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RESUMO

O presente estudo teve como principal objetivo avaliar a diversidade genética de Leishmania
(Viannia) braziliensis nos niveis inter e intrapacientes, diretamente em lesbes cutaneas e
mucosas de individuos com leishmanioses mucocutanea (LMC), disseminada (LD) e mucosa
(LM), incluindo individuos coinfectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Um
total de 61 amostras procedentes de 38 pacientes foi analisado pelas técnicas da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), da reacdo em cadeia da polimerase com primer Unico em
condicdes de baixa estringéncia (LSSP-PCR) e da andlise fenética, tendo como alvo
molecular a regido varidvel do minicirculo do DNA do cinetoplasto (KDNA). Neste estudo,
predominaram individuos do sexo masculino e com acometimento mucoso nasal. A presenca
de DNA do parasita foi evidenciada pela banda diagnostica de 750 pb, em todas as amostras
analisadas, possibilitando o diagnostico especifico. Na investigacdo do perfil genotipico de
subpopulacdes de L. (V.) braziliensis, através da LSSP-PCR, foi revelado o polimorfismo
genético intrafragmento traduzido como uma assinatura do KDNA do parasito para cada
amostra. Assinaturas de KDNAs similares em amostras de paciente coletadas ao mesmo tempo
(mucosa oral e nasal), e a divergéncia nos perfis genéticos em amostras coletadas em tempos
diferentes na mesma localizacdo (mucosa nasal) sugerem a clonalidade do in6culo inicial,
como consequéncia da estrutura populacional clonal de Leishmania. No estudo da
variabilidade genética de L. (V.) braziliensis nos niveis inter e intrapacientes foram
evidenciadas similaridades genotipicas entre as amostras de lesGes cutdnea e mucosa
intrapacientes. As andlises fenética e estatistica possibilitaram afirmar que a diversidade
genética no nivel intrapacientes € menor do que a observada entre os pacientes. Nenhuma
associacdo pode ser observada entre os perfis genéticos de L. (V.) braziliensis e as formas
clinicas da doenca (LM, LMC, LD), e nem em relacdo a localizacdo da lesdo cutanea ou
mucosa (nasal ou oral). O polimorfismo genético de L. (V.) braziliensis também foi
evidenciado nos pacientes coinfectados pelo HIV, cuja analise fenética reuniu os perfis
genéticos em dois grupos distintos, os quais discriminaram entre as amostras obtidas de
pacientes com coinfeccdo Leishmania/ HIV daquelas obtidas de pacientes ndo coinfectados. A
discriminacdo de perfis genéticos diferenciados de L. (V.) braziliensis em pacientes
coinfectados pelo HIV sugere que a imunossupressao tem impacto na estrutura populacional
do parasita. Os nossos resultados corroboram a complexidade genética existente nos parasitos
do género Leishmania, reforcando a diversidade na dinamica populacional e na plasticidade
genética de L. (V.) braziliensis.

Palavras-chave: 1. Leishmania (Viannia) braziliensis; 2. Leishmaniose mucocutanea; 3.
Leishmaniose disseminada; 4. Leishmaniose mucosa; 5. Coinfeccdo Leishmania/ HIV; 6.
PCR; 7. LSSP-PCR.
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ABSTRACT

The present study has as its main objective to evaluate the genetic diversity of Leishmania
(Viannia) braziliensis in the inter and intrapatient levels, directly from cutaneous and mucosal
lesions of individuals with mucocutaneous (MCL), disseminated (DL) and mucosal (ML)
leishmaniasis, including individuals with the human immunodeficiency virus (HIV) infection.
A total of 61 samples recovered from 38 patients was analyzed by the techniques of
polymerase chain reaction (PCR), low-stringency single-specific-primer PCR (LSSP-PCR)
and phenetic analysis, directed to the variable region of the kinetoplast DNA (KDNA)
minicircles. In this study, male individuals with nasal mucosa involvement predominated. The
presence of the parasite’s DNA was revealed by the diagnosis band of 750 bp, in all analyzed
samples, making the specific diagnosis possible. In the investigation of the genotypic profile
of the subpopulations of L. (V.) braziliensis, through LSSP-PCR, it was revealed the
intrafragment genetic polymorphism translated as a KDNA signature for each sample. Similar
kDNAs signatures in patient’s samples collected simultaneously (oral and nasal mucosa), and
the divergence in the genetic profiles in samples collected at different times on the same
location (nasal mucosa) suggest the clonality of the initial inoculum, as a consequence of the
clonal population structure of Leishmania. In the study of the genetic variability of L. (V.)
braziliensis in the inter and intrapatient levels, genotypic similarities were observed among
the cutaneous and mucosal lesions intrapatients. The statistic and phenetic analyzes made it
possible to assure that the genetic diversity in the intrapatient level is lower than the observed
among the patients. No association could be observed between the genetic profiles of L. (V.)
braziliensis and the clinical forms of the disease (ML, MCL, DL) and neither in relation to the
location of the cutaneous or mucosal lesion (nasal or oral). The genetic polymorphism of L.
(V.) braziliensis was also detected in the HIV-infected patients. The phenetic analysis has
grouped the genetic profiles into two different clusters, which discriminated between samples
from patients with Leishmania/ HIV co-infections from that of non-HIV-infected patients.
The discrimination of L. (V.) braziliensis divergent genetic profiles in patients co-infected
with HIV suggests that the immunosupression has some impact on the parasite’s populational
structure. Our results corroborate the genetic complexity in parasites of the genus Leishmania
reinforcing the diversity in the populacional dynamics and genetic plasticity of L. (V.)
braziliensis.

Keywords: 1. Leishmania (Viannia) braziliensis; 2. Mucocutaneous leishmaniasis; 3.
Disseminated leishmaniasis; 4. Mucosal leishmaniasis; 5. Leishmania/ HIV co-infection; 6.
PCR; 7. LSSP-PCR.



PREFACIO

Esta tese esta organizada da seguinte forma:

Capitulo 1: Introducdo, Justificativa, Modelo Conceitual, Hipdteses de Trabalho e Objetivos

Neste capitulo encontram-se informacdes e dados extraidos da literatura sob diversos
aspectos relacionados a leishmaniose tegumentar americana e ao agente etiolégico do género
Leishmania. Sdo abordados alguns pontos relacionados as apresentacdes clinicas da doenca,
incluindo a coinfec¢do pelo HIV, e a organizacdo gendémica do parasito. Fez-se também uma
breve revisao referente as técnicas moleculares aplicadas no diagnostico e em estudos da
variabilidade genética do parasito, enfocando a PCR e LSSP-PCR, que foram empregadas
neste trabalho. No final do capitulo sdo mencionados a justificativa, o modelo conceitual, as
hipoteses de trabalho e os objetivos, geral e especificos, deste estudo.

Capitulo 2: Artigos
Neste capitulo estdo anexados os trés artigos que compdem esta tese, sendo ordenados

da seguinte forma:

» Artigo 1: apresenta os resultados da avaliacdo da diversidade interpacientes na
investigacdo do perfil genotipico de subpopulacdes de L. (V.) braziliensis circulante
em amostras de lesdes mucosas de pacientes com LM utilizando o marcador molecular
polimérfico LSSP-PCR.

» Artigo 2: refere-se ao estudo da variabilidade genética de L. (V.) braziliensis nos
niveis inter e intrapacientes diretamente em lesGes cutaneas e mucosas de individuos

com diferentes manifestacoes clinicas de LTA.

» Artigo 3: apresenta os resultados da avaliacdo do impacto da imunossupressdo pelo

HIV na diversidade populacional de L.(V.) braziliensis.

Capitulo 3: Discusséo e Conclusdes

Neste capitulo consta a discussao dos resultados obtidos referentes a avaliagdo clinica
e epidemioldgica da populacdo estudada e a aplicacdo da técnica de PCR, tendo como alvo 0s
minicirculos do kDNA, utilizando diretamente amostras de lesbes cutaneas e mucosas de

pacientes com diferentes manifestacGes clinicas da LTA. Discutimos a aplicabilidade da



LSSP-PCR no estudo da variabilidade genética de L. (V.) braziliensis nos niveis inter e
intrapacientes. Os resultados foram interpretados avaliando-se dois cenérios (i) o individuo,
por si s@, funcionando como um filtro biolégico em que populacdes mais adaptadas seriam
selecionadas e (ii) as interacdes ecoepidemioldgicas existentes em distintas areas endémicas e
seu reflexo na dindmica populacional das populagdes circulantes de L. (V.) braziliensis. No

final deste capitulo encontram-se as principais conclusdes desta tese.
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CAPITULO 1




1 - INTRODUCAO

1.1 - A doenca e sua distribuicao geografica

As leishmanioses representam um grande problema de saude publica, ocupando um
lugar de destaque entre as seis doengas infectoparasitarias de maior importancia no mundo.
Esta doenca incide de forma endémica em paises de clima tropical e subtropical de quatro
continentes - Asia, Africa, Europa e América, afetando populacdes de 88 paises (66 do Velho
Mundo e 22 do Novo Mundo). Estima-se uma prevaléncia global de 12 milhdes de pessoas
infectadas e de aproximadamente 350 milhdes de pessoas expostas ao risco de adquirir a
doenca (DESJEUX 2001). No entanto, estimativas exatas quanto a incidéncia e prevaléncia
sdo bastante dificeis, uma vez que o nimero de casos ocorridos pode ser consideravelmente
maior do que os notificados oficialmente. Tal diferenca entre a realidade e o nimero de casos
reportados pode ser explicada por varios fatores, dentre eles a obrigatoriedade de notificagdo
da doenca em apenas 33 dos 88 paises endémicos (DESJEUX 2004).

No Novo Mundo, as leishmanioses podem ser agrupadas em leishmaniose tegumentar
americana (LTA) e leishmaniose visceral americana (LVA), de acordo com a espécie e 0s
distintos tropismos dos parasitos envolvidos na infeccdo. A LTA é considerada como uma
doenca autoctone do continente americano (LAINSON 1983; ALTAMIRANO-ENCISO et al.
2003), com uma incidéncia anual estimada em 1.5 milhdes de casos. A distribuicdo da LTA
estende-se desde o extremo sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina. No Brasil, a
expansdo geografica da LTA vem sendo observada em todo o territério brasileiro, com casos
autoctones registrados em todas as unidades federadas. Entre 2000 e 2008, foram notificados
238.749 casos de LTA, com média anual de 26.528 casos novos no Brasil, e as regides Norte
e Nordeste vém se destacando com as maiores incidéncias dos casos no pais (MINISTERIO
DE SAUDE 2010a).

As leishmanioses compreendem um grupo de doencas causadas por diferentes espécies
de protozoarios do género Leishmania Ross, 1903 (Kinetoplastida: Trypanosomatidae). Este
parasito é transmitido ao homem e animais silvestres e domésticos através da picada de
insetos hemato6fagos pertencentes ao género Lutzomyia (Diptera: Psychodidae), amplamente
distribuidos no Novo Mundo, conhecidos como flebotomineos. Uma grande variedade de
mamiferos silvestres e domesticos, como roedores, canideos, marsupiais, primatas e
edentados sdo os hospedeiros vertebrados da Leishmania, sendo considerados reservatorios

naturais aqueles responsaveis pela manutencdo do parasito na natureza (GRIMALDI Jr. &



TESH 1993; ASHFORD 1996). Em relacdo aos hospedeiros invertebrados, sdo conhecidas
pelo menos 400 espécies de flebotomineos, porém, somente 40 foram incriminadas como
possiveis vetores nas Ameéricas (LAINSON & RANGEL 2003). As leishmanioses apresentam
uma situacao epidemioldgica bastante complexa em decorréncia da multiplicidade de espécies
do parasito, de flebotomineos vetores, de diferentes reservatérios e hospedeiros e dos distintos
ecotopos (LAINSON & SHAW 1998; REITHINGER et al. 2007). O homem adquire a

infeccdo acidentalmente quando se expde ao ciclo natural de transmissdo das leishmanioses.

O género Leishmania engloba 31 espécies descritas que infectam mamiferos
hospedeiros silvestres ou domésticos e vetores, sendo que 22 espécies sdo encontradas
infectando 0 homem (SHAW 1994; ASHFORD 2000; SILVEIRA et al. 2002). No Novo
Mundo sdo conhecidas 21 espécies, das quais 11 pertencem ao subgénero L. (Leishmania)
Saf’janova 1982 e 10 pertencem ao subgénero L. (Viannia) Lainson & Shaw 1987. Nas
Américas, 15 espécies sdo responsaveis pela doenca humana, das formas cutaneas, mucosa e
visceral (SHAW 1994; SILVEIRA et al. 2002). No Brasil, seis espécies associadas a LTA
humana pertencem ao subgénero Viannia: Leishmania (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L.
(V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi e L. (V.) lindenbergi, além de uma espécie
pertencente ao subgénero Leishmania: L. (L.) amazonensis.

A infeccdo humana por Leishmania produz um amplo espectro de manifestacdes
clinicas que é atribuido a uma complexa interacdo entre a resposta imunoldgica do paciente e
as caracteristicas fenotipicas das espécies infectantes. Clinicamente, a LTA se expressa pela
presenca de lesdo cutanea localizada (leishmaniose cutanea localizada), lesdes mdltiplas
(leishmaniose cutanea disseminada) ou lesGes mucosas (leishmaniose mucosa), além de uma
forma anérgica difusa que produz lesdes nodulares nao ulcerativas, sendo de dificil tratamento
(leishmaniose cutanea difusa) (CONVIT et al. 1993; revisadas por REITHINGER et al. 2007
e GOTO & LINDOSO 2010).

No Brasil, os principais agentes etiologicos responsaveis pelas leishmanioses cutaneas
sdo L. (V.) guyanensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis, sendo estas duas Ultimas
espécies também associadas a forma leishmaniose mucocutanea ou mucosa (MARZOCHI &
MARZOCHI 1994; MINISTERIO DA SAUDE 2010b). As formas clinicas de interesse deste

estudo serdo abordadas a seguir com mais detalhes.



1.1.1 - Leishmaniose cutanea (LC)

A doenca € caracterizada, inicialmente, pela presenca de um nddulo ou pépula
eritematosa em area da pele exposta, no local da picada do flebotomineo, que pode ulcerar e
curar espontaneamente ou, entdo, se tornar uma lesdo ulcerativa. A Ulcera tipica de
leishmaniose cutéanea (LC) é indolor, apresenta formato arredondado, com borda eritematosa,
infiltrada e de consisténcia firme, bem delimitada e com fundo necrético granuloso e imido,
configurando a classica lesdo com bordas em moldura. O fundo da Ulcera pode apresentar
exsudato seropurulento e crostas, quando associado a infeccdo bacteriana (PESSOA &
BARRETTO 1948, MARSDEN 1986). A linfadenopatia e nddulos cutadneos podem
acompanhar o processo de evolucdo. Apés o tratamento, as lesdes cutaneas costumam deixar
cicatrizes atroficas, deprimidas, com superficie lisa e areas de hipo ou de hiperpigmentacéo.
Algumas vezes podem tornar-se hipertroficas ou podem passar despercebidas, por sua
coloragdo, tamanho, forma ou localizacdo. Se ndo tratadas, as lesGes tendem & cura
espontadnea (MARSDEN et al. 1984a; COSTA et al. 1990) em periodo de alguns meses a
poucos anos. No entanto, as lesGes também podem permanecer ativas por Varios anos e
coexistir com lesGes mucosas que surgem posteriormente, caracterizando a forma
leishmaniose mucocutianea (LMC) (PESSOA & BARRETTO 1948; MARSDEN et al.
1984b). Estima-se que menos de 5% dos casos da forma cutadnea possam desenvolver leses
mucosas localizadas destrutivas secundéarias e, quando ocorrem, tendem a se manifestar
preferencialmente nas mucosas das vias aerodigestivas superiores (MARSDEN 1986;
HERWALDT 1999).

1.1.2 - Leishmaniose disseminada (LD)

A leishmaniose disseminada (LD) é uma forma clinica relativamente rara da LTA
(COSTA et al. 1986, MINISTERIO DE SAUDE 2010b) e caracteriza-se principalmente por
apresentar numerosas lesdes acneiformes e papulosas distribuidas por todo o corpo, mais
frequentemente na face e tronco. A doenca inicia-se com uma ou varias lesdes localizadas
com as caracteristicas de Ulcera tipica da LC, e posteriormente ocorre a disseminacdo das
lesbes por via hemética ou linfatica. O numero de lesdes pode alcancar as centenas. As
multiplas lesbes podem apresentar-se sob diferentes aspectos, tais como papulosas,
acneiformes, nodulares e ulceradas. Aproximadamente 30% dos pacientes com LD
apresentam o acometimento mucoso simultaneamente (TURETZ et al. 2002). As principais
manifestacOes sisttmicas incluem febre, mal-estar geral, dores musculares, emagrecimento,

anorexia, entre outros. A visualizacdo de parasitos nas lesdes € muito baixa e a resposta



terapéutica € considerada satisfatoria, embora a maioria dos casos necessite de doses
adicionais para alcancar a cura clinica (MINISTERIO DE SAUDE 2010b).

1.1.3 - Leishmaniose mucosa (LM)

A leishmaniose mucosa (LM) é a manifestacdo mais grave da LTA, sendo de dificil
tratamento e sem cura espontanea. Manifesta-se com lesdes destrutivas em mucosas do trato
aerodigestivo superior, localizadas principalmente no nariz e boca e, ocasionalmente, na
mucosa da faringe e laringe. Esta doenca cronica progressiva, de evolugdo arrastada, pode
levar a destruicdo extensiva do septo nasal e palatos mole e duro, provocando desfiguragdo
facial e distarbios respiratorios (MARSDEN 1986; AMATO et al. 2008). As mucosas
apresentam-se eritematosas e infiltradas, evoluindo para um processo ulcerativo, resultando
em perfuracdo septal e destruicdo de cartilagem. Os principais sinais e sintomas dos pacientes
com LM incluem obstrugéo nasal, coriza, formacao e eliminagéo de crostas nasais, epistaxe e,
geralmente, auséncia de dor. A evolucdo da doenca € caracterizada pela extensdo da lesdo as
asas do nariz e posterior infiltracdo ou destruicdo nasal generalizada. A infiltracdo edematosa
do revestimento e das estruturas de sustentacdo do nariz resulta em um colapso do nariz
anterior, com alargamento e achatamento, conhecido como “nariz de tapir”. A mucosa nasal,
isolada ou associada a outras localizacdes, estad envolvida na quase totalidade dos casos. O
envolvimento de labio, bochecha, palatos mole e duro, laringe e faringe, € observado nos
casos mais graves (OLIVEIRA et al. 1995; MOTTA et al. 2007; REITHINGER et al. 2007).
As lesdes mucosas podem, raramente, atingir as conjuntivas oculares e mucosas de 6rgdos
genitais (MARSDEN 1986), traqueia (DI LELLA et al. 2006), lingua (MOTTA et al. 2007) e
gengiva (PALMEIRO et al. 2007).

A forma mucosa geralmente aparece ap0s meses ou mesmo varios anos apos a cura
espontanea ou terapéutica da lesdo cutanea primaria (PESSOA & BARRETO 1948;
WALTON et al. 1973; MARSDEN 1986). No entanto, Boaventura et al. (2006) conseguiram
demonstrar o envolvimento precoce na mucosa nasal de pacientes com lesdo cutanea primaria
em atividade. Embora a maioria dos pacientes com LM relate lesdes cutaneas compativeis
com LC e "cicatrizes cutaneas sugestivas” (MARSDEN et al. 1984b; AMATO et al. 2009),
existem casos de pacientes sem historias de lesbes cutneas primarias e nem a presenca de
cicatriz (SAMPAIOQ et al. 1980; JONES et al. 1987; OLIVEIRA et al. 1995; SHAREEF et al.
2005). O envolvimento secundario da mucosa tem sido atribuido a disseminacédo linfatica e/
ou hematica dos parasitos presentes na lesdo cutanea primaria (MARTINEZ et al. 1992;
BARRAL et al. 1995, DE OLIVEIRA CAMERA et al. 2006).



Frequentemente, pacientes com LM referem-se & auséncia de tratamento, ou
tratamento inadequado, da lesdo cutdnea primaria, o que leva a admitir que as curas
espontaneas e os tratamentos curtos e irregulares possam estar associados ao desenvolvimento
da LM (WALTON et al. 1973; MARSDEN 1986; JONES et al. 1987). Adicionalmente,
outros fatores de risco que também poderiam influenciar na patogénese da LM tém sido
relacionados a localizagdo, quantidade e ao tempo de duracdo das lesGes cutdneas e a
condicdo nutricional do paciente (LLANOS-CUENTAS et al. 1984; MACHADO-COELHO
et al. 2005). Entretanto, os fatores que contribuem para que uma doenca inicialmente cutanea
evolua para uma forma mucosa ainda néo sao conhecidos.

A LM ¢ reconhecida conforme as seguintes formas clinicas: forma mucosa tardia, em

que a LM ocorre até varios anos apds o surgimento da lesdo cutdnea; forma mucosa primaéria,

em que a lesdo mucosa € eventualmente causada pela picada do vetor diretamente na mucosa

ou semimucosa de labios e genitais; forma mucosa indeterminada, quando a LM nédo é

precedida de manifestacdo clinica cutanea primaria; forma mucosa contigua, em que o

envolvimento da mucosa ocorre em virtude da expanséo direta de lesdo cutanea de localizacéo

préxima a mucosa; e a forma mucosa concomitante ocorre quando a lesdo mucosa aparece
simultaneamente a lesdo cutanea ativa (MARZOCHI & MARZOCHI 1994; MINISTERIO
DA SAUDE 2010b).

1.2 - Aspectos epidemioldgicos da LTA

Leishmania (Viannia) braziliensis se distribui amplamente por todas as regides
geogréficas do Brasil, sendo o agente etiolégico de maior prevaléncia dos casos de LTA
(JONES et al. 1987; MARZOCHI & MARZOCHI 1994; PASSOS et al. 1999; OLIVEIRA-
NETO et al. 2000; CASTRO et al. 2005; NAME et al. 2005; CARVALHO et al. 2006). A
importancia da LTA causada por L. (V.) braziliensis deve-se, além de sua distribui¢do
geografica, a ocorréncia de quadros clinicos graves, com severas mutilagdes associadas a
alteracdes funcionais e estéticas. A LTA associada a esta espécie apresenta uma diversidade
de perfis epidemiolégicos relacionada as caracteristicas biogeograficas de cada regido, aos
habitos e a biologia dos flebotomineos, a uma variedade de possiveis reservatérios e, ainda, a
proporcao de individuos suscetiveis existentes em cada area (MARZOCHI & MARZOCHI
1994).

O processo de expansdo geografica da LTA no Brasil, observado nos ultimos anos,
vem sendo responsavel pelas mudancgas no padrdo classico de transmissdo da doenca. As

alteracdes ambientais decorrentes de atividades humanas, seja por meio de desenvolvimento



agricola ou habitacional, tém propiciado condi¢Ges altamente favordveis para o
desenvolvimento do vetor e transmissédo da doenca e, assim, resultando em mudangas no
perfil epidemiologico da infeccdo (DESJEUX 2001; COSTA 2005; REITHINGER et al.
2007). Desta forma, é possivel observar a coexisténcia de perfis epidemiologicos, ocasionada
pela manutencéo de casos procedentes de focos antigos ou de areas proximas a estes, e pelo
surgimento de surtos epidémicos associados, principalmente, ao processo predatorio de
colonizacdo em areas rurais, aliado a condi¢6es higiénicas e sanitarias precarias da populacao.

No Brasil, os diferentes padroes epidemioldgicos da LTA sédo caracterizados conforme
a transmissdo: Padrdo silvestre, Padrdo ocupacional ou de lazer, e Padrdo rural ou periurbano.
No Padrdo silvestre, a transmissdo se da exclusivamente em &reas de vegetacdo primaria,
onde ocorre naturalmente a enzootia silvestre, havendo transmissao ao homem quando este se
interpde neste ambiente; no Padrdo ocupacional ou de lazer, em que a transmissao ao
homem est4 associada a mudancas no ambiente silvestre, como a derrubada das matas para
construcdo de estradas rodoviarias e ferroviarias, colonizacdo em regibes pioneiras, a
exploracdo desordenada de florestas para extracdo da madeira e desenvolvimento
agropecudrio e ecoturismo. J& o Padrdo rural ou periurbano é verificado em éareas de
colonizagdo antigas ou em areas de ocupacdo de encostas em torno de centros urbanos
associado a presenca de matas secundarias ou residuais, onde houve a adaptacdo do vetor ao
ambiente peridomiciliar (MARZOCHI & MARZOCHI 1994; KAWA & SABROZA 2002;
MINISTERIO DA SAUDE 2010b).

Do ponto de vista epidemiolégico, o conhecimento da distribui¢do geografica da LTA
e as implicacOes epidemioldgicas decorrentes de mudangas nos ecossistemas induzidas pelas
acles antropicas ao ambiente natural se tornam essenciais para compreender o padrdo de
transmissdo. O conhecimento da epidemiologia das leishmanioses e a correta identificacdo da
espécie sdo importantes para o fornecimento de subsidios aos programas de controle da

doenca e para o tratamento adequado.

1.3 - Coinfeccéo Leishmania / HIV associada a LTA

O panorama das leishmanioses, sob 0s aspectos clinicos e epidemiolédgicos, vem sendo
modificado nos ultimos vinte anos, em virtude do desenvolvimento da epidemia do virus da
imunodeficiéncia humana/ sindrome da imunodeficiéncia adquirida (HIV/ AIDS). A
associacao da infeccdo por Leishmania com o HIV foi registrada em 35 paises, sendo a
leishmaniose visceral a forma de maior prevaléncia e incidéncia nos paises da regido do
Mediterraneo na Europa (Espanha, Italia, Franca e Portugal) (DESJEUX & ALVAR 2003).



Essa distribuicdo geografica expressiva possivelmente estd associada a um progressivo
fendmeno de sobreposicdo das duas doengas, em parte, da disseminacdo da AIDS nas areas
rurais e, por outro lado, pela urbanizacao das leishmanioses (CRUZ et al. 2006 ; ALVAR et
al. 2008).

A coinfeccdo Leishmania/ HIV revela caracteristicas peculiares na apresentacdo e
evolucdo clinica, no perfil de diagnostico laboratorial e na resposta ao tratamento especifico.
Na coinfeccdo Leishmania/ HIV, observa-se uma progressiva desregulacdo do sistema
imunoldgico, uma vez que ambos os agentes afetam as mesmas células-alvos. Leishmania
infecta e se multiplica no interior de macréfagos, e o HIV, por sua vez, invade e se replica
nestas mesmas células, e também em células TCD4". E possivel que a interacdo entre esses
patdgenos possa exacerbar ambas as infecgdes (BERNIER et al. 1995; WOLDAY et al.
1998). Tem-se observado nesses pacientes uma importante diversidade clinica, com quadros
mais graves e atipicos, maiores taxas de reinfecgdes e/ ou reativaces, maior resisténcia
terapéutica, bem como complicacdes relacionadas ao tratamento convencional (DESJEUX &
ALVAR 2003; CRUZ et al. 2006; ALVAR et al. 2008).

Relatos de casos de coinfeccdo Leishmania/ HIV associada a LTA tém sido descritos
na literatura, porém, em um namero significativamente menor quando comparado a forma
visceral. A maioria dos pacientes infectados por HIV tem mostrado diferentes apresentacoes
clinicas de LTA, tais como lesdes cutaneas disseminadas (COURA et al. 1987; MACHADO
et al. 1992; MATTOS et al. 1998; BORGES et al. 1999), visceralizacdo de espécies
predominantemente dermotrépicas (HERNANDEZ et al. 1993; SILVA et al. 2002) e lesdes
mucosas com intenso parasitismo (ECHEVARRIA et al. 1993, SASAKI et al. 1997, SOUZA
E SOUZA et al. 1998; BORGES et al. 1999; DA-CRUZ et al. 1999; LINDOSO et al. 2009).
Em alguns pacientes, as lesdes mucosas se desenvolveram de forma isolada (DA-CRUZ et al.
1999) ou de forma concomitante as lesbes de pele (SAMPAIO et al. 2002), ou ainda
precederam uma disseminacdo cutanea (MACHADO et al. 1992; SASAKI et al. 1997).

Couppié et al. (2004) demonstraram que, em pacientes soropositivos ao HIV, a
leishmaniose cuténea é caracterizada por uma maior taxa de reativacdo ou reinfeccao e baixa
resposta terapéutica, quando o paciente se encontra em situacdo de imunossupressdo
moderada (linfécitos T CD4* > 200 células/ mm?®). Por outro lado, em pacientes severamente
imunossuprimidos (linfécitos T CD4* < 200 células/ mm?®), foram observadas manifestacoes
clinicas da LTA atipicas, com lesbes mucosas acometendo areas ndo comuns, como labios e
genitalia (LINDOSO et al. 2009) e mdltiplas lesées em mucosa oral (SAMPAIQO et al. 2002).



No continente Americano, o Brasil é o pais com maior prevaléncia de coinfeccéo
Leishmania/ HIV (ALVAR et al. 1997; CRUZ et al. 2006). Nesse pais, 0 primeiro caso de
LTA associado ao HIV foi reportado por Coura et al. (1987), que descreveram um paciente
com manifestacdo clinica compativel com a leishmaniose cutanea difusa, com lesdes nédo
ulceradas, disseminadas e ricas em amastigotas. Rabello et al. (2003), em uma revisdo de 91
casos brasileiros de coinfeccdo Leishmania/ HIV, registrados entre 1987 e 2003, revelaram
que 63% apresentaram a forma tegumentar e, desses, 43% a forma mucocutanea ou mucosa.

A confirmagcdo de L. (V.) braziliensis causando leishmaniose mucocutanea em
paciente infectado por HIV foi descrita por Machado et al. (1992) em paciente que
apresentou, inicialmente, lesdes mucosas na regido orofaringea e nasal e, posteriormente, as
lesbes disseminaram-se pelo rosto e corpo, incluindo a regido genital. Desde entdo, essa
espécie tem sido identificada nos casos de leishmaniose cutdnea e/ ou mucocutanea em
pacientes soropositivos ao HIV (MATTOS et al. 1998; DA-CRUZ et al. 1999; SAMPAIO et
al. 2002; LINDOSO et al. 2009).

1.4 - O parasito - Leishmania

O agente etioldgico da leishmaniose é representado por varias espécies de protozoarios
flagelados heteroxenos pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e
género Leishmania. Estes protozoarios assumem basicamente duas formas distintas durante o
seu ciclo de vida, desenvolvidas em hospedeiros invertebrados e vertebrados. A forma
promastigota esta presente no tubo digestivo dos flebotomineos e, ao ser inoculada no
hospedeiro vertebrado, se diferencia em amastigota no interior do vacuolo parasitéforo de
macrofagos.

Os parasitos do género Leishmania possuem dois genomas, representados pelo DNA
nuclear (nDNA) e pelo DNA do cinetoplasto (kDNA). Estes organismos sdo biologicamente
distintos, pois apresentam uma mitocondria peculiar, localizada proximo ao corpo basal do
flagelo, denominada cinetoplasto. O kDNA corresponde a 20-30% do DNA total da célula, e
estd organizado em uma rede concatenada constituida por moléculas circulares: o0s
maxicirculos e os minicirculos (SIMPSON 1987; SHLOMAI 2004). Os maxicirculos,
formados por sequéncias homogéneas, estdo presentes em torno de 50 coOpias por rede e seu
tamanho pode variar de 20 a 40 kilobases (kb), dependendo da espécie. Estas moléculas
contém os genes que codificam proteinas mitocondriais (SHAPIRO & ENGLUND 1995;

SHLOMAI 2004). Os minicirculos sdo as moléculas responsaveis pela estrutura da rede (95%



do kDNA). Sdo homogéneos em tamanho, usualmente heterogéneos em sequéncias e possuem
cerca de 10.000 a 20.000 copias. A heterogeneidade nas sequéncias ndo esta distribuida
igualmente em toda a molécula do minicirculo. O tamanho dos minicirculos e o grau de
heterogeneidade variam entre as diferentes espécies de Leishmania (SIMPSON 1987
RODGERS et al. 1990). A principal funcdo genética do minicirculo é a de codificar os
pequenos RNAs guia que governam a especificidade da edicdo de RNA (STURM &
SIMPSON 1990; SHAPIRO & ENGLUND 1995).

Nas moléculas de minicirculos do KDNA, sdo encontradas duas regides distintas
denominadas: regido conservada e varidvel. A regido conservada possui uma sequéncia
nucleotidica de 120 a 200 pares de bases (pb), compartilhada intraespecificamente entre todos
os minicirculos do kDNA (SIMPSON 1987). Nesta regido, encontram-se pequenos blocos
conservados de sequéncias muito semelhantes entre os diferentes tripanosomatideos e um
destes, idéntico a todos os membros desta familia, conhecido como Sequéncia Universal dos
Minicirculos (GGGGTTGGTGTA), que corresponde a origem de replicacdo dos minicirculos
(RAY 1989). A regido variavel apresenta uma heterogeneidade nas sequéncias e difere entre
as classes de minicirculos da mesma rede. Acredita-se que a rapida taxa evolutiva da regido
variavel pode ter levado a uma grande diversidade de tipos de moléculas de minicirculos que,
por sua vez, foram agrupadas em classes (SIMPSON 1987). Estima-se que o numero de
classes de minicirculos em Leishmania seja superior a 60 (YURCHENKO et al. 1999). As
moléculas dos minicirculos do kDNA sdo consideradas excelentes alvos em estudos
moleculares e genéticos devido ao grande nimero de cdpias presentes na rede, assim como

pela evidéncia das regies conservada e variavel encontradas em toda a molécula.

1.5 - Diagnostico e tipagem molecular

Os estudos de identificacdo e classificacdo taxondmica de Leishmania sdo importantes
na investigacdo epidemioldgica, no diagnostico da doenca e na avaliacdo terapéutica.
Baseando-se em caracteristicas extrinsecas e intrinsecas do parasito, diferentes métodos
podem ser empregados para caracterizar e classificar as espécies (DEANE & GRIMALDI JR.
1985; LAINSON & SHAW 1987).

Desde o surgimento da biologia molecular nos anos 80, varias abordagens foram
usadas na tentativa de buscar marcadores taxondémicos que analisavam caracteristicas
genéticas, imunoldgicas e bioguimicas/ moleculares, e dentre elas se destacam a eletroforese
de isoenzimas (RIOUX et al. 1990; THOMAZ-SOCCOL et al. 1993; CUPOLILLO et al.
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1994), a analise do perfil de restricdo do KDNA (LOPES et al. 1984; JACKSON et al. 1986;
PACHECO et al. 1986), a reatividade de anticorpos monoclonais com antigenos espécie-
especifico do parasito (MCMAHON-PRATT & DAVID 1981; MCMAHON-PRATT et al.
1986; SHAW et al. 1986; GRIMALDI & MCMAHON-PRATT 1996), a hibridizacdo com
sondas moleculares espécie-especificas (WIRTH & MCMAHON-PRATT 1982), a analise de
diferentes regides do genoma, por sequenciamento ou por polimorfismo gerado por enzimas
de restricdo - RFLP (BEVERLEY et al. 1987; GUEVARA et al. 1992; FERNANDES et al.
1994; MENDOZA-LEON et al. 1995) e o polimorfismo pela amplificacdo aleatoria de DNA
polimérfico - RAPD (BHATTACHARYA et al. 1993; TIBAYRENC et al. 1993; GOMES et
al. 1995).

O diagnéstico da LTA abrange evidéncias clinicas, dados epidemioldgicos e
resultados de testes laboratoriais, como os metodos classicos de pesquisa parasitoldgica e
ensaios imunoldgicos. O diagndstico confirmatdrio é geralmente realizado por métodos
parasitolégicos de duas formas: direta e indireta. Na forma direta € feito por meio da
evidenciacdo do parasito em lamina por raspado (esfregaco) ou impressdo por aposicao
(imprint) de fragmentos teciduais e cortes histologicos (histopatologia) e na forma indireta
pelo isolamento do parasito em meios de cultura, realizados a partir de fragmentos de tecidos.
O isolamento em cultura e a caracterizagdo do parasito, que sdo primordiais em diversos
estudos, podem sofrer interferéncias de acordo com as condic¢des de coleta e armazenamento
das amostras bioldgicas.

Na atualidade, os métodos de biologia molecular, baseados em analise dos acidos
nucléicos — DNA do nucleo e do cinetoplasto — vém sendo aplicados no diagndstico, no
monitoramento dos pacientes em tratamento e em estudos da variabilidade genética dos
parasitos. A técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), descrita por Saiki et al. (1985),
é¢ uma excelente ferramenta, que permite a deteccdo e a tipagem de Leishmania,
proporcionando um meio rapido e seguro quando aplicada no diagndéstico das leishmanioses.
Esse método tem provado ser altamente sensivel e especifico, possibilitando detectar o DNA
do parasito antes mesmo de aparecerem alguns sintomas ou sinais clinicos da doenga
(FIGUEROA et al. 2009).

1.5.1 - A técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
Com a disponibilidade das ferramentas moleculares, protocolos baseados na técnica de

PCR, através de analises das moléculas do KDNA ou do nDNA, foram desenvolvidos para a
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deteccdo e a genotipagem de Leishmania (revistos por DEGRAVE et al. 1994 e
REITHINGER & DUJARDIN 2007). Inimeras regides do genoma vém sendo estudadas com
a finalidade de determinar marcadores para o uso na identificacdo e no diagndstico, como por
exemplo: genes de pequena subunidade de RNA ribossomal (Small Subunit of Ribosomal -
SSU rRNA) (VAN EYS et al. 1992; ULIANA et al. 1994) e suas regi0es espagadoras internas
transcritas (Internal Transcribed Spacers - ITS) (CUPOLILLO et al. 1995; DAVILA &
MOMEN 2000), gene de mini-exon (Spliced leader) (FERNANDES et al. 1994; HARRIS et
al. 1998), microssatélites (RUSSELL et al. 1999; VOLPINI et al. 2001; ODDONE et al.
2009), genes especificos da glucose-6-fosfatase desidrogenase (Glucose-6-phosphate
dehydrogenase - G6PD) (CASTILHO et al. 2003; 2008), da glicoproteina gp63 (Glycoprotein
gp63) (VICTOIR et al. 1998; BERZUNZA-CRUZ et al. 2009), da proteina de chogue térmico
hsp70 (Heat-shock Protein 70 - hsp70) (GARCIA et al. 2004) e da cisteina proteinase B Chp
(Cysteine Proteinase B - Cpb) (GARCIA et al. 2005).

Dentre os alvos moleculares, os minicirculos do kDNA foram o0s primeiros
(RODGERS et al. 1990) e, atualmente, sdo os mais empregados na técnica de PCR para a
deteccdo de DNA de Leishmania. Grupos de pesquisadores, analisando as regides variaveis
destas moléculas, desenvolveram iniciadores utilizados na PCR visando a identificacdo ao
nivel de subgénero ou complexos de Leishmania, responsaveis pelas leishmanioses
tegumentares do Novo Mundo (DE BRUIJN & BARKER 1992; LOPEZ et al. 1993; ERESH
et al. 1994; MARCUSSI et al. 2008). A presenca em multiplas copias e a composi¢cdo por
regibes conservada e variaveis nos minicirculos do KDNA fazem dessas moléculas alvos
potencialmente excelentes para o diagnéstico da LTA.

A aplicacdo da técnica de PCR vem oferecendo novas possibilidades e alternativas
para as investigacbes clinicas e epidemiologicas da LTA em virtude de vantagens
relacionadas a alta sensibilidade e especificidade, da rapida disponibilidade dos resultados e
da possibilidade de examinar diretamente diferentes amostras clinicas, assim como evidenciar
0 parasito em pequenos fragmentos teciduais e com baixa carga parasitaria.

Muitos estudos foram conduzidos empregando ensaios de PCR, utilizando uma
variedade de amostras clinicas e diferentes métodos de coleta e conservacdo: fragmentos de
lesGes cutaneas (SMITH et al. 1998; BRECELJ et al. 2000; ROMERO et al. 2001; TOJAL
DA SILVA et al. 2006; AMPUERO et al. 2009) e de lesdes mucosas (PIRMEZ et al. 1999;
MEDEIROS et al. 2002); aspirados e/ ou raspados de lesdo cutanea (MATSUMOTO et al.
1999; ISAZA et al. 2002; GARCIA et al. 2007); sangue (DELGADO et al. 1996; PINERO et
al. 1999; MARTINS et al. 2010); amostras por aposicdo em papel de nitrocelulose
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(MARQUES et al. 2001), em papel filtro (BENOUSSAN et al. 2006; ROMERO et al. 2009;
BOGGILD et al. 2010) e em laminas coradas por Giemsa (MOTAZEDIAN et al. 2002;
VOLPINI et al. 2006); amostras conservadas em formol (MIMORI et al. 1998), em etanol
(MARQUES et al. 2001) e em parafina (LASKAY et al. 1995; SCHUBACH et al. 1998;
SAFAEI et al. 2002; DE OLIVEIRA et al. 2003); exsudato de lesdo cutanea (MIMORI et al.
2002) e de tecidos cutédneos e de mucosas, com ou sem lesdo, coletados com cotonetes -
cotton swab (FIGUEROA et al. 2009).

A aplicabilidade da técnica de PCR, como uma ferramenta sensivel e especifica para o
diagnéstico da LTA, foi comprovada por pesquisadores em estudos clinicos e
epidemiologicos realizados em diferentes areas endémicas. Essa técnica apresentou uma
maior positividade dos resultados quando comparada com os métodos convencionais de
diagnostico, utilizando diretamente fragmentos de lesdes cutaneas e mucosas (BELLI et al.
1998; AVILES et al. 1999; PIRMEZ et al. 1999; RODRIGUES et al. 2002; WEIGLE et al.
2002; VENAZZI et al. 2006; GOMES et al. 2008; PEREIRA et al. 2008; FAGUNDES et al.
2010).

Nos ultimos anos, a PCR revelou-se como uma ferramenta diagndstica extremamente
eficiente para a leishmaniose mucosa causada por L. (V.) braziliensis, uma vez que a escassez
de parasitos presentes nas lesdes mucosas pode influenciar na sensibilidade do diagndstico
parasitoldgico (DISCH et al. 2005; OLIVEIRA et al. 2005; OVALLE-BRACHO et al. 2007).

Vale ressaltar que a PCR vem fornecendo informacdes relevantes para as
investigacbes relacionadas ao fendmeno da persisténcia parasitaria e a disseminacao
hematica/ linfatica. Importantes estudos detectaram DNA de L. (V.) braziliensis em cicatrizes
de lesdes cutaneas de pacientes tratados e considerados clinicamente curados (SCHUBACH et
al. 1998; MENDONCA et al. 2004) e em amostras de sangue de pacientes clinicamente
curados (GUEVARA et al. 1993, 1994; MARTINS et al. 2010), assim como em pacientes
sem evidéncia de lesbes ativas e/ ou historia prévia de leishmaniose (DE OLIVEIRA
CAMERA et al. 2006). Mais recentemente, Figueroa et al. (2009) destacaram a eficiéncia da
técnica demonstrando a presenca de DNA de Leishmania no tecido mucoso (nasal, amigdala e

conjuntiva) aparentemente normal de pacientes com leishmaniose cutanea ativa.
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1.6 - Variabilidade genética de L. (V.) braziliensis

A utilizagdo de metodos moleculares em estudos taxondmicos, evolutivos e de
epidemiologia molecular do género Leishmania tem possibilitado o conhecimento
aprofundado da diversidade genética e o estabelecimento das relacbes filogenéticas entre as
espécies. A heretogeneidade intraespecifica em membros dos subgéneros Viannia e
Leishmania, revelada por meio destas metodologias, contribuiram para um melhor
entendimento da epidemiologia em areas endémicas de LTA (PACHECO et al. 1986;
THOMAZ-SOCCOL et al. 1993; CUPOLILLO et al. 1994; SARAVIA et al. 1998;
PACHECO et al. 2000). Dentre as especies do subgénero Viannia, L. (V.) braziliensis é
considerada de grande importancia em virtude de sua ampla distribuicdo geografica e de sua

associacdo com as distintas formas clinicas da doenca.

Ferramentas moleculares baseadas na técnica de PCR que apresentam maior
capacidade discriminatéria vém permitindo uma melhor compreensdo da variabilidade
genética e da dindmica populacional de Leishmania. A existéncia de polimorfismos genéticos
intra e interespecifico de L. (V.) braziliensis isolada de hospedeiros vertebrados e vetores, e
ainda a evidéncia de estrutura genética multiclonal desta espécie, circulante nas diferentes
regides geograficas do Brasil, foram demonstradas em estudos que empregaram marcadores
moleculares polimdrficos direcionados aos diferentes alvos do genoma (GOMES et al. 1995;
ISHIKAWA et al. 2002; CUPOLILLO et al. 2003; SCHRIEFER et al. 2004).

A teoria da propagacéo clonal, proposta por Tibayrenc et al. (1990), baseia-se no forte
desequilibrio de ligacdo génica existente entre as populacGes de Leishmania, demonstrado
pela presenca de gendtipos predominantes super-representados tanto em localidades
particulares como em extensas areas geograficas, e por longos periodos de tempo. Porém, ndo
se pode excluir totalmente a possibilidade de eventos de recombinacdo genética (KELLY et
al. 1991; BELLI et al. 1994; NOLDER et al. 2007). A estrutura populacional clonal ¢ um
modelo que reforca tanto a existéncia de elevada diversidade inter como de diferencas
intraespécies, podendo ter um impacto clinico e epidemioldgico. As espécies de Leishmania
circulam, na natureza, como um conjunto de subpopulac@es heterogéneas. A policlonalidade
de algumas cepas, como resultado de um in6culo inicial heterogéneo (PACHECO et al. 1990)
ou o acumulo de multiplas infeccbes independentes em individuos vivendo em areas
endémicas (SARAVIA et al. 1990) tem sido relatada.



14

E possivel que a variabilidade intraespecifica de L. (V.) braziliensis das populagdes
circulantes nas areas endémicas possa influenciar na expresséo clinica e no prognostico da
LTA. Desta forma, estudos tém sido conduzidos na tentativa de buscar correlagbes entre as
caracteristicas genotipicas de subpopulagdes parasitarias e a manifestacdo clinica da doenca
em suas formas cutaneas e mucosa, utilizando diferentes marcadores polimérficos (CUERVO
et al. 2004; SCHRIEFER et al. 2004; BAPTISTA et al. 2009).

A anélise molecular da variabilidade genetica de L. (V.) braziliensis foi realizada,
neste estudo, atraves de um marcador molecular que apresenta um alto poder discriminatorio

para a deteccdo do polimorfismo genético intraespecifico, como descrito a seguir.

1.6.1 - Reacdo em cadeia da polimerase com primer Unico em condi¢bes de baixa
estringéncia (LSSP-PCR)

A técnica da reacdo em cadeia da polimerase com primer Gnico em condi¢des de baixa
estringéncia (Low Stringency Single Specific Primer — LSSP-PCR), descrita por Pena et al.
(1994), foi desenvolvida com a finalidade de detectar variacGes nas sequéncias de DNA. A
execucdo é extremamente simples e rapida, além de altamente sensivel e informativa. Esta
técnica € baseada nos mesmos principios da PCR e consiste na reamplificacdo de um
fragmento alvo de DNA (previamente amplificado) sob condi¢des de baixa estringéncia,
utilizando-se concentragdes elevadas de DNA polimerase e apenas um dos iniciadores
especificos para uma das extremidades do fragmento analisado. O produto da reacdo, ao ser
analisado, produz um fingerprint do fragmento de DNA, o qual reflete a sequéncia da regido
analisada. Desta forma, a LSSP-PCR pode ser considerada como uma impressédo digital do
DNA, pois gera um perfil de bandas tipico, focalizando o polimorfismo existente em um
Unico segmento génico.

Esta metodologia vem sendo bastante empregada em distintas abordagens ao estudar a
variagdo de sequéncia do DNA, traduzindo um polimorfismo intraespecifico em Trypanosoma
cruzi, portanto, constituindo uma excelente ferramenta para os estudos de variabilidade
genética em tripanosomatideos (VAGO et al. 1996; 2000; LAGES-SILVA et al. 2006;
SALAZAR et al. 2006; MANOEL-CAETANO et al. 2008).

O uso deste marcador molecular tendo como alvo o minicirculo de kDNA para
discriminar diferentes variantes de parasitos diretamente de material clinico ¢ uma
ferramenta potencial para investigar assinaturas de KDNA (kDNA signature) das populagdes

de parasitos. Como resultado, esta técnica produz perfis que refletem os polimorfismos de
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classes de minicirculos predominantes, e pode ser Gtil em estudos que visam discriminar
genotipos de espécies de Leishmania (FERREIRA et al. 2007; BAPTISTA et al. 2009).

2-JUSTIFICATIVA

A leishmaniose tegumentar americana causada por L. (V.) braziliensis caracteriza-se
pela cronicidade, laténcia e comportamento metastatico. Em alguns casos, apés a instalacéo
da lesdo cutanea primaria podem surgir lesbes cutaneas disseminadas e em mucosas em
consequéncia da disseminagdo hematica e/ ou linfatica do parasito. As lesfes recorrentes
podem ser explicadas pelos mecanismos de reativacdo e/ ou reinfeccdo (SARAVIA et al.
1990). No entanto, é relevante mencionar que o0 mecanismo de disseminacdo e a emergéncia
de L. (V.) braziliensis em novos sitios nos tecidos cutaneo e mucoso, como e onde o parasito
sobrevive em laténcia no organismo humano durante anos, bem como o envolvimento de
subpopulagdes clonais do parasito ainda ndo estdo bem elucidados.

Os critérios clinicos e parasitoldgicos sdo fundamentais para o diagnostico da LTA,
porém, os avancos das ferramentas moleculares, especialmente a técnica da PCR, tém
permitido um répido diagnéstico com uma maior sensibilidade e especificidade quando
comparada aos métodos convencionais. Além disso, é possivel detectar o DNA do parasito
antes mesmo de aparecerem alguns sintomas ou sinais clinicos. A PCR se tornou uma técnica
promissora que pode ser adaptada apropriadamente para fornecer informacdes adequadas e
oportunas aos estudos clinicos e moleculares na LTA.

Adicionalmente, técnicas baseadas na PCR com maior poder discriminatorio
proporcionam o conhecimento da variabilidade genética intraespecifica de Leishmania. A
importancia da espécie L. (V.) braziliensis foi reconhecida por sua associa¢do as distintas
manifestacbes clinicas observadas na LTA e pela existéncia de variado grau de
heterogeneidade genética. Por este motivo, a correlagdo variabilidade genética versus
manifestacdo clinica tem sido bastante explorada.

Esta bem estabelecido que as espécies de Leishmania sdo, na verdade, um conjunto de
subpopulacBes heterogéneas, as quais circulam na natureza entre o homem, vetores,
reservatorios silvestres e animais domésticos. SituacGes epidemioldgicas simples ou
complexas, identificadas em areas endémicas, nas quais os individuos estdo expostos, podem
refletir na diversidade genética da populacdo natural do parasito e, consequentemente, ter
impacto clinico e epidemiologico (PACHECO et al. 1986; BRITO et al. 2009). Diversos

estudos tém investigado se determinadas espécies e/ ou populacbes clonais estariam
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relacionadas especificamente a forma clinica da doenga. Desta forma, torna-se necessario o
conhecimento da estrutura genética populacional de L. (V.) braziliensis na area endémica
estudada. Baseado no exposto acima, um modelo conceitual para o entendimento da
diversidade genética nos niveis inter e intrapacientes foi idealizado e as hipoteses de trabalho

formuladas.

3-MODELO CONCEITUAL

multiplas

} infecgbes

reinfeccédo : independentes
(0) : (@+0+0+0)

fatores de sistema imune
5 viruléncia policlonalidade
pressoes do parasita ¥  reativagéo do inéculo
seletivas inicial

Idealizado por Pacheco & Oliveira, 2011

llustragdo de um modelo conceitual para o entendimento da diversidade genética de L. (V.)
braziliensis nos niveis inter e intrapacientes em &rea endémica. Subpopulacdes heterogéneas
circulando entre o homem, vetores, reservatorios silvestres e animais domeésticos, e 0
individuo funcionando como um filtro bioldgico selecionando ou ndo subpopulagdes

parasitarias.
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No cendrio interpaciente estariam presentes as interacdes ecoepidemioldgicas
existentes em uma area endémica e seu reflexo na dindmica populacional das populacoes
circulantes de L. (V.) braziliensis. Neste sistema, as subpopulacdes heterogéneas circulariam
entre 0 homem, os vetores, animais silvestres e domeésticos em situacdes epidemioldgicas de
transmissdo simples ou complexas e onde os individuos estariam expostos as pressdes
seletivas, a policlonalidade do indculo inicial, as multiplas infec¢Bes independentes podendo
resultar em casos de reinfeccao.

No cenario intrapaciente o individuo, por si s@, funcionaria como um filtro biol6gico
onde subpopulacdes parasitarias mais adaptadas poderiam ou ndo ser selecionadas. Dentro
deste contexto, 0 homem estaria sujeito aos diferentes fatores de viruléncia do parasito, bem
como do seu sistema imunoldgico e as subpopulacGes parasitarias que fossem mais adaptadas

poderiam emergir sendo evidenciadas, por exemplo, em casos de reativacao.

4 — HIPOTESES DE TRABALHO

Nossas hipoteses de trabalho foram formuladas com os seguintes enfoques: (I) se
subpopulacdes parasitarias geneticamente diferenciadas seriam identificadas em diferentes
sitios anatémicos de lesbes cutaneas e/ ou mucosas no mesmo paciente; (I1) se ha, ou ndo,
associagdo entre perfil genético e diferentes manifestagdes clinicas na LTA; (Ill) se ha
congruéncia entre a diversidade genética inter e intrapacientes e (IV) se a condicdo de
imunossupressdo impacta na diferenciacdo de subpopulacGes parasitarias de L. (V.)

braziliensis.

5-OBJETIVOS
5.1 - Objetivo geral

Detectar, por diferentes abordagens moleculares, DNA de L. (V.) braziliensis
diretamente em amostras teciduais de pacientes com distintas formas clinicas da LTA com
comprometimento mucoso, atendidos no ambulatério do Laboratério de Vigilancia em
Leishmanioses (VigiLeish), Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC), Fundacéo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), possibilitando o diagnostico especifico e o estudo da

variabilidade genética.
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5.2 - Objetivos especificos

v

Realizar ensaios de PCR especificos para amplificagdo da regido varidvel dos
minicirculos do KDNA de L. (V.) braziliensis diretamente de fragmentos de lesdes

cutaneas e mucosas.

Analisar o polimorfismo genético intrafragmento amplificado (minicirculo do KDNA)

através do marcador molecular polimérfico LSSP-PCR.

Realizar estudos de Taxonomia Numérica (analise fenética) com base nos perfis

genéticos gerados pelo marcador molecular empregado.

Identificar a presenca de subpopulacbes parasitarias e correlaciona-las com as
diferentes formas de apresentacdes clinicas da doenca, bem como em relacdo a

localizagéo das lesbes (cutaneas e mucosas).

Avaliar a variabilidade genética de L. (V.) braziliensis aos niveis inter e intrapacientes

utilizando dados da analise fenética e estatisticos.



CAPITULO 2
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6 - ARTIGOS

Organizacao geral dos artigos

Os artigos séo apresentados na seguinte ordem:

» Artigo 1: Avaliacdo da diversidade interpacientes na investigacdo do perfil genotipico
de subpopulacGes de L. (V.) braziliensis. A populacdo deste estudo foi composta por

22 pacientes que apresentavam lesdes mucosas compativeis com quadro clinico de
LM.

» Artigo 2: Estudo da variabilidade genética de L. (V.) braziliensis nos niveis intra e
interpacientes. A populagdo estudada foi constituida por 35 pacientes com distintas

manifestacdes clinicas de LTA com comprometimento mucoso, sendo incluidos 20
pacientes do Artigo 1.

» Artigo 3: Avaliacdo do impacto da imunossupressdo por HIV na diversidade
populacional de L. (V.) braziliensis. Foram estudados 03 pacientes com coinfec¢éo

LTA/ HIV (02 participaram do Artigo 1) e 05 pacientes, escolhidos aleatoriamente,
que foram analisados no Artigo 1.
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6.1 - Artigo 1

kDNA minicircle signatures of Leishmania (Viannia) braziliensis in oral
and nasal mucosa from mucosal leishmaniasis patients

Publicado na revista Diagnostic Microbiology and Infectious Disease

Leishmania (Viannia) braziliensis € o agente etioldgico responsavel pelos casos
humanos de leishmaniose mucosa (LM) no estado do Rio de Janeiro. Esta doenca de carater
cronico e progressivo manifesta-se com lesdes destrutivas nas mucosas do trato aerodigestivo
superior localizadas, preferencialmente no nariz e boca (MARSDEN 1986; AMATO et al.
2008). A técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tendo como alvo o minicirculo do
DNA do cinetoplasto (KDNA), tem sido extremamente Util para a deteccdo de DNA de L. (V.)
braziliensis, diretamente em amostras clinicas de pacientes com LM. A técnica da reacdo em
cadeia da polimerase de baixa estringéncia (LSSP-PCR), metodologia baseada na PCR, tem
sido empregada como uma nova ferramenta para os estudos de variabilidade genética desta
espécie (FERREIRA et al. 2007; BAPTISTA et al. 2009).

Questionamentos
» Qual o perfil genotipico de subpopulacdes de L. (V.) braziliensis que circulam nas
lesGes de mucosas de pacientes com LM?
» Seria possivel correlacionar os perfis genéticos, gerados pelo marcador molecular
polimorfico LSSP-PCR, com a localizagdo clinica da lesdo?

Resultados principais

A PCR detectou DNA de L. (V.) braziliensis em todas as amostras obtidas diretamente
de lesbes de mucosas nasal e oral dos pacientes analisados. O polimorfismo genético
intrafragmento gerado pela LSSP-PCR forneceu uma assinatura do KDNA do parasito para
cada amostra. Foi possivel identificar assinaturas de KDNAs similares em amostras (mucosa
nasal e oral) de mesmo paciente e perfis geneticos divergentes em amostras (mucosa nasal) de
mesmo paciente coletadas em momentos diferentes. Ndo houve associagdo entre o perfil

genético e a localizacdo da lesdo mucosa (nasal ou oral).
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Abstract

Polymerase chain reaction (PCR) and low-stringency single-specific primer PCR (LSSP-PCR) analyses were used to detect Leishmania
(Viannia) braziliensis DNA and investigate kDNA signatures of parasite populations present in oral and nasal mucosa lesions from mucosal
leishmaniasis patients. A total of 25 samples from 22 patients were processed by specific PCR/hybridization assays. Parasite DNA was
detected in all samples analyzed. The intraspecific polymorphism of the variable region of L. (V.) braziliensis kDNA minicircles was also
investigated by LSSP-PCR. Similar kDNA signatures were observed in parasites recovered from nasal and oral mucosa lesions of the same
patient. In contrast, genetically divergent profiles were detected in lesions from patients biopsied at different times within a period of 1 year.
This is the first work to report genetic typing of L. (V.) braziliensis directly from human oral and nasal mucosal lesions.

© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Mucosal leishmaniasis; Leishmania (Viannia) braziliensis; PCR/hybridization; LSSP-PCR

1. Introduction

In the state of Rio de Janeiro Leishmania (Viannia)
braziliensis is the main etiologic agent responsible for
human cases of American tegumentary leishmaniasis (ATL),
a disease whose transmission cycle depends on the
adaptation of the vector Lutzomyia intermedia to the
domiciliary and peridomiciliary ecotopes (Marzochi and
Marzochi, 1994). Mucosal leishmaniasis (ML) is the most
severe clinical form of ATL, affecting the upper acrodiges-
tive tract by causing lesions mainly in the nasal and oral
mucosa and occasionally in the pharyngeal and laryngeal
mucosa. This chronic progressive disease can lead to
extensive destruction of the nasal septa and soft and hard

* Corresponding author. Tel.: +55-21-3865-8205; fax: +55-21-2590-
3495.
E-mail address: fernandac@ioc.fiocruz.br (F. Santos de Oliveira).

0732-8893/$ — see front matter © 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.diagmicrobio.2009.11.004

palates, and may result in facial disfiguration and respiratory
disturbances (Amato et al., 2008; Marsden, 1986).

Mucosal disease usually appears months or even years
after spontaneous or therapeutic healing of the primary
cutaneous lesions being associated with delayed healing of
primary lesions and failure to adequately treat primary
cutaneous lesions (Marsden, 1986). Spontaneous reactiva-
tion (Saravia et al., 1990; Weigle et al., 1993) and also
transmission by organ transplants (Golino et al., 1992)
suggest the persistence of Leishmania parasites in humans.
In addition, the finding of viable parasite in scars 11 years
after clinical cure (Schubach et al., 1998) reinforces that the
parasite persistence in human can be the rule instead of the
exception. The recent detection of Leishmania in unaffected
mucosal tissues of patients with cutancous leishmaniasis
(Figueroa et al., 2009) has highlighted the importance of
understanding the complicated relationship between para-
sites and mucosa.

Polymerase chain reaction (PCR) has been particularly
useful for the diagnosis of infection by L. (V.) braziliensis
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using minicircle kinetoplast DNA (kDNA) as a molecular
target in clinical samples from patients with ML (Disch et al.,
2005; Oliveira et al., 2005b). The PCR-based technique
known as low-stringency single-specific primer PCR (LSSP-
PCR) has been applied to molecular epidemiology and to the
study of genetic variability in Trypanosoma cruzi (Vago
et al., 1996) and Leishmania (Ferreira et al., 2007) parasites.
The rationale underlying this approach is the use of specific
primers to amplify a variable region of the parasite DNA
directly from clinical samples. Specifically in the case of
trypanosomatids, the polymorphism detected by LSSP-PCR
can be translated into a specific and highly reproducible
kDNA signature (Vago et al, 1996). More recently,
intraspecific polymorphism of the variable region of
kDNA minicircles of L. (V.) braziliensis has been reported
using LSSP-PCR (Baptista et al., 2009).

In the present study, we exploited PCR and LSSP-PCR
as molecular tools to detect the presence of L. (V.)
braziliensis DNA and to investigate the genetic profiles
(kDNA signatures) present in the oral and nasal mucosa
lesions from patients with ML in the state of Rio de
Janeiro, Brazil.

2. Materials and methods
2.1. Patients and samples

Mucosal tissue fragments obtained from 22 patients living
in the state of Rio de Janeiro and receiving treatment at the
Laboratorio de Vigilancia em Leishmanioses, Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas, Fundagdo Oswaldo Cruz
(IPEC/FIOCRUZ), Rio de Janeiro, RJ, Brazil, were
analyzed. All patients participating in this study presented
mucosa lesions compatible with ML as defined by
otorhinolaryngologic evaluation and direct examination of
the upper aerodigestive tract using an optical fibroscope.

The present study was approved by the Research Ethics
Committee of IPEC/FIOCRUZ (process 0016.0.009-02),
and informed consent was obtained from all patients before
clinical evaluation.

2.2. DNA isolation and specific PCR assays

Isolation of DNA and specific PCR assays were carried
out as previously described (Oliveira et al. 2005a). DNA
extractions from approximately 10 mg of frozen tissue
fragments were performed using GenomicPrep™ Cells and
Tissue DNA isolation kit (Amersham Pharmacia, Piscat-
away, NJ), following the manufacturer’s instructions.
Leishmania DNA was detected by specific PCR amplifica-
tion of a 750-base pair (bp) fragment present in the variable
region of minicircle kKDNA from Leishmania of the L.
braziliensis complex (De Bruijn and Barker, 1992), using
primers B1 (5'-GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3’) and
B2 (5'-CTAATTGTGCACGGGGAGG-3’). A reaction
mixture was prepared in a 50-pL final volume containing

50 mmol/L KCI, 1.5 mmol/L MgCl,, 10 mmol/L Tris—HCI
(pH 8.3), 0.2 mmol/L of each deoxyribonucleotide, 15 pmol
of each primer, 2.5 U of Ampli-Taq DNA polymerase
(Amersham Pharmacia), and 2 pL of the extracted DNA.
Amplification products were analyzed by agarose gel
electrophoresis after ethidium bromide staining (0.5 pL/
mL) and visualized under ultraviolet light. Negative (all
reaction components except DNA) and positive (all reaction
components plus 50 ng of L. [V] braziliensis KDNA)
controls were included in each experiment. All experiments
were conducted under controlled conditions. To avoid
contamination, we carried out in different areas the PCR
mix and the electrophoresis. To confirm the absence of
inhibition factors, we amplified an internal control
corresponding to a segment of the human B-globin gene in
all human samples (Saiki et al., 1985).

2.3. Molecular hybridization

PCR products were transferred to nylon membranes
according to Southern (1975) and hybridized as previously
described (Pacheco et al., 2000), with [a**P] deoxycitosine
triphosphate (dCTP) radiolabeled kDNA probe obtained
from the reference strain L. (V.) braziliensis MHOM/BR/
1975/M2903. Membranes were hybridized under high
stringency conditions (1.5% saline sodium citrate [SSC],
1% sodium dodecyl sulfate [SDS], and 0.5% nonfat milk,
overnight at 60 °C). After hybridization, membranes were
washed 3 times for 30 min in 0.1x SSC, 0.5% SDS at the
same temperature. Autoradiography was performed using
X-ray film (Kodak X-OMAT, Rochester, NY) overnight
at =70 °C.

2.4. Low-stringency single-specific primer PCR

L. (V) braziliensis kDNA 750-bp fragments generated by
specific PCR were purified with the Wizard PCR Prep system
(Promega, Madison, WI) according to the manufacturer’s
instructions. LSSP-PCRs were performed by amplifying the
purified DNA fragments with the B1 primer (5’-
GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3’). Reactions were car-
ried out with 40 pmol of primer, 200 pmol/L deoxynucleoside
triphosphate (dNTP)s, 10 mmol/L. Tris—HCI (pH 8.6),
50 mmol/L KCl, 1.5 mmol/L MgCl,, 4 U of Taq polymerase,
and 3 pL (60 ng/uL) of the purified 750-bp fragment (final
volume, 25 puL). Amplification was performed in a thermo-
cycler as follows: 95 °C for 5 min; 95 °C for 1 min, 36 °C for
30 s, and 72 °C for 2 min (45 cycles); and final extension at
72 °C for 10 min. Amplification products were analyzed on
1.8% agarose gels (High Resolution, Sigma) after ethidium
bromide staining.

2.5. Phenetic analysis

Bands ranging in size from 350 to 750 bp were selected
for phenetic analysis. The LSSP-PCR profiles were
compared using the simple matching (Sm) coefficient of
similarity to determine the proportion of mismatched
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bands. The similarity matrix was transformed into a
dendrogram by the unweighted pair group method
arithmetical average (UPGMA) algorithm (Sneath and
Sokal, 1962) using the NTSYS program (version 2.0;
Exeter Software, Setauket, NY).

3. Results
3.1. Clinical and epidemiologic data

Twenty-two patients presented nasal and/or oral mucosa
lesions, 17 (77.3%) men and 5 (22.7%) women (Table 1).
The mean patient age was 49 years (ranging from 12 to 83
years). Nasal mucosal lesions were observed in 17 (77.3%)
patients. Only 1 patient presented nasal and oral mucosa
lesions concomitantly (32A and 32B). In 2 patients, 2 nasal
mucosa lesion fragments were collected at 2 different times
in a period of 1 year (27 and 34, 20 and 37).

3.2. PCR-hybridization analysis

A total of 25 samples (6 from oral mucosa lesions and
19 from nasal mucosa lesions) from 22 patients were
processed by specific PCR/hybridization assays. The purity
and integrity of the DNA samples were evaluated by gel
electrophoresis before PCR analysis. Internal controls were
performed by PCR amplification of a segment of the

Table 1
Clinical and epidemiologic data of the patients studied and phenetic clusters
defined by LSSP-PCR assays

Samples code Sex Age (years) Mucosa lesion Cluster
1 M 49 Nasal 1
27% M 48 Nasal 1
3 M 42 Nasal 1
6 M 70 Nasal 2
30 M 54 Nasal 2
13 F 44 Nasal 2
9 M 24 Oral 2
12 M 69 Nasal 2
19 F 52 Oral 2
20° F 32 Nasal 2
23 F 72 Nasal 2
26 M 49 Oral 2
11 M 39 Nasal 2
28 M 53 Nasal 2
31 M 83 Nasal 2
38 M 12 Nasal 2
29 M 61 Oral 2
25 M 18 Nasal 3
Lb 3
32A M 48 Nasal 3
32B M 48 Oral 3
33 M 52 Oral 3
342 M 48 Nasal 3
36 M 45 Nasal 4
37* F 32 Nasal 4
35 F 63 Nasal 4

Lb=L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903); M = male; F = female.
? Two lesion fragments collected of the same patients at different times.

human p-globin gene, which produced the expected 110-
bp diagnostic band and confirmed the absence of inhibition
factors in all samples analyzed. Diagnostic bands of 750-
bp were detected in all samples tested. All 25 positive
PCR products were subjected to Southern blot hybridiza-
tion revealing a high copy number of homologous
sequences with the L. (V.) braziliensis KDNA used as
probe (not shown).

3.3. L. (V.) braziliensis kDNA signatures

LSSP-PCR analysis showed different genetic profiles
providing a kDNA signature for each patient’s sample (Fig.
1A-C). The reproducibility of the method was confirmed
when identical electrophoretic profiles were observed in the
assays repeated, at least, 3 times under the same conditions.
Phenetic analyses have grouped the profiles into 4 clusters,
which diverged by coefficients of similarity from 0.53 to
0.94 (Table 1, Fig. 1D). Most of the samples (76%) shared an
average of 85% of common characteristics (Sm = 0.76—0.94)
and were grouped into the second and third clusters. The
L. (V.) braziliensis reference strain, with a coefficient of
similarity of 0.75, was also grouped into the third cluster
(Fig. 1D). Samples considered to be more genetically
divergent based on their genetic profiles were grouped in
the first and fourth clusters (1, 3, and 27; 35, 36, and 37,
respectively) (Fig. 1B and D).

Similar LSSP-PCR profiles (Sm = 0.94) were observed in
samples from the same patient (32A and 32B) and in samples
from different patients (9 and 12, 20 and 23) (Fig. 1C and D).
On the other hand, LSSP-PCR profiles obtained from
samples collected from the same patient at different times
(27 and 34, 20 and 37) were grouped into different clusters.

4. Discussion

This study used a PCR-hybridization approach to detect
L. (V.) braziliensis DNA in samples obtained directly from
nasal and/or oral mucosa lesions of patients with ML.
Intraspecific polymorphisms in the variable region of KDNA
minicircles were also revealed after LSSP-PCR assays. The
reproducibility of the profiles allowed us to affirm that
the genotypic variations observed were not because of the
amount of DNA loaded on the gel or artifacts.

Because isolation and culture of parasites are not always
possible, especially when the disease is caused by L. (V.)
braziliensis, because of the low number and dispersion of
parasites present in mucosa lesions (Herwaldt, 1999;
Lainson and Shaw, 1987), the combination of both
methodologies has the advantage of simultaneously detect-
ing and genotyping parasites.

In the present work, we observed that most of the KDNA
signatures were 85% similar and could be grouped into 2
main clusters, to one of which the reference strain L. (V.)
braziliensis was also assigned. It is also important to mention
that parasites recovered from some patients were priorly
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Fig. 1. (A) Agarose gel electrophoresis showing representative KkDNA signatures derived from the 750-bp fragments of. L. (V.) braziliensis KDNA obtained from
mucosal lesions (1, 3, 6,9, 11, 12, 13, 19, 20, 23, 25, 26, 31, and 38). (B) kDNA signatures more genetically divergent grouped into the first and fourth clusters
(1,3,27,35,36,and 37). (C) Similar kDNA signatures from the same and different patients grouped into the second and third clusters (324, 32B, 9, 12, 20, and
23). M = 100-bp DNA ladder marker; PC = positive control (KkDNA from L. /V.] braziliensis reference strain). (D) UPGMA dendrogram using the Sm coefficient
of similarity based on the genetic profiles obtained from LSSP-PCR. Lb = L. (V.) braziliensis reference strain (MHOM/BR/1975/M2903).

characterized as L. (V.) braziliensis by isoenzyme analysis
using a system of 8 enzymatic loci. Phenetic analysis did not
detect an association between the KDNA signature and the
clinical location of the lesion (oral or nasal mucosa). This
finding corroborates previous studies in which multiple
PCR-based techniques were unable to detect a relationship
between genetic polymorphism among Leishmania strains
and clinical manifestation (Cuervo et al., 2004; De Oliveira
et al., 2007). Such result is also consistent with recent work
from our group reporting the detection of 9 different
genotypes by LSSP-PCR in lesions from patients with
typical or atypical clinical characteristics of ATL; no
relationship was found between genetic profile and clinical
condition (Baptista et al., 2009).

It is well established that Leishmania parasites circulate
in nature as a set of heterogeneous subpopulations, and the
demonstration of multiclonal origin of some Leishmania
strains has already been reported (Pacheco et al., 1990).

Here, we observed similar kDNA signatures in nasal and oral
mucosa lesions of the same patient (32A and 32B),
suggesting monoclonality of the primary lesion. Similar
kDNA signatures were also observed between different
patients (9 and 12, 20 and 23). The polyclonality of some
human isolates, possibly as a result of a heterogeneous
infecting inoculum, and/or the accumulation of multiple
independent infections (Saravia et al., 1990) cause difficul-
ties in the interpretation of genetic diversity between
parasites recovered from primary and secondary lesions. In
the present work, dissimilar kDNA signatures were also
obtained from biopsies taken from the same patients (27 and
34,20 and 37) at different times within a 1-year period. Such
result corroborates the hypothesis of polyclonality of the
initial inoculum. Interestingly, some LSSP-PCR profiles (35,
36 and 37) revealed more polymorphisms in kDNA
minicircles reflected by the appearance of additional bands.
The endogenous generation of new polymorphisms in
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kDNA minicircles (Lee et al., 1993; Pacheco et al., 1995) or
the emergence of minor parasite subpopulation as a
consequence of selection in vivo cannot be discarded.

This is the first work to our knowledge reporting the
genetic typing of L. (V.) braziliensis directly from human
oral and nasal mucosal lesions. The detection of similar and
divergent KDNA signatures may reflect the clonality of the
initial inoculum as a consequence of the clonal population
structure of Leishmania parasites. Comparisons with other
phenotypic characteristics from both parasite and host will be
important to see if parallels can be drawn between parasite
genetic polymorphism and clinical traits.
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American tegumentary leishmaniasis caused by Leishmania (Viannia) braziliensis:
Assessment of parasite genetic variability at the intra and interpatient levels

Enviado para a revista Epidemiology and Infection

A leishmaniose tegumentar americana (LTA), causada por Leishmania (Viannia)
braziliensis, caracteriza-se pela cronicidade, laténcia e comportamento metastatico. A
infeccdo humana produz um amplo espectro de manifestacdes clinicas que pode ser atribuido
a uma variabilidade intraespecifica do parasito. Estudos de variabilidade genética, utilizando
diferentes marcadores moleculares polimorficos, baseados na PCR, revelaram a existéncia de
variado polimorfismo genético intraespecifico de L. (V.) braziliensis (GOMES et al. 1995;
ISHIKAWA et al. 2002; CUPOLILLO et al. 2003; BAPTISTA et al. 2009). A presenca de
subpopulacBes parasitarias encontradas nas distintas lesbes do mesmo paciente e a
participacdo do homem atuando como filtro bioldgico responsavel por esta selecdo tem sido

investigada.

Questionamentos
» A variabilidade genética de L. (V.) braziliensis observada entre os pacientes seria
maior ou menor do que a observada intrapacientes?
» Existem subpopulaces parasitarias, geneticamente mais adaptadas in vivo, que se

disseminam da les&o cutanea inicial para o tecido mucoso?

Resultados principais

A variabilidade genética de L. (V.) braziliensis demonstrada pelo polimorfismo de
assinaturas de KDNAs foi observada entre os pacientes, assim como no nivel intrapaciente nas
diferentes lesdes. A analise fenética avaliou o grau de heterogeneidade dos minicirculos do
KDNA agrupando os perfis genéticos em diferentes niveis de diferenciacdo, desde os mais
similares até os mais divergentes. A diversidade genética no nivel intrapacientes foi
estatisticamente menor do que a observada entre os pacientes. Similaridades genotipicas
foram evidenciadas entre as amostras de lesdes cutanea e mucosa intrapacientes, sugerindo a
possibilidade da existéncia de mesma populagdo responsdvel tanto pelo acometimento

cutdneo como mucoso.
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SUMMARY

The genetic variability of L. (V.) braziliensis was assessed at the intra and interpatient
levels of individuals with different clinical manifestations of ATL. Fifty-two samples
provided by 35 patients were examined by LSSP-PCR and phenetic analysis. Genetic
variability of L. (V.) braziliensis, in kDNA signatures, was observed between patients
and also between different lesions of the same patient. Phenetic analysis was performed
to evaluate the degree of heterogeneity of the kDNA minicircles. No correlation was
observed between parasite genetic profiles and either clinical symptoms or location of
the lesions. Genetic variability at the intrapatient level was less pronounced than the
variability observed between different patients. These results can be explained by two
interpretations: i) the individual him/herself functions as a biological filter, through
which highly adapted populations are selected, and ii) the eco-epidemiological
interactions between distinct endemic areas influence the population dynamics of the

circulating populations of L. (V.) braziliensis.

Key words: Leishmania (Viannia) braziliensis: ATL: genetic variability; LSSP-PCR.
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INTRODUCTION

American tegumentary leishmaniasis (ATL) caused by Leishmania (Viannia)
braziliensis is characterized by chronicity, latency, and metastatic tendencies. In some
cases, after the appearance of an initial cutaneous lesion, multiple cutancous lesions
(disseminated leishmaniasis, DL) and/or mucosal lesions (mucosal leishmaniasis, ML)
can arise as a consequence of the dissemination of the parasite through the blood and
lymphatic systems [1- 3]. Cutaneous lesions can persist active for many years and can
coexist with mucosal lesions, as exhibited in the mucocutaneous leishmamasis (MCL)
form [4]. Less than 3% of the cases of cutaneous leishmaniasis develop destructive
lesions in the upper respiratory tract, primarily in the nasal mucosa [5], and more than
25% of the cases of DL present damaged mucosa simultaneously with cutancous
manifestations [6]. However, approximately 16% of the cases of ML do not present a
previous history of an initial cutaneous lesion [7].

Factors such as the immunological response of the patient and the genetic
constitution of the parasite could influence the clinical manifestations and prognosis of
this disease. It is also possible that these factors play a role in parasite persistence.
Parasite persistence and reactivation have been reported to be contributing factors
towards recurring episodes of ATL [8-10]. However, the mechanism of the
dissemination and emergence of L. (V.) braziliensis to new cutaneous and mucosal
tissue, the pathogenic process as well as the natural history of the recurrent

leishmaniasis is not yet fully understood.

Human infection by L. (V.) braziliensis produces a broad spectrum of clinical
manifestations that can be attributed to intraspecific variability of the parasite. The

contribution of the parasite to the diversity of ATL patient clinical conditions has been
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examined in several studies aiming to investigate whether certain species and/or clonal
populations of Leishmania are correlated with any clinical manifestations of the disease.
Intraspecific heterogeneity among members of the subgenera Viannia and Leishmania
was revealed by genetic and molecular studies, which contributed to a better

understanding of their epidemiology in diverse endemic areas [11-14].

Different polymorphic molecular markers based on the polymerase chain reaction
(PCR) have been used in several studies of the genetic variability of L. (V.) braziliensis
and of molecular epidemiology. The importance of this species was demonstrated by the
existence of various intraspecific genetic polymorphisms and by the variability of the
clinical manifestations observed in ATL. Previous studies have revealed a correlation
between genetic polymorphisms and the eco-epidemiological data of isolates [15-17].
Such studies reinforce the clonal population structure of Leishmania, as proposed by
Tibayrenc et al. [18]. Leishmania species naturally circulate as a group of
heterogeneous subpopulations, and demonstration of the polyclonality of the initial
inoculum of multiple strains has been reported [19]. These mechanisms could influence
the clinical prognosis of the disease and the efficiency of therapeutic strategies.

Our group recently demonstrated the application of low-stringency single-specific-
primer PCR (LSSP-PCR) towards the investigation of intraspecific polymorphisms in
the variable region of the kinetoplast DNA (kKDNA) minicircles of L. (V.) braziliensis in
ATL patients [20, 21]. The purpose of the present study was to further investigate
parasite subpopulations, with a particular focus on the genetic variability of L (V)
braziliensis at the intra and interpatient levels. Towards this end, samples obtained from
cutaneous and mucosal lesions of patients with different clinical manifestations of ATL

were analyzed.
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METHODS

Patients

This study included 35 patients with ATL and mucosal involvement, each attended at
the Laboratério de Vigildncia em Leishmanioses / Lab. Vigileish, Instituto de Pesquisa
Clinica Evandro Chagas — IPEC/Fiocruz, Rio de Janeiro, from January 2005 to
December 2009. Patients were grouped according to the following three categories,
according to their clinical manifestations: i)y mucocutaneous leishmaniasis (MCL) for
patients that presented cutaneous and mucosal lesions in contiguous and concomitant
forms; ii) mucosal leishmaniasis (ML) for patients that presented only mucosal lesions
(nasal and/or oral) and iii) disseminated leishmaniasis (DL) for patients that presented
multiple cutaneous lesions and mucosal involvement. All patients were subjected to
dermatological and otolaryngological examination, including direct inspection of the
upper respiratory tract using rigid optic Karl Storz 70° and 30°, to assess, respectively,
the presence or absence of larynx and pharyngeal or nasal lesions. This study was
approved by the Ethical Committee of Research at IPEC/FIOCRUZ (process

0016.0.009-02), and all of the patients signed informed consent forms.

Clinical samples and molecular diagnosis by PCR

Patient biopsy samples from cutaneous and/or mucosal lesions were processed for
molecular analysis. Extraction of DNA and molecular diagnostic PCR-based assays
were performed as previously described [21, 22]. Leishmania DNA was detected by
amplifying a 750 base pair (bp) fragment corresponding to the variable region in the

kDNA minicircles of Leishmania of the L. braziliensis complex [23], using the primers

5
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Bl (&) GGGGTTGGTGTAATATAGTGG 39 and B2 (&)
CTAATTGTGCACGGGGAGG 3'). To prevent false negative results and as an internal
control, inhibition tests were first carried out on all samples through PCR amplification

of the human B-globin gene [24].

Low-stringency single-specific-primer PCR reactions

The 750 bp fragments generated by specific PCR were purified with a Wizard PCR
Prep System (Promega, Madison, W) according to the manufacturer’s instructions. The
purified products were then submitted to a second round of amplification (LSSP-PCR)
using only one specific primer (B1: 5' GGGGTTGGTGTAATATAGTGG 3') under
conditions of low stringency. Reaction conditions and visualization of the products were

performed as described by Oliveira et al. [21].

Phenetic analysis

Bands varying in size from 350-750 bp were selected for phenetic analysis. Analysis of
the profiles generated by LSSP-PCR was performed by calculating the levels of
similarity using the Simple Matching Coefficient (Sm). The matrix of similarity was
transformed into a dendrogram through the Unweighted Pair Group Method
Arithmetical Average (UPGMA) algorithm, wsing the program NTSYS version 2.1

(Exeter Software).

Comparison of inter and intrapatient genetic variability
Interpatient genetic variability was evaluated by: i) obtaining the coefficients of

similarity between the patient sample and all of the other samples (from all of the
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patients), ii) calculating the arithmetic averages and their respective standard deviations
of those interpatient coefficients of similarity, and iii) calculating the average of those
mean values, with the aim of estimating the average interpatient similarity (i.e. the
variability existing among parasites recovered from lesions of different patients).
Intrapatient genetic variability was estimated by calculating the average of the mean
coefficient of similarity of each patient, taking into account the cutaneous and mucosal
lesions present in the same patient. The averages and standard deviations (SD) of the
inter and intrapatient coefficients of similarity were compared using the student’s r-test.

Comparison of inter and intrapatient similarities was also performed by analyzing the
percentages of shared characters (bands), defined by genetic profiles generated by
LSSP-PCR. The frequency of sharing of each character between interpatient samples
was calculated after first calculating the average of each frequency of sharing. The same

analyzis was performed to compare different lesions from the same patient.

RESULTS

Clinical-epidemiological characteristics of the patients

The clinical forms of ATL exhibited by the patients were: 16 with MCL, 17 with ML
and 2 with DL. Of these patients, 25 (71.4%) were male and 10 (28.6%) were female.
Patient age varied from 12 to 77 years. The presence of lesions in the nasal mucosa was
observed in 77% of the patients. The 2 patients with DL (patients 1 and 87) presented
concomitant cutaneous and mucosal lesions. Only one patient with MCL (patient 32)
presented concomitant nasal and oral mucosal lesions. Of the 17 patients with ML, 12
reported the absence of an initial cutaneous lesion or scar suggestive of leishmaniasis.

Data are shown in Table 1.
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Molecular diagnostics and analvzis of genetic variability
From the 35 patients, 52 samples were analyzed, of which 13 originated from cutaneous
lesions and 39 from mucosal lesions. Samples from cutaneous and mucosal lesions were
only able to be obtained from 9 of the 16 patients with MCL. From two of the patients
with ML (patients 20 and 76), fragments of the mucosal nasal lesions were collected at
different times over a period of one year. From patient 1 with DL, 3 samples of
cutaneous lesions were analyzed, two of which were collected at the same time as the
sample of the mucosal lesion and one which was collected 6 months after treatment.
Internal controls for PCR inhibition were performed by amplifying a 110 bp
fragment of the human p-globin gene. The expected 110 bp fragment was obtained in
each sample tested (data not shown), confirming the absence of internal inhibitors. The
750 bp diagnostic band was observed in all samples analyzed (data not shown).
Different genetic profiles, representing kDNA signatures of the parasite, were
obtained by LSSP-PCR analyzis of each sample. Figure 1 shows selected representative
results. Phenetic analysis grouped the LSSP-PCR profiles according to their coefficients
of similarity (Sm), which diverged from 0.53 to 0.94 (Figure 2). The dendrogram
illustrates that samples of cutaneous and mucosal lesions from two patients with MCL
(patients 9 and 135) were genetically similar to each other, sharing an index of
similarity of 0.94. In two other patients, one with MCL (patient 32) and one with DL
(patient 87), the nasal and oral mucosal lesions also presented similar genetic profiles
(Sm = 0.94), although somewhat differing genetic profiles (Sm = 0.78 and Sm = 0.82,
respectively) were observed in the respective cutaneous lesions. Patients 20 and 23,
with the ML clinical condition, also showed similar genetic profiles in the samples of
their mucosal nasal lesion. On the other hand, distinct genetic profiles were detected in

samples from the cutaneous and mucosal lesions of patients 30, 79, 149 and in the nasal

8
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mucosal lesions of patients 20 and 76, which were collected at different times over a
period of one year. Interestingly, very divergent profiles were observed in the cutaneous
and mucosal lesion samples of patient 1 and also in the mucosal lesion samples of
patients 20, 35 and 76.

To evaluate interpatient genetic variability, the percentage of shared bands was
analyzed. This approach was validated by first demonstrating that, on average, each
character (band) was shared by 77% of the patients. Analyzis of interpatient coefficients
of similarity revealed a similar average of 69% (SD=0.05%). On the other hand, the
average characters shared on the intrapatient level was 89%, and the average of the
average coefficients of similarity was 80% (SD=0.12%). Comparison of the average
inter and intrapatient coefficients of similarity and their standard deviations were
statistically significant (p < 0.001). Table 2 shows the obtained inter and intrapatient

values of the coefficient of similarity for selected representative samples.

DISCUSSION

Our group has recently been applying different molecular tools towards the study of
specific diagnostics and the genotypic behaviour of L. (V.) braziliensis subpopulations
in patients with mucocutaneous leishmaniasis [20, 21]. These studies served as a basis
for the present investigation, which aimed to explore the relationship between genetic
diversity of L. (V.) braziliensis at the inter and intrapatient levels presenting distinct
clinical manifestations of ATL. At the same time, this study also aimed to evaluate such
gentic diversity following two hypothetical scenary: (i) the individual, by him/herself,
acting as a biological filter whereby highly adapted populations are selected and (ii)

eco-epidemiclogical interactions occurring in distinet endemic areas as reflecting on the

population dynamics of the circulating populations of L. (V.) braziliensis,
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The observation that damaged nasal mucosa was the most frequent clinical
manifestation among the patients is in accordance with published data regarding the
predilection of this location in the ML, MCL and DL forms [4, 6, 25]. Curiously, the
majority of the patients with ML did not present a history of an initial cutaneous lesion
or scar suggestive of leishmaniasis, which has also been observed in other studies [26-
28].

Genetic variability of L. (V.) braziliensis, demonstrated here by polymorphisms of
kDNA signatures, was observed among the patients and among different lesions of the
same patient. Phenetic analysis was vused to evaluate the degree of heterogeneity of the
kDNA minicircles and group them into genetic profiles of different levels of
differentiation, from more similar to more divergent. No correlation was observed
between the genetic profiles of L. (V.) braziliensis and either the clinical forms of the
disease (mucosal, mucocutaneous and disseminated) or the location of the lesion (nasal
or oral). Although this study did not uncover a relationship between parasite genotype
and clinical manifestations of ATL, considerably divergent genetic profiles have been
detected in nasal mucosal lesions of patients with ML. Schriefer et al. [29] noted that a
higher frequency of a determined genotype of L. (V.) braziliensis in certain isolates of
ML originated from the same endemic area in the state of Bahia. It is possible that the
tropism of the parasite to the mucosa is based on interactions with molecules specific to
the host. This idea is supported by data from patient 1, with DL, whose results show
significant genetic diversity in the minicircles from distinet cutaneous and mucosal
lesions collected both at the same time and also at different moments over a short period
of time. Several studies using different polymorphic markers have been conducted with

the aim of uncovering correlations between the molecular characteristics of parasite

10
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populations and the clinical manifestations of the cutaneous and mucosal forms of ATL,
but have thus far yielded little fruit [20, 21, 30].

Despite the existence of heterogeneity, genotypic similarities between the samples
from cutancous and mucosal lesions were evident on the intrapatient level. The
percentage of shared intrapatient characters (89%) was also of major significance,
indicating that the samples are genetically related. Therefore, we conclude that
intrapatient genetic variability is less than that observed between different patients
(77%), a result that is also in accordance with the averages of the coefficients of
similarities (80%).

Elegant studies have demonstrated that the host immune system plays an important
role in the selection of parasite populations [31-33]. Considering this, it is possible that
humans may act as a biological filter towards the selection of parasite subpopulations
most adapted to develop in the host organism, and in this case, subpopulations can be
responsible for either cutaneous or mucosal damages.

On the other hand, the significant genetic variability observed between different
patients could also be a result of clonal propagation [18]. If the biological entity that
evolves is thef clonal lineage one can image different clones being reshuffled and
propagated in the natural circulating population, sharing different factors of virulence or
competing for selective advantages such as distinct growth rates and differential
tropisms [34, 35]. From an epidemiological point of view, the complex cycle of
transmissions in which the individuals are exposed play a very important factor in the
possibility of reinfections through the accumulation of multiple independent infections
in patients residing in endemic areas [8, 36]. The complexity of transmission cycles,
involving sylvatic, domestic mammals and phlebotamine vectors surely contributes to

the large diversity of the natural population of L (V.) braziliensis [37, 38]. An
11
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understanding of the genetic diversity of circulating parasites population in an specific
endemic area, as well as an investigation of the clonality of the initial lesions, is
fundamentally important and assists us in interpreting the inter- and intrapatient

variability.
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Table 1. Clinical and epidemiological characteristics of the 35 patients analysed in this study

Patient Age Sex  Clinical form Location of lesion / Code
code (years)
Cutaneous Mucosal

33 52 M MCL Arm / 33MCL-C Oral / 33MCL-O
26 48 M MCL Nostril / 26MCL-C Oral / 26MCL-O
79 25 M MCL Arm / 79MCL-C Nasal / 79MCL-N
134 54 M MCL ND Oral / 134MCL-O
32 47 M MCL Arm/32MCL-C Nasal / 32MCL-N

Oral / 32MCL-O
25 16 M MCL ND Nasal / 25MCL-N
147 50 M MCL Face / 147TMCL-C Nasal / 147MCL-N
149 29 M MCL Trunk / 149LMC-C Nasal / 149MCL-N
29 55 M MCL ND Oral / 29MCL-O
3 42 M MCL ND Nasal / 3BMCL-N
135 52 F MCL Arm/ 135MCL-C Nasal / 135MCL-N
9 25 M MCL Trunk/ 9MCL-C Oral / 9MCL-O
19 52 F MCL ND Oral / 19MCL-O
30 54 M MCL Upper lip / 30MCL-C Nasal / 30MCL-N
12 69 M MCL ND Nasal / 12MCL-N
109 65 M MCL ND Oral / 109MCL-O
35 63 F ML A Nasal / 35ML-N
28 53 M ML A Nasal / 28ML-N
86 66 F ML A Nasal / 86ML-N
31 71 M ML A Nasal / 31IML-N
38 12 M ML A Nasal / 38ML-N
129* 49 F ML A Nasal / 129ML-N
6* 69 M ML A Nasal / 6ML-N
110* 60 M ML A Nasal / 110ML-N
70* 77 M ML A Nasal / 70ML-N
96* 72 M ML A Nasal / 96ML-N
23* 71 F ML A Nasal / 23ML-N
11* 39 M ML A Nasal / 11ML-N
117* 63 M ML A Nasal / 117ML-N
13* 44 F ML A Nasal / 13ML-N
20* 31 F ML A Nasal / 20ML-N1

Nasal / 20ML-N2
76* 29 F ML A Nasal / 7T6ML-N1

Nasal / 76ML-N2
133* 72 F ML A Oral / 133LM-O
1 49 M DL Arm/ 1DL-C1 Nasal / 1DL-N

Trunk / 1DL-C2
Leg/ 1DL-C3

87 41 M DL Nose / 87DL-C Nasal / 87DL-N

Oral / 87DL-O

*, patients reporting the absence of an initial cutaneous lesion or scar suggestive of leishmaniasis; M, male; F,
female; MCL, mucocutaneous leishmaniasis; ML, mucosal leishmaniasis; DL, disseminated leishmaniasis; ND,
not done; A, absence of cutaneous lesion at the time of clinical evaluation.
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Figure 1

A: 1.8% High Resolution agarose gel electrophoresis showing representative genetic profiles derived from amplification of the 750 bp fragment from mucosal
lesions of different patients. B: Similar and divergent genetic profiles from cutaneous and mucosal lesions observed at the intrapatient level. Lanes: M —
Molecular marker (100 bp ladder); lanes 1-7: 129ML-N, 96ML-N, 117ML-N, 134MCL-O, 109MCL-O, 133LM-O and 86ML-N; lanes 8-19: 135MCL-N,
135MCL-C, 79MCL-N, 79MCL-C, 32MCL-N, 32MCL-0O, 32MCL-C, 87DL-N, 87DL-O, 87DL-C, 76ML-N1 and 76ML-N2.
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Figure 2

UPGMA dendrogram showing the “Simple Matching” coefficients of similarity based on the genetic profiles obtained by LSSP-PCR. Lb, L. (V.) braziliensis
reference strain (MHOM/BR/1975/M2903). MCL.: mucocutaneous leishmaniasis; ML: mucosal leishmaniasis; DL: disseminated leishmaniasis; N: nasal; O:
oral; C: cutaneous; C1-C3: different samples of cutaneous lesions collected at different moments; N1 and N2: different samples of mucosal nasal lesions
collected at different moments.



Table 2
Table showing the values of the intra- and interpatient coefficients of similarity of selected representative samples

32MCL-C  32MCL-N 32MCL-O  9MCL-C  9MCL-O 1DL-N IDL-C1 1DL-C2 IDL-C3  20ML-NI1 20ML-N2 29MLC-O 12MCL-N  6ML-N 3IML-N  133ML-O

32MCL-C 1.00

32MCL-N 0.77 1.00

32MCL-O 0.77 0.94 1.00

9MCL-C 0.66 0.72 0.72 1.00

9MCL-O 0.72 0.72 0.72 0.94 1.00

IDL-N 0.69 0.58 0.58 0.69 0.69 1.00

1DL-C1 0.55 0.61 0.66 0.66 0.66 0.75 1.00

1DL-C2 0.69 0.58 0.63 0.75 0.75 0.77 0.75 1.00

1DL-C3 0.72 0.72 0.72 0.66 0.66 0.69 0.77 0.75 1.00

20MI-N1 0.66 0.72 0.72 0.77 0.77 0.63 0.66 0.63 0.66 1.00

20ML-N2 0.50 0.55 0.50 0.55 0.61 0.58 0.55 0.52 0.50 0.55 1.00

29MCL-O 0.72 0.66 0.66 0.77 0.83 0.69 0.55 0.75 0.61 0.72 0.66 1.00

12MCL-N 0.75 0.63 0.63 0.80 0.80 0.72 0.69 0.72 0.75 0.86 0.58 0.75 1.00

6ML-N 0.63 0.63 0.63 0.75 0.69 0.66 0.58 0.66 0.58 0.80 0.52 0.69 0.83 1.00

31IML-N 0.72 0.77 0.77 0.77 0.83 0.63 0.61 0.63 0.61 0.83 0.55 0.83 0.69 0.69 1.00
133ML-O 0.66 0.61 0.61 0.77 0.77 0.69 0.61 0.69 0.66 0.72 0.66 0.72 0.80 0.75 0.72 1.00

MCL: mucocutaneous leishmaniasis; DL: disseminated leishmaniasis; ML: mucosal leishmaniasis; N: nasal lesion; O: oral lesion; C: cutaneous lesion; N1 and N2: nasal lesion fragments collected at 2 different times;

C1-C3: cutaneous lesion fragments collected at different times.
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Genetic polymorphism in Leishmania (Viannia) braziliensis detected in mucosal
leishmaniasis of HIV-infected and non-HIV-infected patients

Enviado para a revista Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene

A associacdo da infeccdo por Leishmania com o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) foi registrada em 35 paises. Essa expansdo geografica possivelmente esta relacionada
com o fendmeno de sobreposicdo das duas doencas, caracterizada pela disseminacdo da
sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS) nas &reas rurais e pela urbanizacdo das
leishmanioses (CRUZ et al. 2006; ALVAR et al. 2008). A coinfec¢do Leishmania/ HIV revela
caracteristicas peculiares na apresentacdo e evolucdo clinica, no perfil de diagnostico
laboratorial e na resposta ao tratamento especifico. No Brasil, existem poucos relatos de casos
de coinfeccdo Leishmania/ HIV associada & leishmaniose tegumentar americana (LTA)
causada por Leishmania (Viannia) braziliensis (RABELLO et al. 2003). Alguns estudos
descreveram as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas da coinfeccdo LTA/ HIV, no
entanto, a diversidade genética do parasito nestes pacientes ndo tem sido investigada no

Brasil.

Questionamentos
» Perfis genéticos de L. (V.) braziliensis podem ser discriminados em pacientes com LM

em estado de imunossupressao por HIV?

Resultados principais

As técnicas de LSSP-PCR e de andlise fenética possibilitaram a identificacdo de perfis
genéticos de L. (V.) braziliensis, que foram agrupados em distintos grupos, 0s quais
discriminaram as amostras obtidas dos pacientes com coinfeccdo LTA/ HIV daquelas de

pacientes ndo infectados por HIV.
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Abstract

The genetic polymorphism of Leishmania (Viannia) braziliensis detected in
cases of mucosal leishmaniasis (ML) from HIV-infected and non-HIV-infected
patients was evaluated. Nine samples from three HIV-infected patients and five
samples from five non-HIV-infected patients were analysed by polymerase
chain reaction (PCR), low-stringency single-specific pnmer PCR (LSSP-PCR)
and phenetic analysis. The presence of L. (V.) braziliensis DNA was detected in
all samples by specific PCR assay. The intraspecific polymorphism of the
variable region of L. (V) braziliensis kDNA minicircles was investigated by
LSSP-PCR. Fhenetic analysis grouped the genetic profiles into two distinct
clusters, which discriminated between samples obtained from HIV-infected and
non-HIV-infected patients. In two HIV-infected patients, identical genetic profiles
were detected In lesions biopsied at different times after the treatment of the
initial lesion. Interestingly, genetically divergent profiles were detected in the
cutaneous and mucosal lesions of the same HIV-infected patient collected at
the same time. This is the first work comparing genetic polymorphism of L. (V)
braziliensis in cases of mucosal leishmaniasis from HIV-infected and non-HIV-

infected patients.

Keywords. Mucosal leishmaniasis; Leishmania/HIV co-infection; Leishmania
(Viannia) braziliensis; PCR; LSSP-PCR
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1. Introduction

The association of Leishmania infection with the human immunodeficiency
virus (HIV) has been considered an emerging public health problem in four
continents of the world (Asia, Africa, Europe, America). A significant increase in
the number of cases of Leishmania/HIV co-infection has been registered in 35
countries. This Iincrease in co-infection is probably due to the progressive
geographical overlap of the two diseases, as acquired immunodeficiency
syndrome (AIDS) is increasingly disseminated to rural areas and leishmaniasis
is increasingly urbanised.’?

In South America, Brazil is the country requiring the most attention due to the
increased Incidence of both diseases. From 2000 to 2008, 238 749 cases of
American tegumentary leishmaniasis (ATL) were reported, with an annual mean
of 26 528 new cases.’ Between 1980 and 2009, 544 846 cases of AIDS and an
annual incidence rate of 33 000 - 35 000 new cases were recorded in Brazil,
where it is estimated that 630 000 people are now living with HV/AIDS. The
southeastern region encompassed 59.3% of all notifications, with 323 069
cases* Despite the high ATL incidence rates observed in Brazil, the
disease has a very heterogeneous geographic distribution and most
cases are reported in the Amazon region. In this context, the state of Rio
de Janeiro is a low endemic area.

In Brazil, the first case of ATL associated with HIV infection was reported in
1987 by Coura et al *: furthermore, evidence of infection caused by [ eishmania
(Viannia) braziliensis in a HIV-infected patient was reported by Machado et al ®
A review of Brazilian Leishmania/HI\V co-infection cases reported during the

period 1987 to 2003 revealed that 63% of the described Leishmania/HIV co-

3
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infected patients had ATL, and of them, 43% presented mucocutaneous or
mucosal forms.” In Brazil, L. (V.) braziliensis was also characterised in a few
cases of cutaneous/mucocutansous leishmaniasis associated with HIV
infection.®®™2 Although some studies on the clinical-epidemiological features of
Leishmania/HIV co-infection have been performed, neither the genetic profile of
L. (V) braziliensis nor the presence of clonal subpopulations of this parasite in
co-infection has been investigated in Brazil.

Different polymaorphic molecular markers have also been applied to molecular
epidemiology and to the study of genetic variability of Leishmania. Recently, our
group reported the application of the low-stringency single specific primer—PCR
(LSSP-PCR) technique towards investigating intraspecific polymorphism of the
variable region of KDNA minicircles of L. (V.) braziliensis from ATL ;:Jatients.”‘:14
The aims of the present study were: 1) to diagnose infections directly from
patient biopsies, and 2) to assess the genetic polymorphism of L. (V)

braziliensis detected in cases of mucosal leishmaniasis from HIV-infected and

non-HIV-infected patients.

2. Materials and methods
2.1. Study design and sampling

We carried out a prospective study and included all HIV-positive
patients (n = 3) who attended the Laboratéric de Vigilancia em
Leishmanioses, Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas, Fundagéao
Oswaldo Cruz (VigiLeish/IPEC/FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brazil,
presenting mucosal leishmaniasis from 2005 to 2008. Additionally, we

il
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randomly selected HIV-negative patients presenting only mucosal lesions
(n = 5) attending the same outpatient clinic during the same period. HIV
infection status was confirmed by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
and Western blot analysis. Patients’ clinical and laboratorial characteristics are
presented in Table 1. All patients were submitted to othorinclaryngologic
evaluation and direct examination of the upper aerodigestive tract using an
optical fibroscope. A fragment was taken from mucosal and/or cutaneous
lesions of the patients and processed for molecular diagnosis and genetic

analysis.
2.2. Molecular diagnosis and genetic analysis

Extraction of [eishmania DNA, specific PCR assays, LSSP-PCR and
phenstic analysis were carried out as previously described.'"® [eishmania
DNA was detected by specific PCR amplification of a 750 base pair (bp)
fragment present in the variable region of kDNA minicircles from Leishmania of
the L. braziliensis complex,® using primers B1 (5
GGGGTTGGTGTAATATAGTGG 3') and B2 (5 CTAATTGTGCACGGGGAGG
3"). All positive PCR products were subjected to LSSP-PCR assays, consisting
of reamplification of the purified PCR products with the single primer B1 (5'-
GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3")  under low  stringency  conditions.
Amplification products were analysed on 1.8% agarose gels (High Resolution,
Sigma). Generated bands ranging in size from 350 to 750 bp were selected for
phenetic analysis using the simple matching (Sm) coefficient of similarity to
determine the proportion of mismatched bands. The matrix of similarity was
transformed inte a dendrogram through the UPGMA algorithm?’, using the

5
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NTSYS software program (version 2.1, Exeter Software). All experiments

were conducted under controlled conditions in order to avoid contamination.

3. Results

Eight patients with mucosal leishmaniasis were studied, and three of these
patients presented [Leishmania/HIV co-infection (Table 1). Only one HIV-
infected patient (Patient 1) knew that he was HIV-seropositive before the
occurrence of ML. For the other two patients (2 and 3), HIV infection was
confirmed at the same time as the ML diagnosis. The CD4™ T-lymphocyte
counts of these patients ranged from 63 - 1350 cells per mm® (Table 1). Patient
1 presented only nasal mucosa lesions, in three different episodes of ML, within
a period of three years. Patient 2 presented cutaneous and mucosal lesions
concomitantly at the first examination, but only nasal mucosa lesions in two
episodes within a two-year period. Patient 3 presented nasal mucosa lesions on
the first examination, and seven months later a cutaneous lesion near the nostril
was noted. Initial lesions in HIV-infected patients were treated, as usually,
with meglumine antimoniate - Glucantime® as recommended by the
Brazilian Ministry of Health. After relapse of cutaneous lesions patients
were treated with Amphotericin B. The last treatment was more effective
and clinical cure was achieved. Highly active antiretroviral therapy
(HAART) was introduced after first relapse of patient 1 and two months
after clinical cure in patient 2. All five non-HIV-infected patients presented
only mucosal lesions, four with nasal mucosa lesions and one with oral mucosa
lesions (Table 1). In addition, patients 1 and 2 had suggestive atrophic skin

6
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scars, but had not had previous confirmation and/or treatment for cutaneous
leishmaniasis.

A total of fourteen samples (nine from HIV-infected patients and five from
non-HIV-infected patients) from eight patients produced the expected 750-bp
diagnostic bands after PCR with primers B1/B2 (data not shown).
Leishmaniasis diagnosis was confirmed by positive specific PCR assay in all
samples (100%) and also by parasite isolation in ten samples (71.4 %) of six
patients (Table 1).

LSSP-PCR analyses showed a genetic profile of L. (V.) braziliensis for each
patient's sample. The reproducibility of the method was confirmed when
identical genetic profiles were observed in the assays repeated, at least,
three times under the same conditions . The total number of bands was 17.
However, the number of bands present in each sample ranged from 4 to
12. Band number 1 correspond to 750 bp and the last one (band number
17) to 350 bp. Table 2 shows the shared bands and the correspondent
phenetic clusters.

Phenetic analysis grouped these profiles into two distinct clusters, which
discriminated between samples obtained from HIV-infected patients and those
from non-HIV-infected patients. The coefficients of similarity diverged from 0.49
to 1.00 (Figure 1). In two HIV-infected patients, identical genetic profiles (Sm =
1.00) were observed in samples taken at different times from the same patient
(PT1/SP1-N and PT1/SP2-N; PT3/SP1-N and PT3/8P2-C); in each of these
cases, the second sample was obtained 7-14 months after the first sample
(Table 1). Interestingly, divergent genetic profiles were detected in the mucosal

and cutaneous lesions (PT2/SP1-N and PT2/SP1-C) of the same HIV-infected

7
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patient, with each profile being grouped in a distinct cluster. It is important to
emphasize that all LSSP-PCR profiles obtained from the non-HIV-infected
patients were grouped separately into the second cluster. The L. (V)
braziliensis reference strain (MHOM/BR/1975/M2903), sharing 77% of common

characters, was also grouped into the second cluster.

4. Discussion

In the present study, LSSP-PCR and phenetic analysis have allowed the
investigation of genetic polymorphism of L. (V) braziliensis present in mucosal
and cutaneous lesions from both HIV-infected and non-HIV-infected patients. It
is also important to mention that parasites recovered from some patients
were prior characterized as L. (V.) braziliensis by iscenzyme analysis.

It has been demonstrated that Leishmania parasites circulate in nature as a
set of heterogeneous subpopulations. In fact, the demonstration of multiclonal
origin of some Leishmania strains has already been reported.'® Oliveira et al."*
detected similar and divergent genetic profiles in L. (V.) braziliensis isolated
from mucosal leishmaniasis patients, thereby demonstrating the clonality of the
initial inoculum, possibly as a consequence of the clonal population structure of
Leishmania parasites."®

In the present study, three HIV-infected patients presented new lesions after
initial treatment. In two cases, identical genetic profiles of L. (V) braziliensis
were observed in the initial and the second lesions within a period of 14 months.
This finding would suggest the possibility of reactivation of the initial inoculum,
as previously reporled_m21 Although identical genetic profiles in parasites

recovered from primary and recurrent lesions provides evidence of

8
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reactivation, the possibility of reinfection with a parasite’ strain showing
the same genetic profile cannot be ruled out as patients reside in endemic
areas. Interestingly, the two patients who present genetically related
parasites had distinct clinical evolution regarding HIV infection. One
presented a decrease in CD4" T-lymphocyte count (from 397 to 166
cellsimm?) and the other presented an increase (from 63 to 229 cells/mm?).
These changes could not be related to HAART, once the first patient had
start HAART and the second did not receive therapy. Nevertheless, both
patients were immunodeficient at the time of the collection of the
subsequent (second or third) lesion fragment (i.e. CD4™ T-lymphocyte
count below 350 cells/mm?®). On the other hand, our analyses showed distinct
genetic profiles in fragments obtained simultaneously from mucosal and
cutaneous lesions of the same HIV-positive Patient 2 (PT2/SP1-N and
PT2/5P1-C), indicating polyclonality of the initial inoculum. This patient had an
increase in CD4* T-lymphocyte counts ranging from 674 to 1350 cells/mm?
and started HAART after the last ML relapse.

The overall segregation of the cohort into two clusters, containing either HIV-
infected or non-HIV-infected patients, suggests that the immune system plays a
role in the clonal structure of parasite populations. Despite one sample obtained
from the cutaneous lesion of Patient 2 (PT2/SP1-C) has been grouped
separately from the other HIV-associated samples, the segregation into two
clustrers was considered to be statistically significant (p = 0.05, Fisher exact
test, two-tailed), suggesting that the HIV-infection status of a patient could
determine the cluster grouping of his/her parasite populations. The observed

high rate of positivity in culiures from samples of HIV-positive patients in this

9
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study corroborates previous studies in which intense parasite burdens were
observed in mucosal lesions. ***** The presence of high quantities of
amastigote forms in mucosal lesions and the reactivation of Leishmania
infection in HIV-positive patients have been reported to be associated with
immunosuppression. In this context, it has been demonstrated that some
patients develop only mucosal lesions® or mucosal lesions that can even

2% 35 ohserved here.

precede or be associated with skin lesions,

The possibility that the immune system could select a specific Leishmania
subpopulation as a way of conferring selective advantage to the parasite was
substantiated by the evidence of selection of parasite subpopulations
experimentally, in immunosuppressed mice,” and in cases of Chagas disease-
HIV coinfection.®®

We agree that differences in the specific immune response against
Leishmania in HIV-infected and non-HIV-infected patients could influence the
selection of distinct parasite clones after initial infection with a polyclonal
inoculum, as stressed by Jimenez et al.®” To our knowledge, this is the first
work comparing genetic polymorphism of L. (V) braziliensis in cases of
mucosal leishmaniasis among HIV-infected and non-HIV-infected patients. The
genetic profiles detected by LSSP-PCR can be used as markers for additional

comparisons with other L. (V) braziliensis strains from immunosuppressed and

immunocompetent patients from the same and other endemic areas.

Authors’ contributions: FSO and RSP were responsible for the conception
and design of the study; CMVR was responsible for othorinolaryngologic

evaluation and collection of the biological samples. MFM was responsible for
10
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Table 1
Clinical and epidemiological data of the HIV-infected and non-HIV-infected patients with mucosal leishmaniasis in

Rio de Janeiro, Brazil.

¥

Patient / Sample Diagnostic Year of Number of episodes Localization of Year of CD4
confirmation  diagnosis of the lesion diagnosis of  lymphocytes/mm?® at
leishmaniasis HIV the time of biopsy
HIV-infected patients
PT1/SP1-N PCR/Culture 2005 Initial lesion Nasal 1997 397
PT1/SP2-N PCR/Culture 14 months after the initial lesion Nasal 321
PT1/SP3-N PCR 19 months after the second lesion Nasal 166
PT2/SP1-N PCR/Culture 2006 Initial lesion Nasal 2006 674
PT2/SP1-C PCR/Culture Initial lesion Cutaneous 674
PT2/SP2-N PCR/Culture 12 months after the initial lesion Nasal 1350
PT2/SP3-N PCR 11 months after the second lesion Nasal 759
PT3/SP1-N PCR/Culture 2006 Initial lesion Nasal 2006 63
PT3/SP2-C PCR/Culture 7 months after the initial lesion Cutaneous 229
Non-HIV-infected patients
PT4/SP1-N PCR/Culture 2006 Initial lesion Nasal NA NA
PT5/SP1-N PCR 2007 Initial lesion Nasal NA NA
PT6 / SP1-O PCR/Culture 2005 Initial lesion Oral NA NA
PT7/SP1-N PCR 2006 Initial lesion Nasal NA NA
PT8/SP1-N PCR/Culture 2007 Initial lesion Nasal NA NA

PT, patients; SP, samples; C, cutaneous; N, nasal; O, oral; NA, not available.



Table 2
Shared bands observed in LSSP-PCR analyses and clusters defined by

phenetic analysis.

Patient / Sample Shared bands Cluster
PT1/SP1-N 2,5,7,12,13,14,15,17 1
PT1/SP2-N 2,5,7,12,13,14,15,17 1
PT1/SP3-N 2,5,14,15,16 1
PT2/SP1-N 9,13,14,15 1
PT2/SP1-C 1,4,5,6,8,9,10,11,12,14,15,17 2
PT2/SP2-N 2,5,8,14,15,17 1
PT2/SP3-N 3,5,9,10,12,13,15,17 1
PT3/SP1-N 2,5,6,12,13,14,15 1
PT3/SP2-C 2,5,6,12,13,14,15 1
PT4/SP1-N 1,2,3,5,6,8,11,15,17 2
PT5/SP1-N 1,2,3,5,6,11,15,17 2
PT6/SP1-O 1,2,3,5,6,11,14,15,16,17 2
PT7/SP1-N 2,8,11,15,17 2
PT8/SP1-N 1,2,3,5,8,9,10,11,15,16,17 2
Lb 1,2,5,7,8,9,11,16,17 2

PT, patients; SP, samples; C, cutaneous; N, nasal; O, oral;
Lb, L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903).




Figure legend

Figure 1

UPGMA dendrogram using the simple matching coefficient of similarity
based on the genetic profiles obtained from LSSP-PCR. Right side: slices
of the gel showing the genetic profiles of each sample. PT, patients; SP,
samples; C, cutaneous; N, nasal; O, oral; Lb, L. (V.) braziliensis reference

strain (MHOM/BR/1975/M2903).
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7 - DISCUSSAO

Na populacdo estudada, analisamos aspectos clinicos e epidemioldgicos de pacientes
que apresentavam distintas formas clinicas da LTA com comprometimento mucoso, sendo
classificados em trés grupos (Artigo 2). No primeiro grupo, os pacientes com leishmaniose
mucocutanea (LMC) apresentavam lesdes cutaneas e mucosas, onde a maioria desenvolveu a
lesdo mucosa concomitantemente a lesdo cutanea ativa. O segundo grupo foi composto por
pacientes com leishmaniose mucosa (LM), sendo a sua maioria da forma mucosa
indeterminada. E o terceiro grupo constituiu-se de pacientes com multiplas lesdes cutaneas e
acometimento mucoso, caracterizando a leishmaniose disseminada (LD). Ressaltamos que a
estratégia de estruturacdo da populagdo em grupos foi essencial para a investigacdo da
associacdo das formas clinicas com a variabilidade genética de L. (V.) braziliensis.

Em nossa casuistica, predominaram individuos do sexo masculino e com idade média
de 50 anos. Estudos clinicos e epidemiolégicos da LTA, de carater retrospectivos, realizados
em diferentes estados brasileiros, demonstraram a prevaléncia da doenga em homens na faixa
etaria dos 20 aos 40 anos, considerada economicamente ativa (OLIVEIRA et al. 1995;
PASSOS et al. 2001; NAME et al. 2005). No entanto, sabe-se que a popula¢do com maior
comprometimento mucoso € mais velha. Assim sendo, nossos resultados, relacionados a faixa
etaria, estdo de acordo com dados da literatura (SAMPAIO et al. 1980; AMATO et al. 2009) e
sdo coerentes com a definicdo dos grupos clinicos. Do mesmo modo, 0 comprometimento da
mucosa nasal como a manifestacdo mais frequente nos pacientes estudados coincide com
diversos estudos quanto ao local de predilecdo nas diferentes manifestaces clinicas da
doenca (MARSDEN et al. 1984b, OLIVEIRA-NETO et al. 2000; TURETZ et al. 2002;
AMATO et al. 2009).

Dos 17 pacientes com LM, 12 ndo apresentavam histdria de lesdo cutanea primaria ou
cicatriz sugestiva de leishmaniose, corroborando outros relatos (JONES et al. 1987,
OLIVEIRA et al. 1995; SHAREEF et al. 2005). Esta observacao tem permitido a especulacao
de que a infeccdo inicial, nestes casos, talvez tenha sido subclinica (MARSDEN 1986;
JONES et al. 1987). Por outro lado, em alguns pacientes notou-se uma cicatriz, proveniente
de lesdo, cujo aparecimento foi relatado ha mais de 50 anos, porém, sem a confirmacgéo prévia
de LC, configurando-se, possivelmente, a forma mucosa tardia.

Em relacdo a LMC e ao tempo de evolucdo clinica entre as lesdes, em 50% dos
pacientes evidenciou-se 0 aparecimento dos sinais e sintomas da lesdo mucosa em um periodo
de seis meses ap6s a manifestacdo da lesdo cutdnea. A avaliacdo otorrinolaringoldgica

sistematizada, adotada pelo VigiLeish/ IPEC, pode ter sido fundamental para o diagnostico
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clinico precoce da forma mucosa, sendo confirmado por exames imunoldgicos,
parasitologicos e moleculares. Os nossos resultados sdo reforgados pelos reportados por
Boaventura et al. (2006).

Apesar de ser considerada uma das formas clinicas da LTA mais rara, a ocorréncia de
casos de LD, como relatada em nosso estudo, também tem sido citada em trabalhos prévios
realizados no estado do Rio de Janeiro (DA-CRUZ et al. 2005; VIEIRA-GONCALVES et al.
2008). Os dois pacientes representativos deste grupo (LD) apresentaram numerosas lesdes
cutaneas, em diferentes partes do corpo (face, tronco e membros), que se desenvolveram
concomitantemente com a lesdo mucosa, observagdes estas similares em 30% dos pacientes
com LD, como reportados por Turetz et al. (2002).

Durante o periodo definido para o estudo (2005-2009), trés pacientes apresentaram
coinfeccdo com o HIV (Artigo 3). Todos os pacientes eram do sexo masculino, com idades de
42, 45 e 46 anos. Apenas um destes pacientes ja sabia ser soropositivo ao HIV antes da
primeira manifestacdo clinica da LM. Os diagnosticos, sorolégico para HIV e parasitoldgico
e/ ou molecular para a LM, foram confirmados ao mesmo tempo nos outros dois pacientes.
Nenhum deles possuia diagnéstico prévio de LTA antes da infeccdo por HIV, embora
cicatrizes cutaneas atroficas e hipercrémicas tivessem sido observadas em dois pacientes. Na
literatura mundial, a maioria das notificacdes de casos de coinfeccdo Leishmania/ HIV esta
associada a forma visceral (leishmaniose visceral). No Brasil, uma revisdo dos relatos de
casos de coinfeccdo verificou que 43% dos individuos soropositivos ao HIV apresentavam a
forma mucocutanea ou mucosa da LTA (RABELLO et al. 2003). O mesmo estudo revelou
que a LTA foi diagnosticada antes (18%), ou ao mesmo tempo (36%) que a infeccdo por HIV.
Os nossos resultados corroboram a referida estatistica.

Em nosso estudo (Artigo 3) é interessante destacar que um paciente HIV teve somente
episddios de lesGes mucosas isoladas e outro teve episodio de lesdo mucosa antecedendo a
lesdo cutanea, observacdes estas também relatadas por Da-Cruz et al. (1999). Vale ressaltar
que os pacientes se encontravam em situacdo de imunossupressdo moderada (linfécitos T
CD4" > 200 células/ mm?) durante os diferentes episddios de ocorréncia das lesdes cutaneas e
mucosas, exceto em dois momentos, com lesdes sem caracteristicas atipicas, corroborando o0s
resultados de Couppie et al. (2004).

Ao nosso conhecimento, os estudos realizados no Brasil, em sua maioria relatos de
casos, relacionados a coinfeccdo LTA/ HIV abrangem informacdes sobre as caracteristicas

clinicas, epidemioldgicas e imunopatoldgicas, evidenciando lacuna no conhecimento de
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particularidades da interacdo genética da Leishmania e a imunossupressdo causada por HIV
no paciente com LTA, particularmente na infeccdo por L. (V.) braziliensis.

Na atualidade, a técnica de PCR e suas derivagdes vém constituindo excelentes
ferramentas que permitem a detec¢édo, a genotipagem e o estudo da variabilidade genética em
L. (V.) braziliensis. No presente estudo, as técnicas de PCR e LSSP-PCR foram empregadas
visando o diagnostico especifico e 0 conhecimento da estrutura genética populacional de L.
(V.) braziliensis. A andlise da variabilidade genética de Leishmania vem sendo realizada em
diversos estudos com aplicacdes na epidemiologia molecular, visando a identificacdo de
variantes circulantes em &reas endémicas e possiveis correlacbes com as distintas formas de
apresentacdo e evolucdo clinica da LTA.

Torna-se fundamental que a selecdo do alvo molecular seja adequada para fornecer
informacBes necessarias sobre a espécie de Leishmania e suas possiveis variacoes
moleculares. Dentro deste contexto, os minicirculos do KDNA séo alvos potenciais para a
amplificacdo, devido ao elevado nimero de cdpias presentes em cada parasito e a evidéncia
das regides conservada e variavel. A sensibilidade destas moléculas vem sendo confirmada,
em ensaios de PCR, quando comparada com outros alvos moleculares, tais como o ITS do
rRNA, os genes de mini-exon e G6PD. Nestes estudos, a sensibilidade do kDNA revelada foi
de 98,7% (BENOUSSAN et al. 2006), 100% (TOJAL DA SILVA et al. 2006) e 95,8-97,9%
(ROMERQO et al. 2009).

Nesta tese, em todas as amostras analisadas (Artigos 1, 2 e 3) foi revelada a banda
diagnostica de 750 pb, correspondente a amplificacdo da regido variavel do minicirculo do
KDNA de L. (V.) braziliensis, possibilitando o diagnostico especifico. Os resultados de PCR
podem ser considerados confiaveis, ja que L. (V.) braziliensis é, sabidamente, o agente
etioldgico responsavel pelas formas clinicas de LM, LMC e LD no estado do Rio de Janeiro,
local de infeccdo da maioria dos pacientes (MARZOCHI & MARZOCHI 1994; OLIVEIRA-
NETO et al. 2000; VIEIRA-GONCALVES et al. 2008). Além disso, cabe enfatizar que os
iniciadores utilizados na técnica de PCR sdo especificos para as espécies do complexo L.
braziliensis, ndo existindo a possibilidade de resultados cruzados com outra espécie como, por
exemplo, L. (L.) amazonensis, que foi recentemente incriminada como o agente responsavel
pelo caso autdctone de leishmaniose cutanea difusa em Paraty, no estado do Rio de Janeiro
(AZEREDO-COUTINHO et al. 2007).

Adicionalmente, os nossos resultados vém reforgar a comprovada eficiéncia da técnica
de PCR aplicada, diretamente em amostras clinicas, no diagndstico especifico da LM (DISCH
et al. 2005; OLIVEIRA et al. 2005; OVALLE-BRACHO et al. 2007), onde nem sempre 0
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isolamento em meio de cultura e a identificacdo de L. (V.) braziliensis se tornam possiveis,
em decorréncia da escassez destes parasitos presentes nas lesbes (HERWALDT 1999;
LAINSON & SHAW 1987).

Somando a essas vantagens, da sensibilidade e especificidade, a existéncia de
heterogeneidade nas sequéncias de nucleotideos da regido variavel do minicirculo de KDNA o
torna um alvo ainda mais valioso nas investigacfes da diversidade genética de Leishmania.
Estudos anteriores apontaram que as sequéncias mitocondriais evoluem mais rapidamente do
que os genes nucleares, podendo mostrar um nivel maior de polimorfismo dentro de uma
espécie (AVISE et al. 1979; BROWN et al. 1979).

A andlise do polimorfismo genético intrafragmento amplificado (regido variavel do
minicirculo de KDNA) foi realizada pelo marcador molecular LSSP-PCR, que apresenta um
alto poder discriminatdrio (Artigos 1, 2 e 3). A técnica de LSSP-PCR tem sido explorada em
estudos com distintas abordagens de genotipagem e genética populacional, principalmente em
Trypanosoma cruzi (VAGO et al. 1996; 2000; BURGOS et al. 2005; LAGES-SILVA et al.
2006; SALAZAR et al. 2006; BRITO et al. 2008; MANOEL-CAETANO et al. 2008;
RODRIGUEZ et al. 2009) e em diferentes microrganismos, tais como Leptospira spp.
(OLIVEIRA et al. 2003; OOTEMAN et al. 2004), Entamoeba histolytica (GOMES et al.
1997), virus HPV (VAN BELKUM 1995; VILLA et al. 1995) e L. (V.) braziliensis
(FERREIRA et al. 2007; BAPTISTA et al. 2009).

Na proposta inicial, fez-se o reconhecimento genotipico de subpopulac@es de L. (V.)
braziliensis circulantes em amostras de lesdes mucosas de pacientes com LM (Artigo 1). O
polimorfismo genético intrafragmento foi traduzido como uma assinatura do kDNA do
parasito para cada amostra. A alta reprodutibilidade dos perfis genéticos, como destacada no
estudo pioneiro de Pena et al. (1994), permite a afirmacdo de que as variacdes genotipicas
observadas ndo foram causadas pelo excesso na quantidade de DNA no gel ou por artefatos.

A maioria dos perfis genéticos foi inserida em dois grupos principais. No entanto, ndo
foi evidenciada associagédo entre o perfil genético e a localizacdo da lesdo mucosa (nasal ou
oral). Esse resultado é coerente com o0s obtidos por Baptista et al. (2009) que identificaram
nove genotipos, através de LSSP-PCR, em lesdes de pacientes com LTA, porém, sem
correlagdo com a condicdo clinica. Cuervo et al. (2004) ndo observaram diferencas
significativas entre o perfil genético e a apresentacdo clinica quando avaliaram isolados
pareados obtidos das lesdes cutdnea e mucosa. A auséncia de associacao entre polimorfismo
genético e manifestacbes clinicas vem sendo também reportada em varios estudos

empregando diferentes marcadores moleculares polimdrficos, baseados na técnica de PCR,
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em isolados de L. (L.) amazonensis (DE OLIVEIRA et al. 2007), L. (L.) donovani (EL TAI et
al. 2001), L. (L.) infantum (TOLEDO et al. 2002; BOTILDE et al. 2006), L. (L.) aethiopica
(SCHONIAN et al. 2000) e L. (L.) tropica (SCHONIAN et al. 2001).

Em nossos resultados, foram reveladas assinaturas de KDNAs similares em amostras
de paciente coletadas a0 mesmo momento (mucosa oral e nasal), entretanto, nas amostras
coletadas em tempos diferentes na mesma localizagdo (mucosa nasal), encontramos
divergéncia em seus perfis genéticos. Tais achados podem ser interpretados dentro do
contexto da teoria da propagacéo clonal de Leishmania proposta por Tibayrenc et al. (1990) e
revisada por Tibayrenc & Ayala (2002). Desta forma, se Leishmania circula na natureza como
um conjunto de subpopulacGes heterogéneas, e a demonstragdo da policlonalidade de algumas
cepas resultante de um indculo inicial heterogéneo (PACHECO et al. 1990) e/ ou do acumulo
de maltiplas infeccdes independentes (SARAVIA et al. 1990) como reportado anteriormente,
podemos sugerir que a similaridade genética encontrada nas lesGes mucosas possa ser
resultante da monoclonalidade da les@o primaria e que, por outro lado, a divergéncia genética
corroboraria a hipotese de policlonalidade do indculo inicial.

Além disso, foram detectados em alguns perfis genéticos de KDNA mais
polimorfismos, refletida pelo aparecimento de bandas adicionais. Neste caso, nossas
observacgOes poderiam ser explicadas conforme evidéncias reportadas por Pacheco et al.
(1995). Os autores detectaram polimorfismo de fragmento de restricdo do kDNA entre
diferentes clones de L. (V.) guyanensis, apoiando a hipotese da geracdo enddgena de novos
polimorfismos durante a infeccao.

Em resumo, a detecgéo de assinaturas de KDNAs similares e divergentes pode refletir
a clonalidade do in6culo inicial, como consequéncia da estrutura populacional clonal de
Leishmania.

Os resultados prévios (Artigo 1) serviram de fundamento para aprofundar nossas
investigacOes relacionadas a presenca de subpopulacdes parasitérias, enfocando o estudo da
variabilidade genética de L. (V.) braziliensis nos niveis intra e interpacientes com distintas
manifestacdes clinicas de LTA (Artigo 2). Igualmente reportado no estudo anterior (Artigo
1), ndo houve associacdo entre os perfis genéticos de L. (V.) braziliensis e as formas clinicas
da doenca, conforme a definicdo dos grupos (LM, LMC, LD), nem em relacdo a localizagao
da les@o cutanea ou mucosa (nasal ou oral).

Cabe ressaltar que similaridades genotipicas foram evidenciadas entre as amostras de
lesGes cutanea e mucosa intrapacientes. O percentual de compartilhamento de caracteres e as

médias dos coeficientes de similaridades das amostras intrapacientes foram significativamente
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maiores do que entre os pacientes. Desta forma, podemos afirmar que a variabilidade genética
intrapacientes € menor do que a observada entre os pacientes.

Perfis genéticos divergentes foram detectados em lesGes de mucosa nasal de pacientes
com LM. Em estudo realizado por Schriefer et al. (2004), foi constatada uma frequéncia
maior de um determinado gendétipo de L. (V.) braziliensis em alguns isolados de pacientes
com LM procedentes de uma mesma area endémica no estado da Bahia. Nés evidenciamos
diversidade genética significativa nas moléculas de minicirculos nas distintas lesdes cutaneas
e mucosa de um paciente com LD. Portanto, poderiamos interpretar este fato de igual maneira
ao estudo anterior (Artigo 1), onde a geracdo enddgena de novos polimorfismos em
minicirculos de KDNA néo pode ser descartada (PACHECO et al. 1995). Além disso, outra
questdo a se especular, neste caso, seria considerar os relatos de Lee et al. (1993) que
demonstraram mudancas rapidas e reversiveis em diferentes sequéncias dos minicirculos de
KDNA, guando sujeitos a exposi¢do de farmacos in vitro.

A interpretacdo dos nossos resultados foi avaliada sob dois cenarios: 1) o individuo,
por si sO, funcionando como um filtro bioldgico onde populacGes mais adaptadas seriam
selecionadas e 2) as interacfes ecoepidemioldgicas existentes em distintas areas endémicas e
seu reflexo na dindmica populacional das populagées circulantes de L. (V.) braziliensis.

Elegantes estudos tém apontado evidéncias de que o sistema imune do hospedeiro
poderia desempenhar um papel importante na selecio de populagdes do parasito (JIMENEZ et
al. 1995; MACEDO & PENA 1998; BRITO et al. 2003). Dentro desse contexto, seria
possivel que o homem estivesse atuando como um filtro biol6gico, selecionando
subpopulacdes parasitarias mais adaptadas a se desenvolverem em seu organismo. Isto
poderia explicar a similaridade intrapacientes, em que subpopulacdes parasitarias que
disseminam a partir da lesdo inicial e causam a lesdo mucosa sdo genotipicamente
semelhantes aquelas presentes na lesao cutanea primaria.

Por outro lado, a maior variabilidade genética observada entre os diferentes pacientes
pode ser o resultado da propagacéo clonal (TIBAYRENC et al. 1990). Se a entidade biologica
gue evolui é a linhagem clonal, pode-se imaginar diferentes clones misturando-se e sendo
propagados na populacdo natural circulante, compartilhando diferentes fatores de viruléncia
ou competindo por vantagens seletivas, como taxa de crescimento distinta e tropismo
diferenciado (AYALA 1993; PACHECO & BRITO 1999).

Além disso, analisando sob o ponto de vista epidemioldgico, o complexo ciclo de
transmissdo em que os individuos de regifes endémicas estdo expostos, com a possibilidade

de reinfeccdes pelo acimulo de multiplas infec¢Bes independentes, poderia desempenhar um
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fator importante (SARAVIA et al. 1990; GONTUNO et al. 2002). Estudos realizados com
abordagens moleculares revelaram padrfes fenotipicos e genotipicos diferenciados de L. (V.)
braziliensis e L. (V.) guyanensis, em distintas areas endémicas onde ocorrem situacoes
epidemioldgicas simples ou complexas (PACHECO et al. 1986). Recentemente, Brito et al.
(2009) evidenciaram a possibilidade de que a coexisténcia de espécies de L. (Viannia) em
areas com situacOes epidemioldgicas complexas afetam o nivel de polimorfismo genético na
populacdo natural de Leishmania.

A participacdo de hospedeiros vertebrados (silvestres e domésticos) e flebotomineos,
nos diferentes ciclos de transmissdo, seguramente contribui para uma maior diversidade na
populacdo natural de L. (V.) braziliensis na area estudada. No estado do Rio de Janeiro, a
infeccdo por L. (V.) braziliensis em humanos tem sido frequentemente correlacionada com
cdes e equinos também afetados, cuja transmissdo € dependente da adaptacdo do vetor
Lutzomyia intermedia ao ambiente domiciliar e peridomiciliar (RANGEL et al. 1990;
BARBOSA-SANTOS et al. 1994; MARZOCHI & MARZOCHI 1994). Embora ainda néo se
tenha identificado o reservatorio silvestre, os pacientes residentes em areas endémicas tém
relatado a presenca de preguicas e gambas, proximos a residéncias, sugerindo a possibilidade
de envolvimento de um ciclo silvestre na transmissdo da LTA (OLIVEIRA-NETO et al.
2000).

Nos pacientes com coinfeccdo LTA/ HIV, analisados neste estudo, o polimorfismo
genético de L. (V.) braziliensis também foi evidenciado (Artigo 3). A analise fenética reuniu
os perfis genéticos em dois grupos distintos, 0s quais discriminaram entre as amostras obtidas
de pacientes com coinfeccdo Leishmania/ HIV daquelas obtidas de pacientes néo infectados.
Perfis geneticamente idénticos detectados nas amostras de lesdo inicial e recorrente (apds o
tratamento) de pacientes coinfectados podem sugerir a possibilidade de reativacdo do indculo
inicial, como previamente evidenciado por Morales et al. (2002).

Polimorfismos genéticos ao nivel de kDNA, obtidos por outros marcadores
moleculares baseados na PCR, tém também fornecido informaces relevantes sob diferentes
aspectos, tais como a confirmagdo da existéncia de um surto de leishmaniose visceral entre
usudrios de drogas injetaveis e soropositivos ao HIV, na Espanha (MORALES et al. 2001), a
identificacdo de gendtipo associado ao estado imune dos pacientes, coinfectados ou néo, em
Portugal (CORTES et al. 2006) e, a diferenciacdo entre reativacao e reinfeccdo em pacientes
coinfectados (MORALES et al. 2002; CORTES et al. 2006). Adicionalmente, 0S nossos
resultados vém reforcar a aplicabilidade da LSSP-PCR na evidenciacdo de discriminacdo de

perfis genéticos diferenciados de L. (V.) braziliensis em pacientes infectados por HIV.
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A nitida separacdo em dois grupos (coinfectados e ndo coinfectados por HIV), como
reportado no Artigo 3, leva-nos a sugerir que o sistema imunoldgico possa desempenhar um
papel no perfil genético das populacGes de Leishmania. A possibilidade de que o sistema
imunologico poderia selecionar uma subpopulacdo especifica de Leishmania como forma de
conferir vantagem seletiva para o parasito foi fundamentada por meio de evidéncias de
selecdo de  subpopulacBes  parasitarias em  camundongos  experimentalmente
imunossuprimidos (BRITO et al. 1996) e em casos de coinfec¢cdo HIV/ doenca de Chagas
(PACHECO et al. 1998). Concordamos que as diferencas na resposta imune especifica contra
Leishmania em pacientes coinfectados e nédo infectados por HIV poderiam influenciar a
selecdo de distintos clones do parasito apés a infec¢do inicial, com indculo policlonal, como
mencionado por Jiménez et al. (1995).

Sob o ponto de vista clinico, a imunossupressdo associada ao HIV tem profundos
efeitos sobre a LTA, tanto em relacdo a apresentacdo clinica quanto a espécie de Leishmania
responsavel pela infeccdo. De fato, sdo registrados casos de pacientes, com coinfec¢do LTA/
HIV associada a L. (V.) braziliensis, apresentando manifestagdes pouco comuns, como por
exemplo, lesbes cutaneas disseminadas (COURA et al. 1987; MACHADO et al. 1992;
MATTOS et al. 1998; LINDOSO et al. 2009), o acometimento de mucosa genital (LINDOSO
et al. 2009) e o envolvimento visceral (HERNANDEZ et al. 1993; SILVA et al. 2002). As
manifestacdes atipicas das lesbes, segundo Lindoso et al. (2009), podem estar associadas a
condicdo severa da imunossupressao nos individuos com coinfeccdo Leishmania/ HIV, fatos
estes ndo observados nos pacientes de nosso estudo, como anteriormente mencionado.

O comprometimento cutdneo e mucoso, as formas clinicas metastaticas e atipicas sdo
situacOes distintas de um mesmo processo, onde uma série de fatores do meio ambiente,
hospedeiro e parasito, estd envolvida e, certamente, as interac@es e influéncias de cada um
deles sofrem modificagdes no longo caminho da coevolugdo parasito-hospedeiro. A
investigacdo do DNA parasitério € uma pega significativa dentro deste sistema dindmico.
Além disso, a determinacgéo da expressdao dos genes do parasito, a decodificacdo do seu papel
na patogenia da LTA e seu elo na promocéo da diversidade seria um avanco, trazendo novas

informacdes complementares aos alcangcados neste estudo.
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8 — CONCLUSOES

1. A técnica de PCR especifica detectou DNA de L. (V.) braziliensis em todas as
amostras analisadas, sendo considerada como um método valioso no diagnostico

molecular da LM, diretamente em amostras clinicas.

2. A avaliacdo do polimorfismo intrafragmento em minicirculos do kDNA amplificados
pela técnica de LSSP-PCR, contribui de forma substancial nos estudos de diversidade
genética em L. (V.) braziliensis.

3. A deteccdo de assinaturas de kDNAs similares ou divergentes sugere a clonalidade
(mono ou policlonalidade) do indculo inicial, como consequéncia da estrutura

populacional clonal de Leishmania.

4. N&o houve associacdo entre um determinado perfil genético e as diferentes
manifestacdes clinicas da doenca (LM, LMC, LD), ou mesmo em relacdo a

localizagéo da leséo cutanea e mucosa (nasal ou oral).

5. A diversidade genética de L. (V.) braziliensis no nivel intrapacientes é menor do que a

observada entre 0s pacientes.

6. A discriminacdo de perfis genéticos diferenciados de L. (V.) braziliensis em pacientes
infectados por HIV sugere que a imunossupressao tem impacto na estrutura
populacional do parasito.

7. A complexidade genotipica observada em L. (V.) braziliensis tem provavel reflexo na
dindmica populacional e na plasticidade genética desta espécie.
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