 CTCAACATTAC T
L. braziliensis CTCAACATTAC T

Figura 24 — Alinhamento representativo das sequéncias do gene pgm para as amostras estudadas
obtidas no software UGene Legenda: H — humano; C — céo; R —roedor; D - didelfideo;0 — RMBH; 1 —
CARACA; 2 — Xakriaba; 3 — Para de Minas; 4 - Martinho Campos; 5 — Caratinga; 6 — Rio Vermelho; *

amostras com perfil variante.

Amostras Variante Amb.

PGM-19R 0 1 12
PGM-21R 1 0 9
PGM-22 R 1 0 7
PGM-23 R 1 1 8
PGM-25R 1 8 13
PGM-26 R 1 0 6
PGM-31C 0 2 8
PGM-33C 0 12 16
PGM-34 H 2* 1 6
PGM-35H 2 2 10
PGM-38 H 2* 1 8
PGM-43H 0 0 8
PGM-44 H 3 1 7
PGM-45H 0 1 7
PGM-46 H 4 0 1"
PGM-47H 5 0 7
PGM-48H 0 0 6
PGM-49H 6 0 7
PGM-51H 7 1 12
PGM-52H 0 0 8
PGM-53 H 0 1 7
PGM-54 H 0 4 28
PGM-55H 0 1 7
PGM-56 H 0 0 14
PGM-57 H 0 0 9
PGM-64 C 0 0 10
PGM-71R 2 10 35
PGM-76 D 2 0 9
Total 47 295
Média 2 11

Tabela 7 - Quantidade de nucleotideos variantes e ambiguidades apresentadas por amostras
estudadas e amplificadas para o alvo pgm. Legenda: Amb. — ambiguidade; Variantes — quantidade
de posi¢cdes que apresentaram nucleotideos variantes em comparagdo com a sequéncia de L.

braziliensis.
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Com o objetivo de aprofundar a caracterizagdo das amostras foram realizadas
analises filogenéticas no formato de filograma, através do software MEGA X,
utilizando sequéncias de L. braziliensis e L. infantum como outgroup recuperadas do
banco de dados GenBank (figura 25). No filograma para este gene, as amostras
foram agrupadas juntamente com o controle de L. braziliensis, suportadas por
bootstrap de 85%, com excecdo da amostra 33 oriunda de um canideo doméstico da
RMBH, que ficou segregada juntamente com o outgroup L. infantum. Observou-se
também a formacéo de dois clusters, o primeiro e grande cluster 1 reuniu amostra
indistintamente do lugar e do hospedeiro. J& o cluster 2 agrupou somente trés
amostras de uma mesma localidade (Xakriabd), reunindo novamente as duas
amostras variantes provenientes de humanos (34 e 38), e uma amostra de roedor
silvestre (71). Por fim, observa-se também que ocorreu segregacéo das amostras de

roedores silvestres oriundas do Caracga.
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33_’— PGM-19R 0
L

. braziliensis
- PGM-76 D-2
PGM-64 C 0
PGM-57 HO
—— PGM-56 H 0
PGM-53H 0
M_[ PGM-55H 0
PGM-52H0
PGM-49H6 1
PGM-48 H 0
PGM-47H5
PGM-46 H 4
PGM-43H0
PGM-44 H 3
PGM-45H 0
PGM-51H7
PGM-35H 2
PGM-54 H 0

80 PGM-T1R 2

;Lr PGM-34 H 2* 2
all 68 POM-38H 2"
PGM-31C0
PGM-26 R 1
% PGM-25R 1
PGM-23R 1
PGM-22R 1

PGM-21 R 1

PGM-33C 0

Figura 25 — Filograma obtido das sequéncias da amplificacdo do alvo pgm. Legenda: H — humano; C
— cao; R — roedor; D - didelfideo; 0 — RMBH; 1 — Caraga; 2 — Xakriaba; 3 — Para de Minas; 4 -
Martinho Campos; 5 — Caratinga; 6 — Rio Vermelho; * amostras com perfil variante. O retangulo

vermelho destaca a segregacao das amostras de roedores do Caraca.

5.8 Variabilidade genética e ambiguidades apresentadas nas amostras estudadas

Um resumo do perfil da variabilidade genética identificado nas amostras
estudados, com base nos diferentes marcadores (hsp70, alat, gépd, icd, mpi e pgm)
esta representado na tabela 8. Além disso, calculou-se o indice de nucleotideos
variantes e ambiguidades apresentadas por cada amostra, onde a razdo entre os
parametros foi calculado em relacao a cepa de referéncia L. braziliensis para cada
gene analisado. Portanto, quanto mais préximo do valor 1 maior a similaridade com

a cepa referéncia de L. braziliensis.

L. infantum
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Fragmentos de Gene amplificados

Amostras hsp70 alat g6pd led Mpi pgm
Variante Amb. Variante Amb. Amb. Variante Amb. Variante Amb. Variante Amb.

19RO 77 094 44 097 14 0,98 8 0,99 3 1,00 7 0,99 3 099 11 0,98 1 1,00 7 099 1 1,00 12 0,98
21R1 84 0,94 34 097 8 0,99 4 0,99 8 0,99 9 0,99 3 099 11 0,98 5 099 9 099 0 1,00 9 0,98
22 R1 80 094 38 097 11 0,98 2 1,00 5 0,99 9 0,99 1 1,00 112 1 1,00 2 1,00 0 1,00 7 0,99
23 R1 84 094 34 097 11 0,98 1 1,00 1 1,00 13 0,99 4 0,99 12 0,98 1 1,00 3 1,00 1 1,00 8 0,98
25R1 81 094 29 0,98 7 0,99 3 0,99 0 1,00 16 0,98 4 0,99 13 0,98 4 099 2 100 8 098 13 0,98
26 R1 74 0,94 40 0,97 6 0,99 6 0,99 21 0,98 2 1,00 17 0,97 43 | 0,92 3 1,00 7 099 0 1,00 6 0,99
31CO0 106 | 0,92 0 1,00 12 0,98 7 0,99 0 1,00 24 0,97 3 0,99 6 0,99 1 1,00 1 100 2 1,00 8 0,98
33CO0 74 094 40 097 10 0,98 9 0,98 0 1,00 17 0,98 3 0,99 12 0,98 8 099 2 100 12 098 16 0,97
34 H2* 77 094 36 0,97 4 0,99 3 0,99 7 0,99 92 0,90 3 099 14 0,97 1 1,00 5 099 1 1,00 6 0,99
35H2 77 094 36 0,97 3 0,99 2 1,00 0 1,00 60 0,93 3 0,99 38 0,93 7 099 4 099 2 1,00 10 0,98
38 H2* 78 094 36 0,97 4 0,99 3 0,99 3 1,00 11 0,99 3 099 10 0,98 1 1,00 3 1,00 1 1,00 8 0,98
43 HO 74 094 37 097 15 0,97 2 1,00 2 1,00 50 0,94 - - - - 4 094 2 100 O 1,00 8 0,98
44 H3 81 094 35 097 10 0,98 1 1,00 0 1,00 54 0,94 4 0,99 8 0,98 4 099 1 100 1 1,00 7 0,99
45 HO - - - - 3 0,99 2 1,00 1 1,00 19 0,98 3 099 16 0,97 2 1,00 2 1,00 1 1,00 7 0,99
46 H4 81 094 39 0,97 5 0,99 3 0,99 0 1,00 21 0,98 3 0,99 4 0,99 3 1,00 2 100 O 1,00 11 0,98
47 H5 106 0,92 0 6 0,99 1 1,00 0 1,00 17 0,98 3 0,99 19 0,96 2 1,00 3 1,00 0 1,00 7 0,99
48 HO 77 094 39 097 16 0,97 1 1,00 0 1,00 17 0,98 - - - - 5 099 1 100 O 1,00 6 0,99
49 H6 84 0,94 34 097 3 0,99 1 1,00 1 1,00 5 0,99 4 0,99 7 0,99 2 1,00 1 100 0 1,00 7 0,99
51 H7 - - - - 2 1,00 22 0,96 0 1,00 27 097 31 094 70 [0,87 5 099 2 100 1 100 12 0,98
52 HO 74 0,94 40 0,97 2 1,00 2 1,00 4 1,00 24 0,97 3 0,99 9 0,98 2 1,00 1 100 0 1,00 8 0,98
53 HO 84 094 31 0,98 6 0,99 4 0,99 1 1,00 22 098 10 098 20 0,96 2 1,00 2 1,00 1 1,00 7 0,99
54 HO 78 094 31 0,98 2 1,00 2 1,00 2 1,00 51 0,94 8 0,98 68 | 0,87 1 1,00 0 100 4 099 28 0,95
55 HO 91 093 16 0,99 3 0,99 2 1,00 18 0,98 13 0,99 2 1,00 94 0,82 202 2 100 1 1,00 7 0,99
56 HO 96 093 13 0,99 5 0,99 3 0,99 0 1,00 23 0,97 3 099 10 0,98 6 099 3 100 O 1,00 14 0,97
57 HO 82 094 31 0,98 7 0,99 1 1,00 0 1,00 9 0,99 3 0,99 12 0,98 6 099 2 100 O 1,00 9 0,98
64 CO 77 0,94 42 0,97 3 099 28 095 113 |[0,87 26 097 23 096 119 - 6 099 1 100 O 100 10 0,98
71 R2 79 0,94 33 0,97 4 0,99 5 0,99 9 0,99 42 095 11 098 122 19 097 22 097 10 098 35 0,93
76 D2 82 094 36 0,97 6 0,99 9 0,98 5 0,99 30 097 12 098 64 088 42 094 2 100 O 1,00 9 0,98
TOTAL 2138 824 188 137 204 710 170 924 386 94 47 295

MEDIA 82 32 7 5 7 25 7 36 14 3 2 11

Tabela 8 — Perfil da variabilidade genética por gene e amostra estudada, quando comparados a cepa referéncia de L. braziliensis. Legenda:
Amb. — ambiguidade; Variantes — quantidade de posigbes que apresentaram nucleotideos variantes em comparagdo com a sequéncia de L.
braziliensis; H— humano; C — cao; R — roedor; D - didelfideo; 0 — RMBH; 1 — Caraga; 2 — Xakriaba; 3 — Para de Minas; 4 - Martinho Campos; 5
— Caratinga; 6 — Rio Vermelho; * amostras com perfil variante; - : amostra ndo analisada para o alvo. Gradiente de cores: quanto mais proximo

do valor 1, mais claro e mais proximo a cepa de referéncia de L. braziliensis, quanto mais distante, mais vermelho.
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6 DISCUSSAO

6.1 Recuperagao das amostras

Poucos estudos de caracterizagédo e variabilidade genética de organismos da
espécie L. braziliensis reune grande quantidade de amostras, provenientes de
localidade e hospedeiros diferentes, o que prejudica a compreenséo panoramica da
LTA no Brasil (CUPOLLILO et al., 2003; BOITE et al, 2014). Deste modo, tentou-se
recuperar o maior numero de cepas que estavam depositadas no Banco de Cepas
do Grupo de Estudos em Leishmanioses (Instituto René Rachou - Fiocruz Minas).
Contudo, a recuperacao de cepas armazenadas apresentam algumas limitagdes, tal
como dificuldade em se obter amostras que nédo apresentam degradacado de DNA,
quantidade de DNA suficiente para utilizagdo em técnicas moleculares e volume
adequado para os diferentes procedimentos. Diversos fatores podem estar
associados a perda de qualidade do material armazenado, assim como
procedimentos inadequados de coleta, ma qualidade do material extraido, oscilacao
na temperatura de armazenamento, sucessivos descongelamentos, tempo de
armazenamento e manipulagdo inadequada das amostras (BLOW, 2007;
SHABIHKHANI et al., 2014).

Através da busca nos bancos de cepas foi possivel obter 447 amostras.
Contudo, somente 28 amostras apresentaram os requisitos minimos estabelecidos
para participagdo no estudo. O Banco de Cepas do Grupo de Estudos em
Leishmanioses tem um alto nivel de controle de qualidade, contudo assim
determinadas amostras armazenadas podem ndo ser adequadas para estudos de
caracterizagao genética. Além disso, € importante a definicdo de critérios rigorosos
para inser¢ao de amostras em estudos de variabilidade genética a fim de se evitar
que os resultados obtidos sejam oriundos de degradagcdo de DNA. Portanto,
percebe-se a dificuldade de obter grande numero de cepas que tenham qualidade

suficiente para obter resultados mais acurados.

6.2 Identificacao das amostras como L. braziliensis

A correta identificacdo das espécies de Leishmania envolvidas nas infecgbes é
de extrema importancia, ndo somente para associar diferentes manifestacbes

clinicas da doencga e correto diagnostico, mas também para condugédo de estudos
88
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especificos a cada espécie, contribuindo para os conhecimentos epidemiolégicos
das mesmas. Deste modo, a identificacdo especifica deste parasito contribui na
escolha de terapias e condutas clinicas adequadas, bem como na adocido de

medidas efetivas de prevencao e controle da transmisséao.

A técnica ainda considerada padrdo-ouro pela OMS para a identificacdo de
espécies de Leishmania é a andlise por MLEE (BANULS, HIDE & PRUGNOLLE,
2007). Contudo, este método apresenta desvantagens, principalmente por possuir
uma menor resolucao de identificacdo quando comparado aos métodos moleculares,
além de exigir isolamento e cultivo dos parasitos, o que inviabiliza muitos estudos
(MAURICIO et al., 2006).

As diferentes técnicas atuais de identificacdo de Leishmania usam tanto a PCR
dirigidas a alvos especificos, tal como processos poés-amplificacdo baseados no
polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restricido (RFLP). Os fragmentos
amplificados sao submetidos a acao de endonucleases de restricao, onde perfil de
digestdo apresentado pode diferenciar as espécies de Leishmania (GRACA et al.,
2012; HIDE & BANULS, 2006). Neste estudo optou-se por realizar PCR-RFLP
voltado para dois genes alvos, ITS1 e hsp70 a fim de identificar as amostras
estudas. Estes dois alvos sao considerados os melhores marcadores para
identificacdo de espécies de Leishmania, no Velho e Novo Mundo respectivamente
(VAN DER AUWERA & DUJARDIN, 2015).

Deste modo, primeiramente realizou-se a PCR-RFLP voltada para a regiao
intergénica né&o-codificante do espacador transcrito interno do DNA ribossomal
(ITS1). Este alvo foi inicialmente proposto por Cupolillo et al. (1995), e desde entéo
vem sendo amplamente utilizado em estudos de caracterizagdo molecular tanto em
cepas do Velho Mundo (CHICHARRO et al, 2002; SCHONIAN et al., 2000), como
em cepas de L. braziliensis do Novo Mundo (BERZUNZA-CRUZ et al., 2002;
CUPOLILLO et al., 2003; KUHLS et al. 2005).

Através dos resultados obtidos com a PCR-RFLP do ITS1 observou-se que as
amostras amplificadas apresentaram perfil de restricdo semelhante ao observado
para L. braziliensis. Contudo, a amostra de ID 34 apresentou perfil de restricao
compativel com L. guyanensis (figura 5, pagina 59). Em estudos anteriores, essa
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amostra, oriunda de um humano com lesdes atipicas de LTA, foi identificada como
L. braziliensis por diferentes técnicas e alvos moleculares, pelas quais foi verificado
perfil de restricdo variante, assim como foram identificados polimorfismos de
nucleotideo unico (SNP) (QUARESMA et al., 2011; RUGANI, 2015). Apesar da PCR-
RFLP ITS1 através da digestdo dos amplicons com a enzima de restricdo Haelll ser
considerada capaz de distinguir espécies de Leishmania proximas, a distingdo de L.
braziliensis e L. guyanensis utilizando este alvo, somente € possivel através de
sequenciamento genético (SCHONIAN et al, 2003). Deste modo, a confirmagdo da
identidade especifica foi realizada através do sequenciamento dos fragmentos
provenientes da PCR-ITS1, que demonstrou que todas as amostras apresentaram
indice de identidade igual ou superior a 98%, quando comparadas com L.
braziliensis. Portanto, este alvo apresentou limitacdo em identificar corretamente a

espécie do parasito quando analisado somente a digestao enzimatica por Haelll.

Além disto, através deste marcador, ndo foi possivel avaliar a diversidade
genética das sequéncias obtidas, por apresentarem um valor baixo de qualidade
(figura 6, pagina 60), ndo sendo possivel também esclarecer o motivo de
observarmos perfil semelhante a L. guyanensis. Estes resultados para o alvo ITS
podem estar relacionados ao fato de que este alvo apresenta grande variagdo na
amplificagcdo (300 a 350pb) assim como é passivel de acumular insercdes e
deleg¢des que nao serao expressas pelo sistema de sintese de proteinas e, portanto,
nao serao prejudiciais ao parasito, gerando um alto nivel de variagdo intra e
interespecifica (SCHONIAN et al., 2003).

A segunda PCR-RFLP foi direcionada para parte do gene que codifica a proteina
de choque térmico de 70 kilodaltons (hsp70). Essas proteinas sédo caracterizadas
como antigénicas importantes, pois sao expressas como um mecanismo de defesa
ao estresse fisico e/ou quimico causado pelo hospedeiro, ndo somente pela sua
temperatura mais alta em relagdo a temperatura do vetor, mas também relacionada
a pico febril, deste modo sédo essenciais a sobrevivéncia do parasito (FOLGUEIRA &
REQUENA, 2007; SATO et al., 1995). A técnica de PCR voltada para o fragmento
de gene que codifica hsp70 associada a RFLP utilizando a enzima Haelll vem sendo
bastante utilizada para distingdo entre variadas espécies de Leishmania (FRAGA et
al., 2010; GARCIA et al., 2007; MONTALVO et al., 2008). Estes autores
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recomendam a PCR-RFLP do hsp70 como uma ferramenta universal para
identificacdo das espécies de Leishmania, por ser uma técnica que conta como
vantagem a facil aplicacdo e reprodutibilidade, sendo util em diferenciar L.

braziliensis das demais espécies de Leishmania que circulam Novo e Velho Mundo.

Através dos resultados obtidos neste estudo com a técnica PCR-RFLP voltada
para hsp70, observou-se que, além da espécie L. braziliensis apresentar um perfil
distinguivel de outras espécies que ocorrem no Brasil, todas as amostras analisadas
apresentaram perfis de restricdo compativeis com L. braziliensis. Ainda, as
amostras 34 e 38 oriundas do Xakriaba, apresentaram perfil de restricdo divergente
(figura 7, pagina 61), quando comparados com as cepas de referéncia, corroborando
com estudos anteriores (QUARESMA et al, 2011; RUGANI, 2015). Quaresma e
colaboradores (2011) detectou polimorfismo de base unica (SNP) no perfil de
restricdo destas duas amostras. A comparacao do sequenciamento das amostras
com sequencias depositadas no GenBank, também confirmou a identificacdo como
L. braziliensis para todas as 28 amostras, inclusive as amostras de perfil variante.
Deste modo, a metodologia de PCR-RFLP do hsp70, é util, ndo somente para a
identificacdo da espécie do parasito, como também para diferenciacdo de cepas

geneticamente distintas.

As analises de variabilidade genética e relagdo evolutiva das 28 amostras
utilizando as sequéncias obtidas para o alvo hsp70, bem como para os demais alvos

utilizados neste estudo, serao discutidas e apresentadas no topico a seguir.

6.3 Caracterizagdo molecular e diversidade genética

Estudos que visam compreender relagdes evolucionarias entre populagdes de
organismos contribuem para uma correta classificacdo taxonémica de espécies do
género Leishmania e fornecem informacgdes biolégicas entre cepas estreitamente
relacionadas. Ao mesmo tempo, a analise de cepas provenientes de diferentes
hospedeiros e localidades fornecem dados sobre a influéncia destes no gendétipo do
parasito. O papel dos reservatérios de L. braziliensis na epidemiologia e na evolugao
do parasito ainda é pouco elucidado (MILLAN et al., 2011; SILVA et al., 2005). Mais
informagdes sobre a natureza dos ciclos de transmissao silvestre e peridoméstica,

bem como a interacdo do parasito com cada hospedeiro podem ser obtidas
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comparando, geneticamente, cepas de L braziliensis provenientes de infec¢gdes em
diferentes hospedeiros (CORTES et al., 2006). A variabilidade genética das
sequéncias de DNA pode demonstrar a divergéncia evolutiva, sendo usada para

elaborar hipoteses filogenéticas entre as cepas de diferentes hospedeiros.

Varios genes sdo candidatos a serem utilizados como alvos moleculares para
analises de caracterizagdo e variabilidade genética como, por exemplo, hsp70
(GARCIA et al, 2004), genes que codificam a g6pd (CASTILHO et al.,, 2003;
VICTOIR et al., 1998;), e também fragmentos de genes das vias glicoliticas, tal como
alat, pgm, mpi e icd (BOITE et al., 2012; MAURICIO, 2006). Estes genes sdo alvos
utilizados em MLST e também codificam enzimas utilizadas na técnica padrao-ouro

de identificacado de Leishmania, MLEE.

O sequenciamento genético dos fragmentos de gene de hsp70, alat, gbpd, pgm,
mpi e icd das cepas realizado no presente estudo, demonstrou valores de identidade
igual ou superior a 98%, comparados com outras sequencias de L. braziliensis
depositadas no GenBank. Somente as amostras 45 e 51, provenientes de humano,
apresentaram um valor baixo de qualidade (inferior a 98%) para o gene hsp70,
sendo removidas da analise desse gene. O mesmo foi observado para as amostras
43, 48 e 53, ambas de humanos, quando comparadas com a cepa referéncia, para o
gene icd, sendo excluidas do estudo desse gene. Estes resultados demonstram que
todos os genes estudados apresentaram boa qualidade do material sequenciado,

sendo Uteis para a confirmagao da espécie do parasito através do sequenciamento.

Os resultados obtidos, através da técnica PCR direcionada ao alvo hsp70,
seguida de sequenciamento e alinhamento multiplo, demonstraram alto indice de
diversidade genética (nucleotideos variantes e ambiguidades), quando comparados
com a cepa referéncia de L. braziliensis para 0 mesmo gene alvo (tabela 2, pagina
63). Resultado divergente do encontrado na literatura e em estudos semelhantes
(FRAGA et al., 2010; GARCIA et al., 2004; YOUNG et al., 2004), os quais observam
baixo indice de polimorfismos e poucos sitios ambiguos, pois o gene hsp70, dentre
todos os genes HSPs, é o mais altamente conservado em sequéncia e funcao
(FOLGUEIRA et. al., 2005). Ambiguidade é a apresentagao de qualquer nucleotideo

que pode estar presentes ou sobreposto em uma determinada posi¢cao do
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sequenciamento, podendo ser observados como picos sobrepostos no
eletroferograma (BOITE, 2014; KLUG et al., 2010). Essas ambiguidades podem
representar células com diferentes alelos, ou células homozigotas com alelos
distintos (BOITE, 2014; ODDS & JACOBSEN, 2008; VAN BELKUM et al., 2001;).
Contudo, apesar das amostras utilizadas na analise deste gene apresentaram um
minimo de 98% de identidade comparada com as cepas referéncia através do
algoritmo BLASTnN, ndo descarta-se a hipotese de que essa heterogeneidade entre
as sequéncias obtidas podem estar relacionadas a falhas inerentes ao
sequenciamento deste gene (MEDIGUE et al.,1999), visto que apresentaram apenas

38% de cobertura para o amplicon esperado.

Resultado semelhante para o gene hsp70 foi observado para o fragmento dos
genes gbpd e icd. Apesar de apresentarem indices de nucleotideos variantes
menores do que o apresentado para o hsp70 (2138), também apresentou um
elevado indice de ambiguidades (710 e 924, respectivamente, tabela 4, pagina 71 e
tabela 5, pagina 75), em diversas posi¢des, sem um padrao distinguivel. Resultados
estes divergentes aos encontrado na literatura para estes genes. Em um estudo
realizado com diversas cepas por Boité et al. (2012) observou menor diversidade
genética para espécies de Leishmania e para os genes que codificam g6pd, icd e
mpi. Além disso, icd foi o unico marcador que nao apresentou SNP. Zemanova e
colaboradores (2006) observaram resultados semelhantes para esses mesmo
genes, assim como observaram menos de 1% de locais polimérficos ao longo das
sequencias estudadas. Nos resultados obtidos no presente estudo, observou-se
elevado numero de nucleotideos variantes pode representar que estes genes ainda
estejam sofrendo uma pressao seletiva intensa nas cepas estudadas (g6pd e icd)
isoladamente. Os resultados apresentados podem estar mais relacionados a
atividade das enzimas, g6pd e icd, que atuam principalmente no metabolismo da
glicose (NUNES, 2016). Parasitos intracelulares podem utilizar os produtos
metabdlicos da célula hospedeira, principalmente quando sofrem danos que
comprometam a sua propria capacidade metabdlica. Deste modo, podem ser mais
tolerantes a diversidade genotipicas em Jocus que codificam enzimas do
metabolismo da glicose, onde pode ocorrer maior tendéncia a acumular variagoes
genéticas (BANULS, HIDE & PRUGNOLLE, 2007). Além disso, a amplificacdo do
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gene g6pd (figura 13, pagina 69) n&o foi capaz de diferenciar as espécies de
Leishmania somente através da PCR convencional, como é proposto na literatura
(CASTILHO et al., 2003; CUPOLILLO et. al., 1994).

Genes considerados ndo-neutros, ou seja, que estdo mais sujeitos a pressao do
meio, podem colaborar para assimilacédo de tragos epidemioldgicos importantes,
como viruléncia e resisténcia a drogas (MAIDEN et al., 2013; SCHONIAN et al.,
2011). Por isso, esses resultados aparentemente conflitantes com estudos
anteriores, sao reflexos das diferencas intrinsecas aos marcadores escolhidos, que
podem variar em grau de polimorfismo, taxa de mutagdo, ocorréncia de
recombinacdo e pressdo de selecdo sobre os loci (BOITE et al., 2012; MAIDEN et
al., 2013). Portanto, evidencia-se a importédncia da combinacdo de diferentes
marcadores, a fim de se obter resultados mais fidedignos sobre a diversidade
genética do parasito. Apesar da maioria dos estudos apresentarem divergéncia com
estes resultados, Figueiredo et al. (2019) apresentaram resultados parecidos aos
observados neste estudo, onde as diversas amostras estudadas demonstraram um
nivel substancial de diversidade quando comparado com a cepa de L. braziliensis
utilizada como referéncia, com altas contagens de nucleotideos variantes para os

diferentes isolados através dos marcadores icd, mpi e gépd.

As amostras 22 e 71 provenientes de roedores silvestres de localidades
distintas, bem como a amostra 64 proveniente de cdo domeéstico da RMBH
demonstraram valores significativos de ambiguidades para o gene icd (tabela 5,
pagina 75). Adicionalmente, a amostra 64 também demonstrou elevado indice de
nucleotideos variantes para o gene g6pd (tabela 4, pagina 71). Estes resultados
indicam que essa diversidade genética observada pode estar relacionada a intensa
pressao seletiva que estes genes ainda estao sofrendo nos hospedeiros mamiferos.
Considerando que o cao é um hospedeiro eventual ou mesmo ainda considerando
acidental por alguns pesquisadores (MADEIRA et al., 2005; PADILLA et al., 2002),
apresentando variagdes nos sinais clinicos e soroldgicos, diferentes do observado
em outros hospedeiros e humanos, quando infectados por L. braziliensis, podendo
supor que este parasito ainda esta em processo adaptativo a este hospedeiro
(SANTOS et al., 2007). Além disso, RMBH é endémica para L. infantum (FERREIRA
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et al., 2015), podendo ocorrer coinfec¢des e até mesmo trocas genéticas no vetor,

contribuindo para ocorréncia de variabilidade genética (ROMANO et a., 2014).

Os genes mpi, pgm e alat, apresentaram os menores indices de posigcdes com
nucleotideos divergentes do controle L. braziliensis e ambiguidades. Amostra 55
proveniente de humano oriundo de Santa Luzia (RMBH) foi mais expressiva,
demostrando alto valor de polimorfismos para o alvo mpi, o que elevou o indice do
gene, considerado a amostra mais divergente (tabela 6, pagina 79). Apesar disso, os
genes mpi e pgm, nao apresentaram um padrao na apresentagao de nucleotideos
variantes e ambiguidades. O gene codificador da enzima alat, demonstrou-se mais
promissor para analises de variabilidade genética, com indices mais baixos de
nucleotideos variantes e ambiguidades (tabela 3, pagina 67). Apesar de apresentar
nucleotideos variantes, demonstrou sequencias mais homogéneas. Estes resultados
corroboram com os achados encontrados por Marco et al., (2015) o qual demonstra
que este gene estda sob pressdo de selegdo estabilizada, sendo um excelente
marcador para avaliar diversidade genética e estudos filogenéticos. Além disso,
esta enzima tem um papel importante na gliconeogénese nas diferentes fases do
género Leishmania. Contudo suas fungdes ainda nao estdo bem esclarecidas,
demonstrando a necessidade de mais pesquisas sobre seu papel nas diferentes
espécies de Leishmania (MARCIANO et al., 2009).

Observa-se que o sequenciamento de DNA apresentou um elevado numero de
nucleotideos variantes e de ambiguidades. Este ultimo pode representar sitios
heterozigotos, e ambos estavam presentes nos diferentes genes e amostras
estudadas (Tabela 8). Como todos os alvos eram genes de copia Unica, deste modo,
a presenga de locais ambiguos nos seis loci (hsp70, alat, gbpd, icd, mpi e pgm)
acredita-se que representam, em sua maioria, heterozigose. Além disso, a
apresentacao de ambiguidades ocorreu de forma homogénea ao longo de todas as
sequéncias analisadas, o que corrobora com a hipotese de heterogeneidade. A troca
genética é considera uma hipotese mais aceita para explicar elevada heterozigose
em varios locais dentro de um gene e em varios /oci, considerando que eventos de
mutacdo € uma explicagdo menos provavel (MAURICIO et al., 2006). Além disso, o
intercambio genético pode elucidar o elevado indice de heterozigotos em
populacdes de Leishmania (GAUNT et al., 2003; GIBSON & STEVENS, 1999).
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Todavia, em analises de diversidade genética deve-se considerar diferentes
fatores que va&o além de nucleotideos variantes, polimorfismos genéticos ou
ambiguidades no genoma do parasito, como a dinamica de interagdo com os
diferentes hospedeiros e vetores, aspectos concernentes a transmissao, e aspectos
do desenvolvimento da doenga bem como resposta as terapias disponiveis
(CORTES et al., 2006; BOITE, 2014). Sendo portanto, necessarios mais estudos a
fim de obter mais informag¢des que contribuam para a compreensao da diversidade

genética aqui observada.

6.4 Analise dos filogramas das amostras de L. braziliensis de Minas Gerais

Os filogramas sao ferramentas importantes para compreensao da estrutura de
populacdes naturais, contribuindo para elucidar questdes sobre a distribuicdo de
individuos na natureza, bem como quais sdo suas estratégias para propagacéao e
recombinacdo (ROUGERON et al., 2015). Estudo sobre a histéria evolutiva dos
genes sao de grande importancia para organismos dos quais sao dificeis de serem
observados diretamente, tal como os protozoarios de forma geral (DE MEEUS et al.,
2007), especialmente para género Leishmania, que apresenta grande plasticidade
genbmica, diferentes ciclos e apresentagdes clinicas nos individuos afetados
(PACHECO et al.,1990).

Neste estudo foram realizadas analises de filogramas através do método de
Maxima Parciménia (NElI & KUMAR, 2000), pelo software MEGA X (KUMAR et al.,
2018), utilizando dados de sequenciamento dos marcadores hsp70, alat, g6pd, icd,
mpi e pgm. Para as analises foram incluidas as sequéncias da cepa referéncia de L.
braziliensis e de uma espécie filogeneticamente mais distante (L. infantum), onde
permaneceu como outgroup. As sequencias dessas cepas foram recuperadas do

banco de dados GenBank.

Através da arvore filogenética obtida para o gene hsp70, foi observado baixo
suporte para as ramificagbes (figura 9,pagina 64), o que também foi observado na
analise do gene icd (tabela 19, pagina 76). Estes resultados podem estar
associados ao fato de que ambos os alvos (hsp70 e icd) amplificam um fragmento
de gene muito longo (1300pb e 1022pb, respectivamente, quadro 5), o que pode
ocasionar sequenciamento de partes distintas do amplicon, gerando grandes
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divergéncias dentre as sequencias alinhadas. Essa hipotese é reforgada ao analisar
conjuntamente o resultado do sequenciamento, onde se obteve apenas
aproximadamente 38% do amplicon esperado para o gene hsp70 e 72% para o gene
icd. Estes alvos apresentaram altos indices de nucleotideos variantes e
ambiguidades, que podem ser resultados de alinhamento inconsistente das
sequéncias forward e reverse, prejudicando o alinhamento multiplo e obtengao de
resultados fidedignos de variabilidade genética. Os fatores intrinsecos a estes dois
alvos, principalmente considerando o comprimento do amplicon, sdo limitadores

quanto a utilizagao deste em estudos de diversidade genética.

Na analise do gene hsp70 foi observado que as amostras de perfil variante,
oriundas de humanos do Xakriaba (34 e 38), foram separadas em um cluster
apresentando um valor de bootstrap ou suporte de 100%. Resultado esperado, de
acordo com os estudos realizados anteriormente para estas amostras (QUARESMA
et al, 2011). A formagado desse agrupamento repetiu-se de forma semelhante nas
arvores para os demais genes, com diferenga no nivel de confianga/suporte (alat:
80%; gbpd: 73%; icd: 96%; mpi: 74% e pgm: 68%). Deste modo estes resultados
indicam que as cepas exclusivamente de humanos que apresentaram perfis
variantes e manifestacdes atipicas de LTA, provenientes do Xakriaba, apresentam
polimorfismos ao longo das sequencias (como foi descrito pelos estudos prévios),
para os todos marcadores utilizados e tendem a se agrupar separadamente em
analises dos filogramas. Estes resultados condizem com os resultados realizados
com estas amostras em estudos anteriores (QUARESMA et al, 2011; RUGANI,
2015). Deste modo, todos os marcadores estudados foram eficientes ao demonstrar

a relagao filogenética das amostras de perfil genético variante.

Além disso, ainda sobre o gene hsp70, observaram-se também a separacao de
duas amostras de humanos, 53 de Belo Horizonte e 54 de Sabara (RMBH), em um
cluster com suporte de 94% (figura 9, pagina 64). Adicionalmente, um clusters do
flograma para o gene hsp70, ocorreu a combinacdo de amostra de canideo
doméstico juntamente com uma amostra de pequeno mamifero de localidades
distintas (cluster 5). Bem como ocorreu agrupamento de amostras oriundas de
pequenos mamiferos silvestres associadas a uma amostra de humano (suporte de

99%) de locais diferentes. Apesar de serem espécies completamente distintas, a
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associacdo de cepas oriundas de caes com as cepas oriundas de pequenos
mamiferos, bem como as de humanos associadas a de pequenos mamiferos
demonstram que cepas provenientes de pequenos mamiferos podem apresentar
caracteristicas genéticas que disponha de mecanismos mais adaptados para circular
em diferentes hospedeiros. Estes resultados demonstram que este gene esta
sofrendo pressao seletiva que pode ser independente da localidade ou da espécie

do hospedeiro.

Contudo, para o gene alat (figura 12, pagina 68), onde os clusters 1, 4, e 5
agruparam amostras de pequenos mamiferos e humanos de areas distintas. Além
disso, no cluster 3 ocorreu a separacao de duas amostras de cies que, apesar de
pertencerem a uma mesma localidade (Betim, RMBH), este conjunto de resultados
contribuem com a hipotese de separacao evolutiva das cepas de L. braziliensis em

relagédo ao tipo de hospedeiro, além do fator ambiente, para este gene.

Considerando que os pequenos mamiferos sdo mais numerosos e possuindo
uma grande diversidade de espécies além de serem amplamente distribuidos em
todos os ambientes (CARLETON & MUSSER, 2005), sdo incriminados como 0s
principais reservatérios e amplificadores de L. braziliensis, sendo, ndo somente
responsaveis pela manutengao nos ciclos silvestres, como também sao importantes
elos de comunicacéo dos ciclos silvestre e peridoméstico (ANDRADE et al., 2015;
ASHFORD, 1996; TONELLI et al., 2017). Além disso, pequenos mamiferos sao os
principais hospedeiros responsaveis por propiciar a transmisséo de L. braziliensis
para humanos (ASHFORD, 1996). Estas caracteristicas podem contribuir para que
cepas oriundas destes hospedeiros apresentem genoétipo mais variavel, podendo
eventualmente apresentar semelhangas com cepas oriundas de outros hospedeiros,
sendo mais habeis para circular em diferentes espécies e infectar humanos.
Adicionalmente, Brandao-Filho e colaboradores (2003) verificaram uma grande
heterogeneidade, tanto para o gendtipo quanto para o fenétipo de grande numero de
isolados de roedores selvagens e sinantropicos (Necromys lasiurus, Nectomys
squamipes, e Rattus rattus), através da técnica de MLEE, contrastando com area

geografica reduzida do estado do Pernambuco (Brasil) da qual foram obtidos.
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A grande variabilidade genética de L. braziliensis, contribui para a formacgéao de
pequenas populagdes que podem se agrupar de acordo com certas espécies
hospedeiras, como por exemplo, podem ocorrer populagdes compartilhadas por
seres humanos e pequenos mamiferos silvestres e sinantropicos. Deste modo,
supde-se que este €& o resultado dos diferentes ciclos independentes e
interconectados de transmissdo de espécies de Leishmania (ROQUE & JANSE,
2014). Novamente, a hipotese de populagdes distintas deste parasito de acordo com
a espécie de hospedeiro é reforcada ao analisar a arvore para o gene g6pd (figura
15, pagina 72). Observa-se que ocorreu um cluster (4) com duas amostras (52 e 55)
de humanos da mesma localidade (Santa Luzia-RMBH), bem como um cluster (5)
onde foram agrupados roedores (pequenos mamiferos) de localidades distintas
(Caraga e RMBH), e por fim, no cluster 3 onde, como para o gene alat, somente as

duas amostras (31 e 33) de caes oriundos de Betim (RMBH) foram agrupados.

Supde-se que além do papel do hospedeiro na modulagdo das populagdes de
Leishmania, o fator ambiente ao qual a cepa circula, também apresenta fator
importante na diferenciacdo das cepas. Diferentes estudos com cepas de
localidades especificas demonstram variabilidade genética, quando comparadas
com cepas de outras localidades (BOITE, 2014; SCHRIEFER et al., 2009;
QUARESMA et al, 2011).

Ainda sobre os resultados obtidos para o gene alat, a amostra 64 de cao
doméstico, apesar de ter sido confirmada como L. braziliensis através de
sequenciamento genético com os diferentes genes, esta se separou das demais
amostras, se distanciando das demais amostras juntamente com o outgroup L.
infantum (figura 12, pagina 68). O que também foi observado para o gene g6pd
(figura 15, pagina 72). Além disso, essa amostra apresentou altos indices de
variabilidade genética (nucleotideos variantes e ambiguidade). A grande diversidade
genética observada para essa amostra pode ser em decorréncia de coinfec¢cao do
hospedeiro além de isolamento de diferentes populagcbes na mesma cultura
(MARCO et al.,2015). Considerando que RMBH é endémica para L. infantum,
podem ser encontrados altos niveis de caes coinfectados com L. braziliensis e L.
infantum (DANTAS-TORRES et al., 2010), o que também pode contribuir com a

ocorréncia de trocas genéticas no vetor, propiciando maior diversidade genética do
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parasito ou mesmo formagédo de hibridos (FERREIRA et al., 2015; RAVEL et al.,
2006; ROMANO et a., 2014).

Para o alvo icd (figura 19, pagina 76) observaram-se resultados semelhantes
aos observados ao gene hsp70, onde amostras de cdes se agruparam com
amostras de pequenos mamiferos de localidades distintas (cluster 1). Ja nos clusters
2, 4, 5 e 6, foram organizadas somente amostras de humanos independe da
localidade. Contribuindo também com a hipétese de separacédo das populagdes de

L. braziliensis de acordo com o hospedeiro.

Por fim, na analise dos filogramas para o gene mpi (figura 22, pagina 80) e pgm
(figura 25, pagina 85), observou-se uma evidente separacdo das amostras de
roedores oriundas do Caraga. Ambos os filogramas para estes dois alvos agruparam
a maioria das amostras em um grande cluster com valores de suporte de 79% para
o0 gene mpi e 85% para o gene pgm. Além disso, apresentaram conjuntamente uma
evidente segregagao das amostras provenientes de roedores silvestres oriundos do
Caraca. A RPPNSC, comumente chamado de Caraca, € uma area de 10.187,89
hectares reservados como area de conservagao ambiental com vegetagdo que
transita entre mata atlantica e cerrado, onde o ciclo de transmisséo da LTA preserva
sua origem no ambiente silvestre (TONELLI et al., 2017). Nossos resultados
aparentam demonstrar que neste ambiente, os genes pgm e mpi sofrem pressao
seletiva diferente dos demais genes, podendo supor que, provavelmente, circule
uma populacgao de L. braziliensis homogénea e distinta de outras localidades de MG,
corroborando com a hipotese de que o ambiente € um fator modulador das cepas
circulantes. Esta hipotese é reforgcada observando ainda o filograma para o gene
pgm (figura 25, pagina 85), observa-se que no cluster 2 o agrupamento de amostras
oriundas do Xakriaba, sendo duas de perfil variante proveniente de humanos, e uma
de roedor silvestre (71). A Reserva Indigena do Xakriaba, apesar de apresentar
caracteristicas de ambiente rural, distinto do Caraca, conta com aproximadamente
403Km? e média de 6.500 habitantes, somente. Quaresma et al (2011) verificou
nesta reserva a ocorréncia de subpopulagédo de L. braziliensis causando um lesdes
atipicas, e cepas que apresentaram perfil genético variante, com presenca de

polimorfismos. Deste modo, acredita-se que podem ocorrer ciclos especificos de
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LTA nestes dois locais, onde podem ser verificadas variabilidade genética

intimamente correlacionada ao ambiente mantenedor.

Assim, a diversidade encontrada em amostras de L. braziliensis provenientes
destes ambientes, parece estar relacionada as interacdes com os hospedeiros bem
com as caracteristicas intrinsecas aos ambientes especificos. Contudo, estes
achados sdo apenas indicativos, sendo necessarios mais estudos, com técnicas

mais aprimoradas, tal como MLST, a fim de afirmar estas hipéteses.

Resumidamente, através destes resultados e analises, podemos sugerir que as
diferentes cepas de L. braziliensis estdo evoluindo juntamente com seus
hospedeiros/reservatorios e aos ambientes de origem. A histéria evolutiva de cada
gene aqui estudado pode contribuir para compreensao dos processos adaptativos
de cada cepa aos diferentes hospedeiros e diferentes localidades. A relagdo de
espécies de Leishmania com seus hospedeiros e vetores ocorre a bilhdes de anos,
resultando em um quebra-cabega gendmico, originando e combinando varias
mutacdes, transferéncias de genes e eventos de reorganizacao (VAN DER
AUWERA et al., 2011). Muitos anos se passaram desde o advento de técnicas de
biologia molecular e o inicio de estudos de variabilidade genética e filogenética para
0 género Leishmania, onde diversos estudos tém demonstrado que realmente existe
uma grande variabilidade para algumas de suas espécies (BOITE et al.,, 2012;
FIGUEIREDO et al., 2019; KUHLS et al., 2013). Mas ainda assim, sua epidemiologia
ainda nao é bem compreendida, isso pode estar relacionado a poucos estudos que
abranjam amostras de diferentes hospedeiros de L. braziliensis. A compreensao
dessa variabilidade tem impacto direto na saude publica, considerando que ha
coexisténcia de diferentes espécies de Leishmania, diferentes cepas e diferentes
ciclos, o que torna complexo o diagnostico, tratamento e controle do parasito
(CUPOLILLO et al., 2003).

Além disso, este estudo evidencia a importancia dos hospedeiros-reservatorios
na compreensao na dindmica intrinseca e extrinseca da L. braziliensis. Cada vez
mais tem se demonstrado a necessidade utilizacdo de abordagens “One Health’
(saude unica), onde estudos com hospedeiros ndo-humanos e seu ambiente sao

importantes para a melhor compreensao de todos os fatores envolvidos nos ciclos
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de transmissao de patdégenos zoondticos e para implementar, de forma correta e

efetiva, politicas publicas de vigilancia e controle epidemioldgicos.

Assim, esses resultados demonstram a complexidade da estrutura genética de
L. braziliensis, contribuindo para compreensdo da histéria evolutiva dos genes
estudados nas diferentes cepas, bem como a relagdo com os diferentes hospedeiros
de areas distintas do estado de Minas Gerais, gerando informag¢des que contribuem
para a compreensao da ecoepidemiologia da LTA no Brasil. Além disso, estes
resultados mostram que a metodologia escolhida para este estudo foi eficaz para
realizar a caracterizagdo molecular e iniciar a avaliagdo da variabilidade genética
intra-especifica de L. braziliensis de diferentes hospedeiros, onde foi observado
elevado grau de variagbes genotipicas, tendo como perspectivas futuras a

continuagao das analises e realizacado da técnica MLST.
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7 CONCLUSOES

e Poucas amostras apresentaram qualidade suficiente para participar de estudos de
caracterizagao genética, demonstrando a dificuldade de utilizar cepas de bancos de
dados para caracterizagéo genética;

¢ A metodologia de PCR-RFLP dirigida ao alvo hsp70 foi mais eficaz para identificar
as amostras utilizadas neste estudo como Leishmania (Viannia) braziliensis quando
comparado ao alvo ITS1;

eAs amostras apresentaram diferentes niveis de variagbes genéticas para os
marcadores utilizados (hsp70, alat, gbpd, icd, mpi e pgm). Os alvos que amplificam
uma fragdo menor do gene alvo (tal como alat, gbpd, mpi e pgm) sdo mais
adequados para estudos de variabilidade genética e historia evolutiva;

e O marcador voltado para o gene alat demonstrou-se mais conservado e util para
avaliar diversidade genética de L. braziliensis;

¢Os alvos que amplificam fragmentos do gene hsp70 e icd demonstraram-se
controversos quanto a utilizagcado para identificacdo de diversidade genética, devido
as limitacdes que estes alvos apresentam ao serem sequenciados;

eAmbos os alvos foram competentes em agrupar amostras com perfil genético
variante, onde os genes polimorficos foram previamente identificados por estudos
anteriores;

¢Os resultados obtidos com este estudo demonstram que cepas oriundas de
pequenos mamiferos, demonstram estarem mais adaptadas para circular em
diferentes hospedeiros, principalmente em humanos;

e |[dentificamos que possivelmente ocorre uma pressao seletiva diferente para os
genes pgm e mpi, em relagao aos demais analisados, entre os pequenos mamiferos
oriundos do Caracga e Xakriaba, suportando a hipotese de que ocorram populagdes
de L. braziliensis nestes que diferem das demais localidades de Minas Gerais;

e Observou a associagao entre amostras com diferentes caracteristicas genéticas e,
principalmente, ao tipo de hospedeiro, corroborando com a hipotese de que o
hospedeiro tem papel importante na modulagdo de locus no genoma do parasito,
destacando a importancia de mais estudos com amostras de diferentes espécies de

hospedeiros.
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