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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Lilian Motta Cantanhéde

A leishmaniose tegumentar (LT) € uma infeccdo de amplo espectro
clinico, com manifestacdes que podem apresentar desde um envolvimento
cutaneo (LC) até as formas mais graves da doenga, com comprometimento das
mucosas (LM). Os fatores que predispdem a evolugado clinica tém natureza
multifatorial e ndo estao totalmente esclarecidos. O presente trabalho incluiu a
analise de 734 amostras de pacientes, todos do Estado de Rondbnia, com
suspeita clinica de LT e buscou avaliar diferentes fatores que podem contribuir
com a progressao da doenga, sendo estes: i) a espécie do parasita, por
PCR/RFLP, ii) a presenga de um virus RNA1 no interior de parasitas Leishmania
(LRV1), por RT-PCR e, iii) a analise da expresséo de 96 genes relacionados
resposta imune frente a infecgdo por Leishmania e de genes de viruléncia do
parasita, por Fluidigm. Foram avaliados também a relagéo de sensibilidade entre
testes moleculares (PCR kDNA e hsp70) e o parasitolégico direto em amostras
clinicas. Considerando a importancia do LRV1 na epidemiologia da LT na regido
onde realizamos este estudo, foram conduzidas analises filogenéticas do LRV1
em isolados de Leishmania por analise das sequéncias do virus. Os resultados
de 557 amostras positivas para LT demostram que L. braziliensis é o principal
agente etiologico de LT em Rondénia (84,79%) e que o perfil de pacientes
acometidos é similar ao encontrado em outras regiées, com maior indice de
infeccdo em homens (78,6%), com idade entre 20 e 60 anos, e, que o LRV1 tem
uma frequéncia de 36,2% (N=198), sendo detectado em quatro espécies: L.
braziliensis, L. guyanensis, L. lainsoni e L. shawi. Foram identificados genes
humanos com expressdo aumentada, com destaque para os genes NLRP3,
CASP1, IL12, IL21, demonstrando uma efetiva resposta imune pela baixa carga
parasitaria observada nos pacientes que apresentaram maior expressao desses
genes, ao mesmo tempo que foi observado também um aumento da expresséo
de genes de viruléncia de Leishmania (TRYR, PRX, MAPK, GSH e GP63). Os
testes parasitolégicos aplicados demonstraram elevada sensibilidade do PCR
kDNA (94,8%), seguido do PCR hsp70 (77,7%) e uma menor sensibilidade do
parasitolégico direto (63,8%). As anadlises filogenéticas mostraram que as
sequéncias LRV1 sdo agrupadas de acordo com as espécies parasitas
reforcando a hipétese de co-evolugao Leishmania/LRV1.
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ABSTRACT
PHD THESIS IN CELULAR AND MOLECULAR BIOLOGY

Lilian Motta Cantanhéde

Tegumentary leishmaniasis (LT) is an infection of a broad clinical
spectrum, with manifestations that may present from a cutaneous involvement
(CL) to more severe forms of the disease, with mucosal involvement (ML). The
factors predisposing to clinical evolution are multifactorial in nature and are not
fully understood. The present study was conducted at the State of Rondonia,
West Amazonian Region in Brazil, and analysed 734 samples from patients with
clinical suspicion of LT. The aim was to evaluate several factors that would
contribute to the disease progression, as follow: i) parasite species, by PCR /
RFLP, ii) presence of a RNA1 virus (LRV1), by RT-PCR and, iii) gene expression
(n= 96), using Fluidigm expression assay, of genes related to the immune
response to Leishmania infection, as well as, gene expression of some parasite
genes. In addition, it was also investigated the comparative sensitivity between
molecular tests (kDNA and hsp70 PCR) and parasitological direct investigation
in clinical samples. Considering the relevance of LRV1 in the LT’ epidemiology in
the studied region, phylogenetic analysis were conducted by analysing the virus
RNA sequences. The results of 557 positive samples for TL show that L.
braziliensis is the main etiological agent of TL in Rondonia (84.79%) and that the
profile of patients affected is similar to that found in other regions, with a higher
infection rate in men (78.6%), with age between 20 and 60 years. LRV1 has a
frequency of 36.2% (N = 198), being detected in four species: L. braziliensis, L.
guyanensis, L. lainsoni and L. shawi. Human genes with increased expression
were identified, highlighting the genes NLRP3, CASP1, IL12, IL21, demonstrating
an effective immunological as this was correlated with lower parasite load. It was
also observed an increasing in expression of Leishmania genes (TRYR, PRX,
MAPK, GSH and GP63). The parasitological tests applied showed high KDNA
PCR sensitivity (94.8%), followed by hsp70 PCR (77.7%) and a lower
parasitological test sensitivity (63.8%). Phylogenetic analyzes showed an
association between LRV1 sequences clusters and Leishmania species,
reinforcing a coevolutionary hypothesis of Leishmania / LRV1.
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1 INTRODUGAO

As leishmanioses compreendem um complexo de doencas com
importante espectro clinico e diversidade epidemiolédgica. Estima-se que 350
milhdes de pessoas estejam expostas ao risco de contrair a infecgdo, com
registro aproximado de dois milhdes de novos casos ao ano. Existem quatro
formas mais frequentes de apresentacdo clinica da doenca: Leishmaniose
visceral (LV) (também conhecida como Calazar), Leishmaniose dérmica pos-
kala-azar (PKDL), e duas formas de leishmaniose tegumentar (LT) que sé&o
classificadas em Leishmaniose cutanea (LC) e Leishmaniose Mucosa (LM),
sendo a LC a forma clinica mais frequente ao passo que a LV pode se tornar
uma forma mais séria, podendo ser fatal em casos nao tratados. Além disso, as
leishmanioses podem ser classificadas como uma infecgdo antroponética ou
zoonodtica, quando o reservatério natural do parasita € humano ou animal,
respectivamente (WHO, 2016).

A LT é uma doenca infecciosa causada por parasitas intracelulares do
género Leishmania que acomete pele e mucosas. A infecgdo € transmitida ao
homem através da picada do inseto flebotomineo fémea infectado com parasitas
Leishmania durante o repasto sanguineo, onde o ser humano € acometido
acidentalmente, por se tratar de uma infecgéo de perfil zoonético (WHO, 2016).
O ciclo biologico do parasita Leishmania é bem estabelecido (KILLICK-
KENDRICK, 1990), porém, existem mecanismos de escape do parasita frente
ao sistema imune do hospedeiro que ainda sdo desconhecidos (DA-CRUZ et al.,
2002; DUTRA et al., 2011; GUPTA; OGHUMU; SATOSKAR, 2013; HARTLEY et
al., 2012a).

S&o conhecidas mais de 20 espécies de Leishmania que causam
infeccdes em humanos. Essas espécies sdo amplamente distribuidas em todo o
globo, com maior concentragdo em regides tropicais e subtropicais e s&o
transmitidas ao homem pela picada de fémeas de flebotomineos infectados,

durante o repasto sanguineo (WHO, 2013).

O parasita Leishmania pertence ao Reino Protozoa; filo Mastigophora;

ordem Kinetoplastida; familia Trypanossomatidae e género Leishmania. O
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género Leishmania é subdivido em trés subgéneros: Leishmania (Leishmania),
Leishmania (Viannia) (LAINSON; RYAN; SHAW, 1987) e Leishmania
(Sauroleishmania) (NOYES, 1998), esse incluindo apenas parasitas de lagartos,
enquanto os outros dois incluem as espécies ja descritas como patdgenos

humanos.

No Brasil foram identificadas oito espécies de Leishmania patogénicas ao
ser humano, sendo duas do subgénero Leishmania: L. infantum e L.
amazonensis e seis espécies do subgénero Viannia: L. braziliensis, L.
guyanensis, L. naiffi, L. lainsoni, L. shawi e L. lindenbergi. Das oitos espécies
identificadas no Brasil, todas ocorrem na Amazénia brasileira (BRASIL, 2008,
2010; LAINSON, 2010; SILVEIRA et al., 2002; SILVEIRA; LAINSON; CORBETT,
2004).

1.1 EPIDEMIOLOGIA DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

Até o ano de 2015, a leishmaniose tegumentar era considerada endémica
em 87 paises (Figura 1). De acordo com a classificagdo das regides pela
Organizacdo Mundial de Saude, mais de 90% dos casos de LT estédo
concentrados nas regides do Mediterraneo (70%) e nas regides das Américas
(23%) (WHO, 2017).

Do numero global de casos de LT reportados no ano de 2015, cinco
paises (Afeganistdo, Brasil, Ird, Iraque e Siria) concentram 75% dos casos
notificados, o que representa acima de 10.000 notificacbes da doenca. Quando
incluidas as notificacbes de mais sete paises (Algeria, Coldmbia, Marrocos,
Peru, Sudéao, Tunisia e Yemen), sdo entdo concentrados 90% dos casos de LT
em todo o mundo (WHO, 2017).
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Figura 1 — Distribuicao geografica de novos casos de leishmaniose cutanea
no ano de 2015. Fonte: Weekly epidemiological record n 22, WHO, 2016.

Entre os 12 paises que mais reportaram casos de LC entre os anos de
1998 e 2014, pdde-se constatar que os casos de notificacdo autéctone
triplicaram durante um periodo de tempo relativamente curto, e passaram de
pouco mais de cinquenta mil (50.000) casos em 1998 para acima de cento e
cinquenta mil (150.000) casos em 2005 (Figura 2).
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Figura 2 — Niumero de casos de leishmaniose cutanea, relatados entre os
anos de 1998 a 2014 nos 12 paises de maiores notificagées de casos da
doenca. Fonte: adaptado de Weekly epidemiological record n 22, WHO, 2016.
RAF: Regido Africana da OMS; RAM: Regido das Américas da OMS; RMO:
Regiao do Mediterraneo Oriental da OMS; REU: Regido Europeia da OMS; RSA:

Regido do Sudeste Asiatico da OMS; RPO: Regido do Pacifico Ocidental da
OMS.

No Brasil, at¢é a década de 1950, os casos autoéctones de LT
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concentravam-se em alguns estados das regides Sudeste e Nordeste, e estavam
associados a atividades de desmatamento e instalacdo de novos assentamentos
(BRANDAO-FILHO et al., 1999; PASSOS et al., 1993). Com o aumento de tais
atividades ocorreram mudangas no perfil epidemioldgico da LT, e a partir do ano
de 2003, o Brasil atingiu niveis endémicos da doenga, onde todos os estados
registraram casos autoctones. Desde entdo, a LT que era considerada uma
doenca tipicamente mantida por reservatoérios selvagens na floresta, se tornou

uma doenca periurbana em areas desmatadas (BRASIL, 2017a).

A Regiao Norte vem contribuindo com o maior numero de casos de LT,
totalizando 42% dos casos notificados no ano de 2015 (Figura 3) e com os
coeficientes de detecgdo mais elevados, registrando 55,53 casos por 100.000
habitantes, seguido das regides Centro-oeste (23,11 casos por 100.000
habitantes) e Nordeste (12,66 casos por 100.000 habitantes) (BRASIL, 2017c).
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Figura 3 — Numero de casos de leishmaniose tegumentar notificados no
Brasil, por regidao, entre os anos de 2005 a 2015. Fonte: Ministério da
Saude/SVS - Sistema de Informacgdes de Agravos de Notificagdo - SINAN

Dentre os estados da regido Norte, o Para é o estado que possui 0 maior
numero de casos notificados, seguido dos estados do Amazonas e Rondénia
(Figura 4), porém, quando avaliados os coeficientes de detecgéo, os numeros
sdo alarmantes nos estados do Amapa (147,42 por 100.000 habitantes), Acre
(146,81por 100.000 habitantes) e Roraima 99,00 por 100.000 habitantes).
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Figura 4 - Namero de casos de leishmaniose tegumentar notificados na
regiao Norte por estado entre os anos de 2005 a 2015. Fonte: Ministério da
Saude/SVS - Sistema de Informacgdes de Agravos de Notificagdo - SINAN

O estado de Rondénia notifica em média 1.000 novos casos por ano,
sendo o terceiro estado com maior indice de notificagdo, 71,54 por 100.000

habitantes.

1.2 A DIVERSIDADE DE FLEBOTOMINEOS E ESPECIES DE
LEISHMANIA NA AMAZONIA BRASILEIRA

Existem cerca de 1.000 espécies de flebotominos validadas no mundo e
dessas, 530 espécies conhecidamente ocorrem nas Américas (SHIMABUKURO;
DE ANDRADE; GALATI, 2017), e apenas 93 espécies sdao comprovadas ou sao
provaveis vetores das leishmanioses, os demais insetos catalogados néo
atendem aos critérios que incriminam uma espécie com potencial vetorial
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). Essa lista esta em frequente

mudanga conforme os estudos de vetores avangam.

No Brasil ja foram relatadas 275 espécies de flebotomineos e
aproximadamente 10% dessas espécies sao incriminadas como transmissores
da leishmaniose tegumentar (SHIMABUKURO; DE ANDRADE; GALATI, 2017).
A maioria dessas espécies sdo endémicas na regido Amazdnica brasileira,
abundancia que pode estar relacionada com a alta biodiversidade da regido, com
a variabilidade de ecossistemas e seus respectivos reservatdrios mamiferos
(RANGEL; LAINSON, 2009).

Em Rondobnia diversos estudos foram conduzidos com a fauna de

flebotomineos e até o momento foram assinalados um total de 121 espécies
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para o estado (GALARDO et al., 2015; GIL et al., 2003; OGAWA et al., 2016;
RESADORE et al., 2017; TELES et al.,, 2013).Em um dos estudos de maior
casuistica conduzido na regiao central do estado de Rondénia foi relatada uma
maior frequéncia de Psychodopygus davisi (39,6%), seguido de Nyssomyia
whitmani (13,1%), P. carrerai (11,6%), e P. hirsutus (10,2%), com identificacéo
por anticopo monoclonal de L. naiffiem pools de P. davisi e P. hirsutus, sugerindo
que P. davisi seja um importante vetor zoonético de leishmaniose tegumentar na
regido (GIL et al., 2003). Um trabalho anterior relata a presenca de flagelados de
L. braziliensis em P. davisi (GRIMALDI et al., 1991). Recentemente Resadore e
colaboradores conduziram um estudo em diferentes localidades de Porto Velho,
que além da identificagdo das espécies de flebotomineos também investigaram
a infeccao natural dos espécimes coletadas por PCR, e observaram uma
frequéncia elevada de Bichronomyia antunesi (25,07%), Trichophoromyia
ubiquitalis (21,02%), T. octavioi (8,49%) e L. flaviscutellata (5,63%), com
positividade para DNA de Leishmania em pools de T. ubiquitalis (3,28%),
sugerindo que este seja um importante vetor de leishmaniose na regido
(RESADORE et al., 2017). Outro estudo conduzido em cavernas localizadas no
interior do estado de Rondbnia foi encontrado uma maior frequéncia de L.
ubiquitalis (36,2%), seguido de T. octavioi (22,9%), onde foi detectada a
presenca de DNA de Leishmania em T. auriensis, T. shawi e N. antunesi
(OGAWA et al., 2016).

Os vetores relatados sdo amplamente distribuidos em outras regides da
Amazodnia, Nyssomyia antunesi e T. ubiquitalis sdo consideradas as espécies
responsaveis pela manutengao da circulagéo de Leishmania na regido devido as
suas elevadas frequéncias, e sdo provaveis vetores de Leishmania lindenbergi
(SILVEIRA et al., 2002) e Leishmania lainsoni (PEREIRA JUNIOR et al., 2015;
SILVEIRA et al., 1991), respectivamente.

A regido amazébnica também possui a maior diversidade conhecida de
espécies de Leishmania que causam infeccbes em humanos. Sdo um total de
oito espécies, sendo sete responsaveis por casos de leishmaniose tegumentar,
seis do subgénero Viannia: L. braziliensis, L. guyanensis, L. lainsoni, L. naiffi, L.
shawi, L. lindenbergi e uma (1) do subgénero Leishmania: L. amazonensis
(CAMARA COELHO et al., 2011; CANTANHEDE et al., 2015; GRIMALDI et al.,
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1991; LAINSON, 2010; MARTINEZ et al., 2001; SILVEIRA et al., 2002; TELES
et al., 2015; TOJAL DA SILVA et al., 2006).

1.3 ASPECTOS CLINICOS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

Dentre a diversidade de aspectos que circundam a leishmaniose
tegumentar, a pergunta que motiva grande parte dos estudos na area estéo
relacionadas ao amplo espectro clinico que a doenga pode apresentar
(ESCOBAR et al., 1992; KAYE; SCOTT, 2011).

A leishmaniose tegumentar é considerada complexa devido a diversidade
de fendtipos clinicos observados no homem, relacionados principalmente a
espécie do parasita (GUERRA et al., 2011; SANTRICH et al., 1990), a reposta
imune (HARTLEY et al., 2012a; ROSSI; FASEL, 2017; SCOTT; NOVAIS, 2016)
e a fatores genéticos do hospedeiro (CASTELLUCCI et al., 2006, 2010; SALHI
et al., 2008). Na maioria dos casos, a leséo se instala no local onde ocorreu a
picada do inseto vetor, apés um periodo de incubagcao de duas semanas a trés
meses (BRASIL, 2017b). Essa les&o inicial pode curar espontaneamente ou, em
situagcbes mais comuns, apresentar uma das formas clinicas da doenca
(ESCOBAR et al., 1992; WEIGLE; SARAVIA, 1996).

A classificacdo da LT apresenta-se sob duas formas principais: cutanea e
mucosa. A leishmaniose cuténea € subdividida nas formas localizada (LC), forma
observada com maior frequéncia, disseminada (LCD), difusa (LD) e recidiva
cutis. Na forma mucosa, sdo observados as formas tardia, concomitante, sem

lesdo prévia, contigua e primaria (BRASIL, 2017b).

A forma mais comum da leishmaniose tegumentar é a forma cutanea
localizada - LC (Figura 5 A), e se apresenta com lesdes de pele, normalmente
ulceradas em partes expostas do corpo. Aproximadamente 95% dos casos de
LC ocorrem nas Américas, na Bacia do Mediterraneo, Oriente Médio e Asia
Central e mais de dois tergcos dos novos casos de LC ocorrem em seis paises,
incluindo o Brasil. Entre 0,6 e 1 milhdo de novos casos ocorrem anualmente
(WHO, 2016). A leséo é caracterizada por uma ulcera no local da picada da
fémea do flebotomineo infectado, a lesdo se inicia com um pequeno infiltrado
inflamatoério que tende a evoluir aumentando de tamanho e mantendo um

formato arredondado, com borda elevada e fundo granuloso. E considerada o
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tipo de lesao classica de LT e que pode ainda, se resolver de forma espontanea
ou apdés um ciclo do tratamento convencional. Na auséncia de infeccéo
secundaria, a lesdo pode apresentar-se indolor ou com pouca dor (BRASIL,
2017b).

A leishmaniose mucosa tardia (Figura 5 B) é considerada uma evolugéo
clinica da LC que pode se apresentar meses ou anos apos a lesdo cutanea inicial
em cerca de 5 a 10% dos pacientes com lesées de LC recuperadas. E a forma
clinica mais comum das lesbes mucosas e quase sempre associada a uma
cicatriz de uma lesdo cutanea anterior. Alguns pacientes relatam auséncia de
LC, porém no exame clinico deve ser observado a presenca de cicatriz
caracteristica de leishmaniose cutanea, justamente pelo fato de a lesdo ser
considerada tardia em relagdo a LC. A LM é caracterizada por lesdes destrutivas
nas mucosas nasal e/ou oral, com resposta inflamatdria exacerbada e
normalmente de dificil diagndstico laboratorial e tratamento. Mais de 90% dos
casos de leishmaniose mucosa ocorrem na Bolivia, Brasil, Etiépia e Peru (WHO,
2016).

Figura 5 - Formas clinicas da leishmaniose tegumentar: cutanea localizada
(A) e mucosa tardia (B). Fonte: Laboratério de Epidemiologia Genética da
Fiocruz Rondénia.

De uma forma geral, cerca de 5 a 10% dos individuos assintomaticos ou
com lesbes de LC recuperadas desenvolvem a LM (AMATO et al., 2008a;
DAVID; CRAFT, 2009). A Regido Norte do Brasil contribui com o maior numero
de casos de LT e o percentual de casos de LM s&o superiores a média nacional.
Em Rondénia sao notificados cerca de 1000 novos casos por ano (68,29/100.000
habitantes) e destes, 12% sé&o representados por casos de LM (BRASIL, 2014).

As espécies relatadas associadas com lesdes mucosas na regido Amazénica
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sdo L. braziliensis e L. guyanensis, sendo a segunda espécie menos

representativa em numero de casos (GUERRA et al., 2011).

Os fatores que predispdéem essa evolucao clinica da LC para a LM tém
natureza multifatorial e ndo estao totalmente esclarecidos. Serdo abordados nos
topicos seguintes trés aspectos relacionados a evolugéao clinica: i) o papel do
parasita, ii) a resposta imune do hospedeiro e iii) a presenga do Leishmania RNA

Virus 1 (LRV1) no interior de parasitas Leishmania.

1.3.1 O papel do parasita na evolugdo clinica da Leishmaniose

Tegumentar

Um importante indicativo da evolucao clinica da LT é a identificacdo da
espécie do parasita envolvida na infecgdo. Apesar de tal indicio nao ter valor
prognadstico no tratamento da doenga, diferentes espécies séo relacionadas com
caracteristicas clinicas especificas, como, por exemplo, a leishmaniose mucosa
(LM) e a leishmaniose disseminada (LD) que sdo associadas a espécie L.
braziliensis (CARVALHO et al., 1994; MARSDEN, 1985; QUEIROZ et al., 2012),
a leishmaniose difusa (LCD) fortemente associada a L. amazonensis
(BITTENCOURT et al., 1989; LEON et al., 1990; MILES et al., 1980) e ainda
casos de falha terapéutica que sdo comumente associados a espécie L.
guyanensis (BOURREAU et al., 2001; ROMERO et al., 2001).

A L. braziliensis € a espécie com maior distribuicdo geografica no Brasil
(GRIMALDI; DAVID; MCMAHON-PRATT, 1987; MARZOCHI; MARZOCHI,
1994), e a responsavel pelo maior numero em casos de LT em humanos. Sua
associacdo com formas atipicas da doenca, levando a fenétipos clinicos distintos
sugere que tais manifestagdes podem estar relacionadas a caracteristicas
genéticas especificas de determinadas cepas de L. braziliensis o que as
diferenciam das demais cepas que levam ao fendtipo clinico mais comum da
doenca (GUIMARAES et al., 2016; SILVA et al., 2018). Essa diversidade
genética ja havia sido relatada, porém sem associagao clinica, mas sugerindo
qgue polimorfismos observados nessa espécie contribui de forma positiva para o
parasita em sua adaptacdo a diferentes ciclos de transmissdo da doenca
(CUPOLILLO et al., 2003).
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Apos a infecgdo das formas promastigotas de Leishmania, estas iniciam
0 processo de colonizacdo das células do sistema imune, primariamente de
macrofagos, mas também de neutréfilos e células dendriticas. Uma parte dos
parasitas séo destruidos pelos macréfagos enquanto outras conseguem evadir
o sistema imune e se instalar nos vacuolos parasitéforos, local onde o parasita
se diferencia em amastigota e se multiplica por divisdo binaria (LEWIS; PETERS,
1977; MORADIN; DESCOTEAUX, 2012; OLIVIER et al., 2012).

Sao0 inumeras e especializadas as interacbes entre Leishmania e
macrofagos, que envolvem uma série de fatores de patogenicidade, o que
possibilita que os parasitas utilizem da maquinaria da célula hospedeira para sua
prépria sobrevivéncia e multiplicagdo (PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015).

Uma das proteinas de Leishmania mais estudadas, a mais abundante na
superficie de promastigotas, € a metaloprotease de zinco (GP63) ou
glicoproteina 63 (GOMEZ et al., 2009; YAO; DONELSON; WILSON, 2007). A
GP63 é considerada um importante fator de viruléncia que cliva proteinas do
hospedeiro, em especial alterando a maquinaria de fusdo de membrana dos
macrofagos para manipular processos essenciais para a fisiologia e fungao
dessas células, possibilitando o processo de replicagdo do parasita
(BRITTINGHAM et al., 1995; GOMEZ et al., 2009; OLIVIER et al., 2012).

Os mecanismos de subversdo de drogas por parasitas Leishmania
também sao estudados por apresentarem importante papel na evolucgao clinica
da LT. As proteinas de Leishmania envolvidas no metabolismo de antimoniais,
com fungdes como a reducdo do farmaco intracelular e/ou sequestro do farmaco
para o meio extracelular desempenham um papel fundamental no sucesso ou
falha do tratamento e consequentemente na evolugéo clinica da LT. A exemplo
estdo as proteinas Aquagliceroporina 1 (AQP1) (GOURBAL et al., 2004),
Proteina Associada a Resisténcia a Multiplas drogas (MRPA) (EL FADILI et al.,
2005), Redutase Dependente de Tiol 1 (TDR1) (DENTON; MCGREGOR;
COOMBS, 2004), Arsenato Redutase (ACR2) (ZHOU et al., 2004), Tripanotiona
Redutase (TRYR) (WYLLIE; CUNNINGHAM; FAIRLAMB, 2004) e as proteinas
y Glutamil-cisteina Sintetase (GSH1) e Glutationa Sintetase 2 (GSH2)
(GUIMOND et al., 2003).
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Outras proteinas de Leishmania consideradas fatores de viruléncia do
parasita estdo com elevada expressao em cepas resistentes ao antimonial, como
a ornitina descarboxilase (ODC) (DARLYUK et al., 2009) envolvida na sintese
de aminoacidos esséncias do parasita, a Peroxiredoxina (PRX) que atua na
defesa do parasita contra agente oxidantes juntamente com a Triparedoxina
Redutase (TxP) (NOGOCEKE et al., 1997).

Portanto, além da espécie do parasita envolvida na infecgdo, as suas
caracteristicas genéticas também contribuem de forma positiva ou n&o para a
evolucédo clinica da LT, pois determinadas caracteristicas parecem influenciar
desde a adaptacao ao vetor e ao hospedeiro, bem como no momento da infec¢ao
das formas promastigotas de Leishmania e na geragao da resposta imune apos

a infecgao.
1.3.2 Aspectos imunoldgicos da Leishmaniose Tegumentar

A evolugao clinica da LT esta intimamente ligada a resposta imune gerada
apdés a infecgcao pelo hospedeiro infectado. O desenvolvimento da LM é
caracterizado pela presenca de poucos parasitas no local da lesdo secundaria,
apo0s a migragdo parasitaria, € ao mesmo tempo, por uma resposta imune
exacerbada que leva a destruicdo tecidual, preferencialmente das mucosas
nasal e/ou oral. Esse fenbmeno é observado meses ou anos apos a infeccéo
primaria e nas Américas € causada principalmente pela espécie L. braziliensis.
O parasita se instala preferencialmente em macrofagos do hospedeiro, onde tem
capacidade de diferenciacao e replicagdo mesmo no ambiente agressivo em que
se encontra, uma espécie de fagolisossoma. Mesmo apds o recrutamento de
células do sistema imune, como mondcitos, macréfagos e neutrdfilos, a
Leishmania desenvolveu capacidade de se ocultar do sistema imune, afetando
a imunidade inata e adaptativa do hospedeiro para promover a sua propria
sobrevivéncia (KAYE; SCOTT, 2011; ROSSI; FASEL, 2017; SCOTT; NOVAIS,
2016).

A resposta imune inata gerada apos as primeiras horas apos a infecgéo é
crucial para o estabelecimento do parasita no meio intracelular da célula
hospedeira, ao passo que as horas seguintes determinam o caminho da infec¢ao,

seja ele para a cura ou para a persisténcia parasitaria (HARTLEY et al., 2014).
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Na fase inicial pos infec¢do, a Leishmania se beneficia de propriedades
pré inflamatérias presentes na saliva do flebotomineo e que exerce quimio
atragcéo nos fagdcitos, importante para a sua instalagcédo (CHAGAS et al., 2014).
Posteriormente sao utilizados mecanismos de opsonizagdo das células
fagociticas e mecanismos de protegcdo, como o Lipofosfogicano (LPG) da
Leishmania que recobre o parasita e o protege da lise mediada pelo
complemento e ao mesmo tempo induz a ativacdo do complemento,
promovendo a sua fagocitose (FRANCO; BEVERLEY; ZAMBONI, 2012; VINET
et al., 2009).

No interior dos macréfagos, o desafio inicial do parasita € garantir a sua
sobrevivéncia aos mecanismos de protecdo dessas células. Os principais
mecanismos séo a produgéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies
reativas de nitrogénio (RNS) (FANG, 2004). Os produtos oriundos desses
mecanismos sdo principalmente o NADPH oxidase 2 (NOX2) e éxido nitrico
sintase (iNOS) que por sua vez produzem superoxido (O2.) e 6xido nitrico (NO)
respectivamente (AKTAN, 2004; PANDAY et al., 2015).

Um dos principais mecanismos de sobrevivéncia do parasita € o LPG que
protege o parasita de ROS e RNS (CARNEIRO et al., 2017; KIMA, 2007),
mecanismo este desenvolvido principalmente pelas formas amastigotas do
parasita (PHAM; MOURIZ; KIMA, 2005). O parasita também induz a célula
hospedeira a produzir arginase, que utiliza o0 mesmo subproduto que INOS, a
arginina, diminuindo a producéo de iNOS e estimulando a produgao de nutrientes
essenciais para a sobrevivéncia parasitaria, como a L-ornitina utilizada para a
sintese de poliaminas e uréia e consequentemente diminuindo também a
produgéo de NO (GAUR et al., 2007). Outro inibidor de estresse oxidativo é a
metaloprotease gp63, que interfere na via de sinalizagdo do macrofago que induz
a producao de NOX2 e iNOS (OLIVIER et al., 2012).

Esses mecanismos sao exemplos claros da capacidade desenvolvida
pelos parasitas Leishmania a fim de favorecer a sua infecgao e sobrevivéncia no

interior das células do sistema imune.

Apds a ativagdo das células do sistema imune inato, ocorre o
desenvolvimento da resposta imune adaptativa com a produgao de citocinas pré

inflamatorias. Em experimentos com camundongos, essa fase é polarizada para
30



dois tipos: resposta Th1 com produgado de interferon gama (IFN-y) e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), que leva a ativagdo da maquinaria de estresse
oxidativo protegendo a célula hospedeira contra o parasita ou resposta do tipo
Th2, com a producgéo principalmente de Interleucina 4 (IL-4) que leva ao fendétipo
de susceptibilidade a infeccdo (OLIVEIRA et al., 2014) Vale ressaltar que essa
polarizagdo da resposta imune € dependente também do background genético

do camundongo.

Uma outra citocina do perfil Th2, a Interleucina 10 (IL-10), produzida
principalmente por células do tipo T reguladoras (Treg) € associada a
persisténcia parasitaria e resisténcia ao tratamento em infecgdes por Leishmania

tanto em humanos como em camundongos (BOURREAU et al., 2001).

Diversos estudos vém relatando que em humanos essa polarizagdo nao
ocorre e que inclusive a producdo exacerbada de TNF-a pode levar a fendtipos
clinicos mais graves (ALEXANDER; BRYSON, 2005).

Um outro tipo de células T helper, a Th17 produz Interleucina 17 — IL-17
e em infec¢gdes por L. braziliensis leva ao fenétipo de cura (VARGAS-
INCHAUSTEGUI; XIN; SOONG, 2008), ao passo que em casos de infec¢des por
L. guyanensis, a producédo de IL-17 esta associada a susceptibilidade a infecgéo
(HARTLEY et al., 2016; LOPEZ KOSTKA et al., 2009)e é contraria a producao
de IFN-y, ou seja, a polarizagao susceptibilidade/cura se da pela presencga de IL-
17 ou IFN-y, respectivamente e, ainda, essa polarizagdo é associada a presenca
de um virus de RNA no interior dos parasitas Leishmania, que quando presente

é relacionado ao agravamento da infecgdo (HARTLEY et al., 2016).

O virus de RNA que infecta a Leishmania, denominado de LRV1 (do
inglés, Leishmania RNA Virus 1) (HARTLEY et al., 2012b; IVES et al., 2011) vem
sendo associado como um dos fatores de evolugao clinica da LT da forma
cutanea para a forma mucosa. O LRV1 a ser destacado no presente trabalho é
a participacao do Leishmania RNA Virus 1— LRV1 através da avaliagao de sua

frequéncia nas diferentes formas clinicas observadas.

1.3.3 Leishmania RNA Virus 1 e a sua relacdo com a evolucao clinica
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O Leishmania RNA Virus - LRV foi descrito primariamente ha algumas
décadas em um isolado de promastigotas de L. guyanensis. Nao houve
correlagao clinica da presenca do virus, porém, verificou-se que outros isolados
analisados nao possuiam as particulas virais (TARR et al.,, 1988).
Posteriormente, a particula viral foi caracterizada em outros dois isolados de L.
guyanensis (Figura 6) onde foi verificado que as particulas virais possuiam forma
circular. Posteriormente foram obtidas informacdes adicionais sobre o virus, com
indicios de se tratar de um virus de dupla fita de RNA (dsRNA) (WIDMER et al.,
1989). Nos anos seguintes o LRV foi descrito em 12 isolados de L. braziliensis e

L. guyanensis provenientes da regido amazénica (WEEKS et al., 1992b).

Figura 6 - Micrografia eletronica da particula viral em isolado de Leishmania
guyanensis. Aumento de 225.000 x. Fonte: Widmer et al., 1989.

O LRV é um virus de RNA de aproximadamente 5,3 kb que codifica a
proteina do capsideo viral e a RNA polimerase dependente de RNA (RDRP)
(WEEKS et al., 1992b; WIDMER; PATTERSON, 1991). Devido as suas
caracteristicas de replicacdo o LRV foi classificado na familia Totiviridae
(PATTERSON, 1990).

Embora suas organizagdes genémicas sejam idénticas, ha uma grande
diversidade nas sequéncias de nucleotideos entre os virus de Leishmania
(Viannia) e L. major (menos que 40 % de similaridade) (SCHEFFTER et al., 1995;
SCHEFFTER; WIDMER; PATTERSON, 1994), o que os classificou em dois
tipos, LRV 1 para os virus de cepas do novo mundo e LRV2 para virus de cepas

do velho mundo.

O LRV é frequentemente encontrado em espécies de parasitas do Novo
Mundo do subgénero Viannia (Leishmania RNA virus 1 - LRV1), e é encontrado

esporadicamente em espécies de Leishmania do subgénero Leishmania
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(Leishmania RNA virus 2 - LRV2) (SCHEFFTER et al., 1995; ZANGGER et al.,
2014).

O LRV parece seguir a conformagéao dos demais Totivirus, embora haja
uma variagao no arranjo das sequéncias dos genes entre os tipos LRV1 e LRV2
(Figura 7). O LRV 1 possui uma sobreposicao entre as regides que codificam a
proteina do capsideo viral e a RNA polimerase. Essa particularidade nao é

observada nos virus do tipo 2.

Ll . Proteina do Capsideo

Local de entrada do Ribossomo
Inicio da tradugdo utilizando a
magquinaria de tradugdo do hospedeiro

\

LRV2 . Proteina do Capsideo

Figura 7 - Esquema da tradugao do Leishmania RNA Virus do tipo 1 e do
tipo 2. Adaptado de Hartley et. al., 2012.

Em 1994, Scheffter e colaboradores classificaram o LRV1 em duas
subespécies diferentes, LRV1-1 e LRV1-4, ao comparar os dois genomas dos
primeiros virus isolados de cepas L. guyanensis do Novo Mundo, através da
evidéncia de similaridade em 76% de uma sequencia de 5283 pares de bases
(SCHEFFTER; WIDMER; PATTERSON, 1994). Dessa forma, o LRV1 foi dividido
em subespécies classificadas de LRV1-1 a LRV1-14 (GUILBRIDE; MYLER,;
STUART, 1992; SCHEFFTER; WIDMER; PATTERSON, 1994) e o LRV2 em
LRV2-1, apenas (SCHEFFTER et al., 1995). Atualmente sdo consideradas
somente as espécies do LRV: LRV1 e LRV2.

A presenga do virus em Leishmania parece ser anterior a divergéncia
desses parasitas pelo mundo e ha evidéncias de evolugdo em conjunto com o
hospedeiro. Isto porque, segundo estudos de filogenia, € possivel observar que
o intervalo genético entre as espécies do parasita e o encontrado entre as

espécies do virus LRV1 e 2 sdo semelhantes. Sendo, portanto, uma similaridade
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dada de acordo com a distribuicdo geografica das Leishmania spp (SCHEFFTER
et al., 1995; WIDMER; DOOLEY, 1995).

Moleculas dsRNA nao sao produzidas por hospedeiros eucaridticos, que
possuem varios mecanismos de deteccao e inativacao dessas moléculas. Os
virus dsRNA séo replicados dentro do capsideo, assim, o genoma do dsRNA
nunca é exposto no citoplasma, sendo este um importante mecanismo de
evasdo da ativacdo do estado antiviral da célula hospedeira em resposta ao
dsRNA (HULO et al., 2011).

A transcricdo do genoma do dsRNA pela RPDR ocorre no interior do
virion. A fita positiva atua como RNA mensageiro (mMRNA), dando origem a novas
particulas virais, enquanto a fita negativa serve de molde para a transcricdo em
mRNA (MAGA; WIDMER; LEBOWITZ, 1995).

A tradugdo dos virus da familia Totiviridae ocorre no citoplasma do
hospedeiro, produzindo um capsideo que muitas vezes pode estar fusionado
com a RDRP. Motivos de aminoacidos importantes para a funcdo da polimerase
sdo conservados entre as sequéncias de RDRP de diferentes membros da
familia Totiviridae sugerindo que os virus possuem mecanismos semelhantes
para a transcricdo. As particulas virais maduras sao transmitidas a novas células
pela divisdo celular (CADD et al., 1994; MAGA; WIDMER; LEBOWITZ, 1995).

Embora estudos moleculares sobre o LRV1 tenham mantido uma
continuidade desde a sua primeira descri¢do, o interesse no seu papel funcional
e clinico permaneceu desconhecido. Varios grupos especularam a influéncia da
presenca do LRV1 na viruléncia do parasita e passaram anos sem estudos
relevantes sobre o impacto biolégico do LVR1 em parasitas Leishmania
(HARTLEY et al., 2012b). O interesse no LRV1 como um determinante para a
viruléncia do parasita ressurgiu em 2011 por meio de um estudo realizado por
Ives e colaboradores com o uso de clones de L. guyanensis isolados de
pacientes. As amostras foram previamente classificadas devido a sua tendéncia
a metastase, variando de altamente metastasico (M+) para ndo metastasico (M-
) utilizando como modelo hamsters infectados. Entre os resultados obtidos foi
observado que L. guyanensis (L.g.M+) que resultavam em lesdes mucosas,
apresentavam o virus LRV1 e aumentavam a resposta imune enddgena de

forma n&o regulada, pois promoviam o aumento de citocinas inflamatorias.
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Quando inoculados em camundongos, esses clones resultaram em um fenétipo
de grave destruicdo da mucosa nasofaringea, apesar da efetiva redugcdo do
numero de parasitas. Os macrofagos infectados com o virus apresentaram um
fendtipo semelhante ao de macrofagos infectados com parasitas que causaram
metastase, com aumento da expressao de quimiocinas e citocinas como
CXCL10, CCL5, Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF- a) e interleucina 6 (IL-6)
demonstrando também que o LRV1 isoladamente, induz a amplificacdo da

resposta inflamatdria aos antigenos da Leishmania (IVES et al., 2011).

Posteriormente, diversos estudos exploraram a participacdo do LRV na
evolugdo clinica da doenca. Nosso grupo demonstrou que o risco relativo de
desenvolvimento de lesdo mucosa em pacientes com leishmaniose mucosa e
era de cerca de trés vezes maior em relacdo aos pacientes sem o LRV
(CANTANHEDE et al., 2015). Ainda, o LRV foi relacionado com casos de falha
terapéutica com o tratamento de primeira escolha em pacientes acometidos com
L. guyanensis (BOURREAU et al., 2015) e em pacientes acometidos com L.
braziliensis (ADAUI et al., 2015).

Outros relatos nao identificaram o LRV1 em pacientes que apresentavam
fendtipos clinicos de evolugdo da LT (OGG et al., 2003; PEREIRA et al., 2013).

Ndo se sabe como o LRV1 é mantido e transmitido em parasitas
Leishmania. A transmisséo extracelular de Totivirus é rara, embora ja tenha sido
documentada para virus que infectam Giardia lamblia (RO et al., 1997). Na
familia Totiviridae, a propagacao viral € vertical (de mée para filho) ou horizontal
(pela fusdo de células) (DALZOTO et al., 2006). A infeccdo de virus livre de
Leishmania falhou ou durou apenas transitoriamente em estudo realizado por
Armstrong (1993), fato este descrito em outros trabalhos com Totivirus. Assim,
a transferéncia extracelular do virus dsRNA provavelmente ndo ocorre em
Leishmania. Um recente estudo que abordou a filogenia no LRV relata que existe
uma distribuicdo do LRV dependente da espécie do parasita, dando suporte a
hipétese de coevolugédo LRV/Leishmania (TIRERA et al., 2017).
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1.4 DIAGNOSTICOS CLINICO E LABORATORIAL DA LEISHMANIOSE
TEGUMENTAR

O diagndstico de LT é realizado por meio da associagdo dos dados

clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais (BRASIL, 2017b).

Os dados epidemioldgicos associados ao exame clinico do paciente com
suspeita de LT, em muitos casos é o necessario para o desfecho do diagndstico,
porém, o manual de vigilancia da leishmaniose tegumentar recomenda o uso de
pelo menos um exame laboratorial confirmatoério para a infecgdo. Dessa forma,
o diagndstico da leishmaniose tegumentar é finalizado pela associagédo de dados

clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais (BRASIL, 2017b).

Os exames laboratoriais sao classificados em trés categorias conforme o

manual de vigilancia da LT: parasitolégicos, imunoldgicos e histopatologicos.

Os exames parasitologicos compreendem as técnicas de observacao
direta do parasita em lamina, isolamento do parasita em meio de cultura,
isolamento de parasita in vivo e deteccao de DNA do parasita pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). O exame imunoldgico recomendado é a
intradermorreacdo de Montenegro (IDRM), e no exame histopatolégico o
diagnostico confirmatério € a presengca de dermatite granulomatosa difusa

ulcerada.

Os testes parasitologicos sdo mais especificos para o diagnédstico da LT,
porém, apresentam desvantagens quanto a diminuigdo da sensibilidade
relacionada ao tempo de evolugdo da doencga (PAIVA-CAVALCANTI et al.,
2015), com excegao da PCR, que é o mais indicado para o diagndstico tardio da
LT devido a elevada sensibilidade sendo capaz de detectar DNA em amostras
diagnosticadas como negativa no exame parasitologico direto (MOHAGHEGH et
al., 2013).

1.4.1 Reagdo em cadeia da polimerase para o diagndstico das

leishmanioses

Dentre as técnicas parasitolégicas, a reagcdo em cadeia da polimerase
(PCR) tem sido amplamente utilizada na clinica e laboratérios de pesquisa em

todo o mundo devido as suas vantagens em relagdo aos métodos imunolégicos
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e histopatolégicos. As vantagens se relacionam com a especificidade e a
sensibilidade que a técnica apresenta (MOHAGHEGH et al., 2013; REIS et al.,
2013; SILVA et al., 2013), além da possibilidade de um maior conhecimento
sobre os parasitas, quando associada a outras técnicas moleculares, como por
exemplo a identificagdo das espécies de Leishmania (ROELFSEMA et al., 2011)

e ainda a deteccao de casos assintomaticos (SILVA et al., 2013).

Uma das grandes desvantagens do uso da PCR para o diagnéstico € o
seu elevado custo em relagdo ao exame de rotina, a detecgao direta do parasita
em lamina. A deteccao direta do parasita é de facil e rapida execug¢ao, desde a
coleta do material até a liberacdo do resultado, no entanto, o resultado final do
exame depende de um bom profissional, inclusive para o diagnostico diferencial
principalmente em areas endémicas para outras doengas como histoplasmose
(BAVA; TRONCOSO, 2013; THIAGO; DOS SANTOS; STEINDEL, 1998),
esporotricose, cromoblastomicose, lacasiose e paracoccidioidomicose
(QUEIROZ-TELLES et al., 2017) e ainda apresenta sensibilidade inferior em
relacdo ao PCR, sendo possivel a detec¢cao de DNA de Leishmania por PCR em

laminas com resultado negativo no exame de rotina (MOHAGHEGH et al., 2013).

Os métodos de coleta para aplicacdo da PCR para LT sdo variados,
podendo ser utilizado sangue (SHAHBAZI et al., 2008), bidpsias de pele (YEHIA
et al., 2012) esfregaco da lesdo (MOHAGHEGH et al., 2013; NEITZKE-ABREU
et al., 2013). Devido a elevada sensibilidade da PCR ¢é possivel ainda o uso de
técnicas menos agressivas de coleta levando a um menor desconforto ao
paciente submetido ao exame (CANTANHEDE et al., 2015; VALENCIA et al.,
2012).

Os marcadores utilizados para a deteccdo do parasita também sao
diversos, sendo os mais utilizados para o diagnéstico da LT direcionados para o
DNA do cinetoplasto - KDNA, o Espacgador Interno Transcrito - ITS1 e a proteina
do choque térmico 70 - hsp70 (DA SILVA et al., 2010; DE CASSIA-PIRES et al.,
2017; FIGUEROA et al., 2009; GRACA et al., 2012; ROELFSEMA et al., 2011;
TOJAL DA SILVA et al., 2006).

O DNA do cinetoplasto consiste dos maxicirculos e dos minicirculos de
kDNA. Os minicirculos tém aproximadamente 1000 pares de bases de

comprimento, ndo possuem fungao definida e estdo presentes entre 10.000 e
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20.000 copias por parasita, o que torna esse marcador como um dos mais
utilizados em pesquisas que buscam a amplificacdo do DNA de Leishmania em
diferentes tipos de amostras (CONTER et al., 2017; DEGRAVE et al., 1994;
RODGERS; POPPER; WIRTH, 1990; YILDIZ ZEYREK et al., 2017). Apesar de
possuir uma regido conservada entre as espécies de Leishmania de
aproximadamente 200 pares de bases e possuir diversas variagdes no restante
da sequéncia, esse marcador é pouco utilizado para diferenciacdo de espécies,
principalmente do subgénero Viannia pois s6 permite a diferenciagdo entre
género e subgénero e de poucas espécies (RODGERS; POPPER; WIRTH,
1990) e por isso tem desvantagem para ser aplicado em areas com grande
diversidade de parasitas (CONTER et al., 2017). Devido a alta sensibilidade do
PCR kDNA, é possivel a deteccdo de DNA de Leishmania em lesbes de
pacientes ja submetidos ao tratamento completo e com cura cinica aparente
(MARTINEZ-VALENCIA et al., 2017).

Um outro marcador muito utilizado € direcionado ao gene que codifica o
espacador interno transcrito - ITS1, que possibilita a identificagdo de espécies
de Leishmania por RFLP ou sequenciamento (TOJAL DA SILVA et al., 2006),
porém, algumas espécies sao dificilmente separadas em gel de poliacrilamida
apos o RFLP, o que dificulta a sua aplicagdo em regides com diversidade de
espécies do subgénero Viannia (CANTANHEDE, 2013; ROELFSEMA et al.,
2011).

Marcadores direcionados para o gene que codifica a proteina do choque
térmico 70 também sdo amplamente utilizados na pesquisa, principalmente
devido a possibilidade de identificacdo da espécie do parasita quando
associadas outras técnicas pés PCR como o sequenciamento ou o RFLP
(GARCIA et al., 2007b, 2004; MONTALVO et al., 2010) e tem uma aplicagéo
mais adequada para regides onde circulam diferentes espécies de Leishmania
do subgénero Viannia como no Brasil (DA SILVA et al., 2010; MONTALVO et al.,
2010). Inicialmente esse marcador apresentava pouca sensibilidade devido ao
tamanho do fragmento amplificado, com cerca de 1400 pares de bases e
posteriormente foram desenvolvidos iniciadores que amplificam fragmentos de
243 a 384 pares de bases de comprimento (GRACA et al.,, 2012). Uma das

discussbes em relacdo a esse marcador esta relacionada a presenca de
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pseudogenes que podem apresentar em forma de bandas inespecificas apds a

reacao de restricdo enzimatica.

Uma das questdes ainda em discussao € a escolha do marcador para o
diagnostico da LT. A determinagdo de um unico marcador que possibilite a
identificacdo de espécies de Leishmania do subgénero Viannia e que seja
sensivel para a aplicacdo em amostras clinicas ainda €& um desafio
principalmente em regides endémicas para diferentes espécies do parasita,

como a regido amazonica.
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2 JUSTIFICATIVA

Um dos grandes desafios nos estudos da leishmaniose tegumentar em
areas endémicas como a regido amazbnica é a complexidade da triade
epidemioldgica. Na regido existe uma diversidade de parasitas, ou seja, diversas
espécies e cepas de Leishmania circulando, estas podendo apresentar um
endossimbionte viral, o LRV1. Sdo muitos os hospedeiros, vertebrados e
invertebrados, que participam do ciclo evolutivo destes parasitas. O homem
aparece como hospedeiro acidental e sua susceptibilidade sera determinante no

progresso da infecgéao.

A regido Norte do Brasil concentra o maior numero de casos de LT e
consequentemente apresenta dificuldades na implementacdo de medidas de
controle e prevencao da doenca. Em Rondénia, pouco se conhece sobre o perfil
de espécies de parasitas envolvidos nos casos humanos de LT, cenario que
também é observado em outros estados da regido Norte. Um estudo realizado
pelo nosso grupo mostrou a ocorréncia de pelo menos cinco diferentes espécies
de Leishmania associadas a casos humanos de LT, com parasitas apresentando
infeccdo pelo LRV1, fato que foi associado ao aumento do risco relativo do
paciente apresentar lesdo mucosa em até trés vezes em relagdo aos pacientes
com LT sem a presenga do LRV1. No entanto, apesar de estudos com modelos
experimentais apontarem para uma participagao crucial do LRV1 na producao
de metastase, observamos que o endossimbionte ndo € o unico fator relacionado
a evolugéo clinica da LT, haja vista que em uma porcentagem dos pacientes que
apresentavam a forma mucosa da doenca nao foi detectada a presencga do
LRV1. Adicionalmente, parasitas contendo LRV1 parecem néo circular em varias
regides endémicas para LT e, portanto, ndo podem estar associados as formas

metastaticas observadas nessas regides.

O fato de Leishmania conter um endossimbionte torna ainda mais
relevante os estudos da LT em regides de circulagdo desses parasitas. Alguns
estudos sugerem uma co-evolugdo de Leishmania e LRV, mas a investigacéo

em areas de circulagdo de uma unica espécie do parasita limita as inferéncias.
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A complexidade relatada aponta para a necessidade de investigagéo
quanto ao papel do parasita, contendo ou ndo seu endossimbionte, e do
hospedeiro humano na evolugédo clinica da LT em pacientes do Estado de

Rondé6nia.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o envolvimento de fatores relacionados a evolugdo da
leishmaniose tegumentar como a espécie do parasita, a presenga do Leishmania
RNA Virus 1 (LRV1), assim como a expressao de genes humanos e de genes

do parasita com papel relevante na infecgao.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar o perfil epidemiolégico da leishmaniose tegumentar na area
de abrangéncia do estudo;

» Determinar a sensibilidade dos testes de deteccdo de DNA de
Leishmania versus o teste parasitologico direto;

» Verificar a frequéncia das espécies de parasitas Leishmania em casos
humanos atendidos no Centro de Medicina Tropical de Rondénia;

* Relacionar a frequéncia do Leishmania RNA Virus 1 em pacientes com
leishmaniose cutédnea e mucosa,;

» Avaliar a influéncia da carga parasitaria de Leishmania e da carga viral
de LRV na expressao de genes da resposta imune inata e adaptativa
do hospedeiro humano e na expressdo de genes do parasita
Leishmania.

 Investigar caracteristicas filogenéticas de Leishmania RNA Virus 1 em

diferentes espécies de Leishmania.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CASUISTICA

Para a execucgdo do projeto, foi obtida autorizagdo do Comité de Etica em
Pesquisa do Centro de Medicina Tropical de Rondbénia (CEP/CEPEM), sob o
numero de Apreciagdo Etica CAAE n° 0020.0.046.000-11. Os pacientes com
suspeita clinica de LT atendidos no Hospital de Medicina Tropical de Rondénia
— CEMETRON, foram convidados a participar da pesquisa e a sua participacao
foi formalizada com a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
—~TCLE (APENDICE A).

Foram incluidos no estudo, um total de 734 amostras de pacientes com
suspeita clinica de LT, coletadas no periodo de julho de 2013 a janeiro de 2017,
onde foi realizada o teste molecular para deteccdo de Leishmania e posterior
identificacdo da espécie do parasita, teste molecular para deteccdo do
Leishmania RNA Virus e isolamento do parasita em meio de cultura. Do total de
734 amostras de pacientes coletadas, 100 amostras coletadas no periodo de
margo de 2014 a fevereiro de 2015 foram consideradas para os experimentos
de expressao génica (Fluidigm), quantificagdo da carga viral (LRV) e da carga
parasitaria (Leishmania). Das amostras isoladas em meio de cultura, 13 foram
detectadas com coinfeingdo por LRV1 e foram realizados os experimentos de

sequenciamento parcial do genoma do Leishmania RNA Virus 1.
4.2 COLETA DAS AMOSTRAS

Apos a assinatura do TCLE, os pacientes foram submetidos a um
questionario (APENDICE B) que teve por finalidade a coleta de dados clinicos e
epidemiolégicos como idade do paciente, tempo de lesdo e outros e,
posteriormente, foi realizada a coleta das amostras bioldgicas, que consistiu em:
duas escovas cervicais estéreis colocadas em contato direto com as lesdes e
armazenadas em solu¢cdo de RNALater (Ambion®) para preservar o RNA da
amostra coletada, e uma coleta de aspirado de lesdo, além do registro fotografico
da (s) lesdo (6es). As duas coletas com escovas cervicais foram destinadas as
extracdes de DNA e RNA. A coleta de aspirado de lesao teve por finalidade o

isolamento do parasita em meio de cultura.
43



As amostras coletadas para os testes moleculares foram mantidas em

freezer a -20°C até o momento das analises moleculares, em torno de 5 dias.

O teste parasitolégico direto (raspado) foi realizado no laboratério do
hospital Cemetron conforme protocolo operacional padrdo estabelecido pela
equipe do hospital. Os resultados do exame foram encaminhados ao laboratéirio
de Epidemiologia Genética da Fiocruz Rondbnia juntamente com os dados

clinicos e amostras coletadas para a realizagdo da metodologia proposta.
4.3 DETECCAO E IDENTIFICACAO DAS ESPECIES DE LEISHMANIA

O teste inicial realizado com as amostras de suspeita clinica foi a detecg¢ao
do DNA de Leishmania para confirmacgao da infeccdo. O teste foi realizado por
PCR convencional para dois alvos moleculares distintos: o DNA do cinetoplasto
(kDNA), que por ser um gene de multiplas cépias apresenta alta sensibilidade e
um fragmento do gene da proteina do choque térmico 70 (hsp70) que possibilita

a identificacao da espécie de Leishmania.

Para a extracdo de DNA total, foi utilizado o PureLink DNA MiniKit
(Invitrogen®, Carlsbad, CA/USA) seguindo as recomendacgdes do fabricante,
adaptado para o tipo de amostra que foi coletada (escova cervical). O protocolo
detalhado esta disponivel no Anexo 7.1. O DNA extraido foi submetido as duas

reacdes de amplificacao.
4.3.1 Reagao em cadeia da polimerase para DNA do cinetoplasto - kDNA

A reagéao direcionada para o DNA do cinetoplasto (kKDNA) foi realizada
utilizando os iniciadores kDNA F- GGG(G/T) AGGGGCGTTCT(C/G)CGAA e
kDNAR - (C/G)(C/G)C/G)(A/IT)CTAT(A/T)TTACACCAACCCC (DEGRAVE et al.,
1994) que amplifica um fragmento de aproximadamente 120 pares de bases,

seguindo o protocolo descrito na tabela 1.
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Tabela 1 - Protocolo para reacdo em cadeia da polimerase para o alvo
do DNA do cinetoplasto (kDNA)

Reagente Concentragdo  Volume/1 reagéo
H20 - 17,5 L
Buffer 10X 2,5uL
Iniciadores KDNA F + kDNA R 10uM 1L
MgCl2 25mM 0,75 pL
dNTP Mix 10mM cada 0,5 pL

Taq Polimerase® 5U/ uL 0,25 pL
DNA - 2,5L
Volume final 25 uL

A reacao em termociclador foi realizada nas seguintes condigbes: 94°C
por 2 minutos, seguido de 35 ciclos com os trés passos seguintes, 94°C por 30
segundos, 56°C por 45 segundos e 72°C por 45 segundos e uma extensao final

de 72°C por 5 minutos.

Como controle positivo das reacdes de deteccdo do DNA do parasita,
foram utilizados DNAs extraidos de parasitas cultivados em meio de cultura
(Leishmania braziliensis - MHOM/BR/2015/285, Leishmania guyanensis -
MHOM/BR/2015/391 e Leishmania amazonensis - IFLA/BR/1967/PH8) Como
controle enddgeno foram utilizadosiniciadores direcionados para a RNAseP, nas

mesmas concentracdes descritas na tabela 1.

Os fragmentos amplificados apds a reagdo de PCR foram submetidos a
eletroforese horizontal (200V por 30 minutos) em gel de agarose a 2% e corados
com GelRed™ (Biotium®, Hayward, CA/USA). Apos eletroforese, os géis foram
fotografados em fotodocumentador modelo ImageQuant LAS4000 (GE

Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala/Sweden).
4.3.2 Reacado em cadeia da polimerase para hsp70

Para a amplificagcdo do fragmento do gene da proteina do choque térmico
70 (hsp70) foram utilizados 0s iniciadores Hsp70cF 5-
GGACGAGATCGAGCGCATGGT-3 e Hsp70cR 5'-
TCCTTCGACGCCTCCTGGTTG-3' (GRACA et al.,, 2012) que amplifica um
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fragmento de 234 pares de bases. A reacdo de amplificagdo foi realizada

segundo protocolo descrito na tabela 2.

Tabela 2 - Protocolo da reagao de amplificagcdo para hsp70

Reagente Concentragao Volume/1 reagao
H20 -- 37,25 L
Buffer 10X 5puL
Iniciadores hsp70c F + hsp70c R 10pM 3L
MgCl2 25mM 1,5 yL
dNTP Mix 10mM cada 1L

Taq Polimerase® 5U/ uL 0,25 yL
DNA -- 5L
Volume final 50 yL

Apoés o preparo da reagdo, as amostras foram colocadas no
termociclador, com a seguinte configuragdo: um passo de desnaturagéo inicial a
94°C por 5 minutos, seguido de 30 repeti¢cdes dos trés passos de amplificagédo
(94°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos),

finalizado com a extenséo final a 72°C por 5 minutos.

Como controles positivos das reacdes, foram utilizados os DNA extraidos

de parasitas em cultura, descritos no item 3.2.1.

Os fragmentos amplificados apds a reagdo de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose e posterior registro da imagem, conforme

descrito no item 3.2.1.
4.3.3 ldentificacdo das espécies de Leishmania

Uma aliquota de 10 pL do produto amplificado na reacao de PCR hsp70
foi utilizada para a reagdo de RFLP com as enzimas Haelll e BstUI (1 unidade
de enzima) em duas reagdes separadas, cada uma com o respectivo tampé&o da

enzima na concentragao 1X.

As amostras foram colocadas em banho-maria por no minimo duas horas
e no maximo 16 horas a 37° C em banho seco. Posteriormente, 5 uL da reagéo
foi aplicado em gel de poliacrilamida a 12% com voltagem igual a 120 por 1 hora.

Os géis foram corados com nitrato de prata a 10% e visualizados em luz branca
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para identificacdo das espécies a partir do perfil de bandas, conforme descrito

por Graca et al., 2012.
4.4 DETECCAO DE LEISHMANIA RNA VIRUS - LRV

A segunda coleta da lesdo em escova cervical foi submetida a extragao
de RNA total, utilizando o PureLink RNA Mini Kit (Ambion® - Carlsbad, CA/USA)
seguindo as recomendacgdes do fabricante, com adequagdes ao tipo de amostra.

O protocolo detalhado esta disponivel no Anexo B.

Ao final da extracdo de RNA, foi realizada a sintese de DNA
complementar (cDNA), utilizando o SuperScript Ill First Strand Synthesis System
for RT-PCR (Invitrogen® - Carlsbad, CA/USA), conforme protocolos descritos

nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3 - Protocolo utilizado para a sintese de DNA complementar

(cDNA)
Reagente Concentragao Volume / 1 reagao
Random primer 50 ng/pL 1L

dNTP 10mM de cada dNTP 1L

H-0 DEPC - 3 L
Volume final 5uL

A esta reacao, foi acrescido 5 uL do RNA extraido. A reacao foi mantida
a 65°C por 5 minutos em termociclador e posteriormente colocado em gelo por

1 minuto e adicionado 10 pL dos reagentes descritos na tabela 4.

Tabela 4 - Protocolo para sintese de DNA complementar (cDNA)

Reagente Concentragao Volume / 1 reagao
Buffer 10X 2 uL
MgCI2 25 mM 4 uL
DTT 0,1 M 2L
RNase OUT 40 U/uL 1uL
SuperScript® 200U/uL 1 uL
Volume final 10uL
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A reacgao foi colocada em termociclador novamente, com as seguintes
condigdes: 10 minutos a 25°C, 50 minutos a 50°C e 5 minutos a 85°C para
inativagcdo das enzimas. Apos inativagdo, a reagao foi colocada em gelo e
adicionado 1 pL de RNase H (40 U/pL) e mantida por 20 minutos a 37°C para

exclusdo dos RNAs remanescentes.

Um volume de 5 yL do cDNA foi submetido a PCR de acordo com o
protocolo estabelecido da Tabela 5, utilizando os iniciadores LRV F - 5-
ATGCCTAAGAGTTTGGATTCG- 3 e LRV R - 5'-
ACAACCAGACGATTGCTGTG — 3’ (CANTANHEDE et al., 2015) que amplifica

um fragmento de 240 pares de bases.

Tabela 5 - Protocolo da reagdo em cadeia da polimerase para a
deteccdo de Leishmania RNA Virus (LRV)

Reagente Concentracédo  Volume/1 reacéo
H20 -- 38,25 uL
Buffer 10X 5puL
Iniciadores LRV F + LRV R 10pM 2 uL
MgCl2 25mM 1,5 yL
dNTP Mix 10mM cada 1L

Taq Polimerase® 5U/ uL 0,25 yL
DNA -- 5L
Volume Final 50 yL

A PCR foi realizada sob as seguintes condigbes em termociclador: 94°C
por 2 minutos, seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 58°C por 30
segundos e 72°C por 45 segundos, com uma etapa de extensao final de 72°C

por 5 minutos.

Apos amplificagdo por PCR, as amostras foram aplicadas em gel de
agarose a 2% (200 V por 30 minutos), coradas com GelRed® (Ambion) e
posteriormente fotografadas em fotodocumentador, conforme descrito no item
3.2.1.

4.5 QUANTIFICACAO DA CARGA PARASITARIA

Para a quantificagdo da carga parasitaria, foram selecionadas 100

amostras, dentro do numero total de pacientes incluidos no estudo. Uma aliquota
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de DNA foi destinada ao experimento de quantificagdo absoluta da carga
parasitaria realizado em parceria o Laboratério de Biologia Molecular e Doengas

Endémicas do Instituto Oswaldo Cruz - IOC.

O alvo molecular para a quantificagao foi o hsp70, utilizando os iniciadores
hsp70 Fw 5 —CACCATCACCAACGACAAGG - 3 e HSP70 Rv 5 -
GTCGGAGACCGTGTTCTTCA — 3’ em conjunto com a sonda HSP70 Tq 5'-
FAM CTGAGCAAGGACGGAT -NFQ-MGB - 3'.

Para o preparo das reagdes foi utilizado o protocolo descrito na tabela 6.
As reacgdes foram preparadas em placas de 384 pocos e a corrida foi realizada
no equipamento Viia 7 (Applied Biosystem) com a seguinte configuragdo: 40

ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.

A curva padrao foi realizada na mesma placa, com sete pontos de
diluigdo, iniciando em 10° parasitas por mililitro até a diluicdo de 10° parasitas por
mililitro. Por se tratar de um projeto de cooperagdo com outra instituicdo de
pesquisa, os dados de padronizagdo do ensaio de quantificagdo da carga
parasitaria nao serao apresentados.

Tabela 6 - Protocolo utilizado para a PCR em tempo real para
quantificagdo da carga parasitaria

Reagente Concentragao Volume/1 reagao
H20 - 0,85 pL
Mastermix TagMan Roche 2X 5L
Iniciadores HSP70 F +R 150uM 0,15 yL

Mix RNAse P 20X 0,5 pL
DNA - 3 L
Volume Final 10 L

4.6 QUANTIFICACAO DA CARGA VIRAL

Para a padronizacédo e quantificagdo da carga viral de LRV1 nas 100

amostras clinicas, foi realizada inicialmente a curva padréao do ensaio.
4.6.1 Extracao de RNA e sintese de cDNA para curva padrao

A partir da extracdo de RNA da cepa MHOM/BR/2014/299 (denominada

CP) utilizando o kit Purelink RNA Mini Kit (ambiom® - Carsbald, CA/USA)
49



seguido o protocolo proposto pelo fabricante, 150 ng do RNA extraido foi
submetido a sintese de DNA complementar (cDNA) (Tabela 7), seguido de PCR
e eletroforese em gel de agarose, sendo essas trés etapas realizadas conforme

descrito no item 3.4, com pequenas alteracdes de volume.

Tabela 7 - Protocolo utilizado para a sintese de DNA complementar

(cDNA) para curva padrao

Reagente Concentragao Volume / 1 reagao
Random primer 50 ng/uL 1uL

dNTP 10mM de cada dNTP 1L

H20 DEPC - 5puL
Volume final 7 uL

A esta reacéo, foi acrescido 3 uL do RNA extraido (correspondente a 150
ng de RNA). A reacado foi mantida a 65°C por 5 minutos em termociclador e
posteriormente colocado em gelo por 1 minuto e adicionado 10 pyL dos reagentes

descritos na tabela 8.

Tabela 8 - Protocolo para sintese de DNA complementar (cDNA)

Reagente Concentragédo Volume / 1 reacdo
Buffer 10X 2 L
MgCl2 25 mM 4 uL

DTT 0,1M 2 uL
RNase OUT 40 U/pL 1L
SuperScript® 200U/uL 1L
Volume final 10uL

A reacgao foi colocada em termociclador novamente, com as seguintes
condigdes: 10 minutos a 25°C, 50 minutos a 50°C e 5 minutos a 85°C para
inativacao das enzimas. Apos inativagao, a reagao foi colocada em gelo e foram
adicionados 3 uL de RNase H (40 U/uL) e a reagdo mantida por 20 minutos a

37°C para exclusdo dos RNAs nao sintetizados em cDNA.
4.6.2 Reacado em cadeia da polimerase para curva padrao

Um volume de 9 uL do cDNA foi submetido a PCR de acordo com o

protocolo estabelecido da tabela 9.
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Tabela 9 - Protocolo da reagdo em cadeia da polimerase para a curva

padrao da carga viral de LRV

Reagente Concentragao Volume/1 reagao
H20 - 120,75 pL
Buffer 10X 15 uL
Iniciadores LRV F + LRV R 10uM 6 uL
MgCl2 25mM 4,5 uL
dNTP Mix 10mM cada 3 uL

Taq Polimerase® 5U/ uL 0,75 yL
cDNA - 9 uL
Volume final 150 uL

A PCR foi realizada sob as seguintes condigbes em termociclador: 94°C
por 2 minutos, seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 58°C por 30
segundos e 72°C por 45 segundos, com uma etapa de extensao final de 72°C

por 5 minutos.
4.6.3 Purificagdo e recombinag¢ao do fragmento para curva padréo

O volume total de 150 yL do produto de PCR foi aplicado em gel de
agarose a 2%, a uma corrente de 200V por 30 minutos e visualizado por
coloragdo com GelRed™ (Biotium®, Hayward, CA/USA).

O fragmento foi seccionado do gel e purificado utilizando o kit PureLink
Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen®, Lohne/Germany) seguindo as
recomendacdes do fabricante. O produto da purificacdo foi quantificado em
espectrofotometro modelo NanoDROP 2000 (Thermo Scientific NanoDrop®
Products, Delaware/USA) e um volume de 3 pL foi aplicado em gel de agarose
e submetido a eletroforese (200V por 30 minutos) para confirmagdo da

purificacéo.

O produto purificado (inserto) foi recombinado ao vetor de clonagem
pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega® - Wisconsin/lUSA) seguindo o

protocolo descrito na tabela 10.
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Tabela 10 - Protocolo da recombinagao do vetor e inserto

Reagente Concentragdo  Volume / 1 reagao
Rapid Ligation Buffer 2X 5l
pGEM®-T Vector 50ng/ul 1ul

T4 DNA Ligase 3uU/ul 1ul
Inserto 38,7ng/pl 4 ul

H20 - 1l
Volume final 12 ul

Como controle positivo da reagdo de clonagem, uma recombinagéo foi
realizada utilizando 2 yl do DNA controle, disponibilizado no kit de clonagem, na

concentragao de 4ng/ul. As reagdes foram incubadas a 4°C por 16 horas.
4.6.4 Preparo de células eletrocompetentes

Para a transformacdo, foram utilizadas bactérias Escherichia coli da

linhagem TOP10F’ (Invitrogen®, Carlsbad, California, EUA) eletrocompetentes.

As células eletrocompetentes foram preparadas a partir do isolamento de
colénias cultivadas em meio sélido LB Agar contendo estreptomicina (30ug/mL)
em placa de Petri e incubado a 37°C por 16 horas. Apds crescimento bacteriano,
foi realizado o pré indculo, onde uma colbnia da placa foi colocada para
crescimento em 10mL de meio LB liquido com estreptomicina (30ug/mL) e
incubado sob agitagao por 16 horas a 180 rpm a 37°C. Um volume de 10 ul do
pré inéculo foi transferido para 100 mL de meio LB liquido com o antibidtico
correspondente, até alcancgar densidade 6ptica de 0,5 no comprimento de onda
de 600 nm (DO600nm), verificado por espectofotdbmetro modelo GeneQuant
1300 (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala/Sweden), e posteriormente a

cultura foi incubada em gelo por 30 minutos.

Apos incubagao em gelo, as células foram centrifugadas a 4000 G por 15
minutos a 4°C, o meio de cultura foi descartado e o precipitado foi ressuspendido
com 50 mL de solugédo de glicerol a 10% e repetida a mesma centrifugacéo
anterior, com descarte da solugdo de glicerol. Foi realizado o processo de
ressuspensao das células por mais duas vezes, com volumes de 25 mL e 20 mL

respectivamente, onde ao final da ultima centrifugacdo, o precipitado foi
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resssupendido em 1 mL de solucéo de glicerol, finalizando o preparo das células

eletrocompetentes.
4.6.5 Transformacgao das células eletrocompetentes

A um volume de 40 pl de células eletrocompetentes, foi adicionado 1 L
do produto da recombinagdo (inserto + vetor) e submetido a eletroporagéo,
utilizando o MicroPulser™ (Bio-Rad®, Hercules, CA/USA) para a obteng¢ao das

células transformadas.

As células transformadas foram semeadas em placa de Petri contendo 25
mL de meio LB agar suplementado com 100 ug/mL de ampicilina, 30 ug/mL de
estreptomicina, 0,05 M de IPTG (isopropylthio-p-galactoside) e 80 ug/pL de X-
gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside). A placa foi e incubada a 37°C

por 16 horas.

Apods crescimento bacteriano, foram selecionadas 10 coldnias isoladas,
tendo como critério de triagem a técnica Blue/White, onde ocorre a selegédo das
células transformadas, que apresentam fenétipo branco em comparagao com as

células que ndo receberam o vetor, que apresentam coloragao azul.
4.6.6 Reacao de restricdo para curva padrao

Com a confirmagéo da transformagéo, uma colénia foi semeada em 10
mL de meio LB liquido, conforme descrito anteriormente e incubada a 37°C por
16 horas. Apés crescimento bacteriano, foi realiza a extragdo de DNA plasmidial
utilizando o QIlAprep Spin Miniprep kit (Qiagen®, Germany) seguindo as
recomendacdes do fabricante. O produto da extragao plasmidial foi quantificado
em espectrofotbmetro NanoDrop™ e submetido a reacido de restricdo com a
enzima Notl que possui duplo sitio de restricdo no plasmideo, conforme

protocolo descrito na tabela 11.
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Tabela 11 - Protocolo da reagao de restricao

Reagente Concentragdo  Volume / 1 reagao
H20 - 15,5 pl
Buffer 10X 2 ul

Notl 20U/pl 0,5 ul
Miniprep 1,9 pg/ul 2yl
Volume final 20 pl

A reacéo foi mantida a 37°C por 16 horas. Posteriormente, 2 pl da reacao
foi aplicada em gel de agarose a 0,8% corado com GelRed, para confirmacgao da
reacao de restricdo e o fragmento correspondente ao inserto, foi excisado do gel

e purificado pelo método descrito anteriormente.

O inserto purificado foi quantificado por espectrofotometro e utilizado
como amostra para a construcado da curva padrao, além disso, um volume de 2
pL do inserto purificado foi aplicado em gel de agarose a 1% para confirmagao

da purificacao.
4.6.7 Calculo para determinagao do numero de copias
O numero de copias da amostra padrao foi determinado pela aplicagao
da formula:
Tamanho do inserto x 650

Onde obteve-se o peso da molécula em gramas. O valor obtido foi
convertido para a concentracdo da amostra, resultando no numero de moléculas
presentes na amostra. Posteriormente, o numero de Mols obtido foi aplicado a

férmula de Avogadro onde:
1 molécula = 6,023x10?3 copias

O resultado obtido representou o numero de cépias presentes na amostra

padrao, por mililitro.

Com a quantificacdo do numero de cépias/mL, foi realizada diluigao
seriada da amostra, partindo da concentracao de 2,3x108 até a concentragéo de
2,3x10°. Para a construgdo da curva padrdo, o teste com as diluicdes foi

realizado em triplicata.
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O ensaio de PCR em tempo real foi realizado seguindo o protocolo

descrito na tabela 12.

Tabela 12 - Protocolo utilizado na PCR em tempo real para constru¢ao
da curva padrao

Reagente Concentragdo  Volume / 1 reagéo
PowerSybr Green PCR MasterMix 2X 12,5 ul

H20 - 8,5 ul
Iniciadores LRV F + LRV R 10uM 1ul
Amostra -- 3 ul
Volume final 25 ul

As corridas foram realizadas no equipamento 7500 Real-Time PCR
System (Applied Biosystem, CA/USA) em 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e
60°C por 1 minuto.

4.7 ENSAIO MULTIPLEX DE EXPRESSAO GENICA

Para otimizar o numero de genes a serem analisados em conjunto, com a
quantidade de amostra clinica disponivel, foi empregada a técnica de Fluidigm™
Circuito Integrado de Fluidos (IFCs) no sistema BioMarkTM HD (Fluidigm™, San
Francisco, CA/USA) que possibilita, no desenho experimental escolhido, analisar

a expressao simultéanea de 96 genes em 96 amostras por placa.

Em todas as amostras ensaiadas por Fluidigm, foram realizados ensaios
de quantificacdo da carga parasitaria e da carga viral e a quantificagdo da
expressao génica de genes humanos e do parasita, além dos experimentos ja
descritos (detecgéo e identificagdo da espécie de Leishmania e detecgédo de
LRV1).

4.7.1 Selecao dos genes alvo para multiplex

Foram selecionados 96 alvos (Apéndice C) para a quantificacédo da
expressdo génica, destes, 22 alvos correspondiam a genes do parasita
Leishmania e 74 alvos a genes humanos. Dentre os genes do parasita, foram
selecionados 20 genes relacionados a viruléncia do parasita, principalmente
descritos por sua relagdo com a metabolismo da droga e dois genes de controle

endogeno. Nos genes humanos, foram selecionados 70 genes relacionados a
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resposta imune do hospedeiro, sendo alguns ja relatados na literatura por
estarem envolvidos na resposta frente a infeccao pelo parasita Leishmania e

outros possiveis genes candidatos além de quatro controles enddgenos.
4.7.2 Sintese de cDNA para ensaio multiplex

Uma aliquota de RNA foi utilizada para a sintese do DNA complementar
(cDNA), com o kit Reverse Transcription Master Mix (Fluidigm), que contém
todos os componentes necessarios para a sintese, incluindo tampao, dNTPs,
iniciadores, inibidor de ribonuclease e as enzimas RNAseH com a transcriptase

reversa M-MLV. O protocolo utilizado esta descrito na tabela 13.

Tabela 13 - Protocolo utilizado para a sintese de DNA complementar

Reagente Concentragdo  Volume / 1 reagao
H20 livre de RNAse -- 3l
Reverse Transcription

Master Mix 5X Tl

RNA ~50 ng/pl 1ul
Volume final 5l

A reacgao foi colocada em termociclador, com a seguinte configuragéo:

25°C por 5 minutos, 42°C por 30 minutos e finalizando com 85°C por 5 minutos.
4.7.3 Pré amplificacao para ensaio multiplex

Esta etapa consiste em uma amplificagdo do numero de cépias dos genes
alvo para um nivel em que um maior numero de genes seja detectavel,

principalmente em genes onde ha poucas copias.

Primeiramente, foi realizada uma mistura dos 96 TagMan® Gene
Expression Assay 20X, e diluicdo com o reagente de diluicdo (10 mM Tris-HCI,
pH 8.0, 0.1 mM EDTA) conforme descrito na tabela 14.

Tabela 14 - Protocolo de diluicdo dos iniciadores para a pré amplificacéo

Reagente Concentracédo  Volume / 96 ensaios
96 alvos TagMan® 20X 2 ul de cada
Reagente de _

diluicao 8ul
Volume final 200 pl
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Ao final da diluicdo, a concentragéo de cada iniciador foi igual a 0,2X (180
nM). Posteriormente foi realizada a reacdo de pré amplificacdo, conforme

descrito na tabela 15.

Tabela 15 - Protocolo utilizado para a pré amplificacdo do cDNA

Reagente Concentragdo Volume / 1 reagéo
Preamp Master Mix -- 1ul

Mistura TagMan 0,2X 1,25 pl

H20 - 1,5

cDNA - 1,25 pl
Volume final 5ul

A reagao foi colocada em termociclador, sob as seguintes condigbes: uma
fase de desnaturagéo inicial a 95°C por 2 minutos, seguido de 14 ciclos com as
fases de desnaturagao a 95°C por 15 segundos e anelamento e extenséo a 60°C
por 4 minutos. Apds ciclagens, as reag¢des foram diluidas 1:5, pela adi¢ado de 20
ML do reagente de diluigdo (Fluidigm), totalizando um volume final de 25 uL de

cDNA pré amplificado.

4.7.4 Preparo da reagdo e montagem da placa para o ensaio multiplex
96x96

Apods a pré amplificacdo do cDNA, foi realizada a mistura deste com o
master mix (TagMan Fast Advanced Master Mix, Life Technologies) e o reagente
de carregamento de amostra (20X GE Sample Loading Reagent, Fluidigm),

conforme descrito na tabela 16.

Tabela 16 - Protocolo utilizado no preparo na reacéo para ensaio

multiplex
Reagente Concentragdo  Volume / 1 reagao
Master mix 2X 2,5 ul
GE Sample Loading 20X 0,25
Reagent
cDNA pré amplificado -- 2,25
Volume final 5l

A reacgao foi homogeneizada em vortex e centrifugada. Um volume de 5
Ml das amostras e dos iniciadores foram pipetadas em seus respectivos pocos
na placa e carregados no sistema de microfluidica BioMark HD (Figura 8).
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Figura 8 - Modelo da placa utilizada para o ensaio multiplex de expressao
génica. Fonte: Manual de uso do Fluidigm. Modelo do chip 96.96 Dynamic Array
IFC for Gene Expression.

4.8 ANALISES ESTATISTICAS

Foi realizada uma analise descritiva de variaveis entre os casos suspeitos
e aqueles que tiveram um dos exames positivos: sexo; idade; ocorréncia de
leishmaniose pregressa (‘LT pregressa”); e forma de aquisicdo provavel
(“aquisicao”), sendo classificada como “trabalho” ou “lazer”. As variaveis citadas
foram agrupadas pelo resultado do conjunto dos exames (ao menos um positivo
versus nenhum exame positivo). A analise da variavel de idade do paciente foi

realizada por meio do teste ndo paramétrico H de Kruskal-Wallis.

O primeiro cenario (conjunto de exames) utiliza o conjunto de exames
como “referéncia clinica”, sendo que os individuos que apresentaram pelo
menos um resultado positivo, foram considerados positivos para LT. No segundo
cenario (exames moleculares combinados), a referéncia clinica utilizada foi de
que apenas os individuos que apresentaram pelo menos um dos exames

moleculares positivos foram considerados positivos para LT.

A partir de rotinas criadas em linguagem R (CORE TEAM, 2014) de dados
brutos exportados da plataforma comercial BioMark™ HD System (Fluidigm
Corporation) foi realizada a corre¢ao do ruido e a analise exploratoria dos dados
(curva de acumulo de fluorescéncia da intensidade Rn e graficos HRM (Melting
de alta resolugéo) para cada reagao de qRT-PCR nas diferentes amostras. Na
quantificagéo relativa da expressao, utilizou-se o ajuste de fung¢ao logistica de
quatro parametros para representar cada curva de amplificacdo, usando a
biblioteca de fungdes qPCR (RITZ; SPIESS, 2008) para a linguagem R. O ciclo
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de quantificacdo foi determinado como o ciclo relativo ao ponto de maxima da
segunda derivada da curva 59igmoide ajustada (cpD2). A eficiéncia de cada
reacao de amplificacdo foi obtida na regido exponencial de amplificagdo, no
cpD2, e calculada como a razao entre a fluorescéncia em cpD1 e a fluorescéncia
do ciclo imediatamente anterior a esse (cpD2-1). A eficiéncia de cada gene foi
entdo estimada pela eficiéncia média das eficiéncias calculadas para cada
reacao de amplificagdo daquele gene. Os controles endégenos empregados na
normalizagdo entre as diferentes amostras amplificadas foram selecionados
entre os candidatos pelo método geNorm (VANDESOMPELE et al., 2002). A
comparagao de médias dos valores de expressao normalizados entre os grupos
foi obtido via teste T ndo-paramétrico por permutagdo (B=1000 permutacdes)
com ajustes de Bonferroni (BASSO et al., 2009). Os resultados foram ilustrados
em graficos apresentando os valores normalizados de expressao médios + erros
padrao das médias para cada grupo. Niveis de significancia bi-caldais menores
ou iguais a 0,01, 0,05 e 0,1 foram considerados como “altamente significantes”,

“significantes” e “sugestivos”, respectivamente.

Os resultados dos ensaios de expressao génica foram divididos em duas
partes, a primeira compreende os resultados da expressao dos genes humanos

e a segunda a resultados da expresséo dos genes do parasita.
4.9 ANALISE DE SEQUENCIAS DO LEISHMANIA RNA VIRUS 1

Para a analise do genoma parcial do Leishmania RNA virus 1, foram

utilizados parasitas mantidos em meio de cultura.
4.9.1 Isolamento e cultivo de parasitas Leishmania em meio de cultura

Foi realizada a coleta de aspirado de lesao coma finalidade de isolar os
parasitas em meio de cultura. Uma seringa de 1 mL contendo 200 a 400 pl de
solucao salina estéril foi utilizado para a coleta na borda da lesdo. O material
coletado foi inoculado em tubo de ensaio com meio de cultura bifasico, contendo
cerca de 1 mL de NNN (Novy-MacNeal-Nicolle) e 1 mL de Schneider (Sigma®,
St. Louis, MO/USA) suplementado com 30% de Soro Fetal Bovino (Vitrocell®,

Campinas, SP, BR) e 2% de urina humana filtrada. O inéculo foi incubado em
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estufa do tipo BOD (demanda bioquimica do oxigénio) em media cinco dias e

observado o crescimento parasitario por até 30 dias apds indculo.

As amostras que apresentaram crescimento parasitario foram enviadas
para a Colecdo de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC) para

identificacdo da espécie e depdsito.
4.9.2 Extragdo de RNA, sintese de cDNA e PCR

Ao atingir a fase estacionaria de crescimento parasitario, um volume de 1
mL de meio de cultura contendo parasitas foi centrifugado a 5000 g por 5
minutos, descartado o meio de cultura e o sedimento foi submetido a extracéo
de RNA, utilizando o PureLink RNA Mini Kit (Ambion® - Carlsbad, CA/USA)

seguindo as recomendacdes do fabricante.

A sintese de cDNA, a reacdo em cadeia da polimerase e a eletroforese foi

realizada conforme descrito no item 3.4.

Adicionalmente, foi desenhado um novo iniciador (LRV R 5-
AATCAATTTTCCCAGTCATGC — 3’ ) que foi utilizado em conjunto com o
iniciador descrito anteriormente (LRV F 5- ATGCCTAAGAGTTTGGATTCG- 3)
(CANTANHEDE et al., 2015) com a finalidade de amplificar um fragmento maior

do genoma do LRV, correspondendo a 850 pares de bases.

Para o desenho do iniciador, foram analisadas as sequéncias genémicas
ja descritas e disponibilizadas no Genbank das espécies de LRV1-1 (numero de
acesso Genbank: LRV1-1: NC002063) e LRV1-4 (numero de acesso Genbank:
LRV1-4: NC003601). Foi feito alinhamento multiplo entre os dois genomas
utilizando a ferramenta ClustalW2 e, baseado na quantidade de similaridades de
suas sequéncias, foi escolhida uma regido de maior afinidade entre as duas
espécies, visando a otimizacdo da PCR e proporcionando refinar a identificacéo
das subespécies de LRV1. Desta forma, foi selecionado um iniciador que
juntamente com LRV F que esta localizado no inicio da ORF1 que amplifica um
fragmento de 850 pares de bases. O iniciador foi denominado LRV ORF2 e se
anela no inicio da regido codificante da proteina do capsideo viral designada
ORF2 (Figura 9).
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Figura 9 — Esquema do genoma do LRV1 com destaque para a regiao de
amplificagcao dos iniciadores LRV F e LRV ORF2.

A reagdo em cadeia da polimerase para amplificagdo do fragmento de

850pb foi realizada conforme protocolo descrito na tabela 17.

Tabela 17 — Protocolo de PCR para amplificagdo do fragmento de 850

pb do LRV
Reagente Concentragao Volume/1 reagao
H.0O - 33,75 uL
Tampéo 10X 5puL
MgCl, 25mM 1,5 4L
dNTP Mix 10mM cada 1,5 4L
Taq Polimerase® 5U/ uL 0,25 pL
cDNA -- 5puL
Volume Final 50 yL

As reacbes foram colocadas em termociclador sob as seguintes
condigdes: desnaturacao inicial a 94°C por 2 minutos, seguidos de 30 ciclos a
94°C por 30 segundos, 56°C por 45 segundos e 72°C por 45 segundos,

finalizando com um passo de extensao final a 72°C por 5 minutos.

Um volume de 5 pL da reagédo foi aplicado em gel de agarose a 1,5%
(200V por 35 minutos) e corados com GelRed™ (Biotium®, CA/USA). Os géis

foram fotografados em fotodocumentador, conforme descrito anteriormente.
4.9.3 Purificagao e sequenciamento das amostras positivas para LRV

As amostras que apresentaram positividade nas duas reagdes de PCR
para o LRV foram purificadas para posterior sequenciamento. Os produtos de

PCR foram purificados utilizando o kit Purelink Quick Gel Extraction Kit
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(Invitrogen® Carlsbad, CA, USA) seguindo as recomendacdes do fabricante e
quantificados em espectrofotbmetro modelo NanoDrop™. Os produtos
purificados foram enviados para sequenciamento, numa concentracao entre 50
a 200 ng/uL acrescidos de 0,2 uM de cada iniciador. Para o sequenciamento
foram utilizadas as plataformas de sequenciamento de DNA da Fiocruz Rio de
Janeiro (RPTO1A) e da Fiocruz Bahia (RPTB01B).

4.9.4 Analise das sequéncias de LRV

As sequencias foram visualizadas e editadas no programa BioEdit (HALL,
1999). Todas as sequencias foram alinhadas e verificadas manualmente
utilizando o software MEGA7 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016). A partir das
sequencias obtidas foi realizado um alinhamento local para busca de sequéncias
correspondentes a mesma regido, onde foram selecionadas 33 sequéncias
depositadas no GenBank (BENSON et al., 2005) (Tabela 18). Apos alinhamento
das 46 sequencias, as extremidades foram cortadas e as analises posteriores
foram realizadas com sequencias de 444 nucleotideos (posi¢des 367 a 813 do
genoma completo — KX808487) (BRETTMANN et al., 2016).

Para inferéncia do melhor modelo para construgéo da arvore filogenética,
foi utilizada a opgéo find the best DNA model disponivel no MEGA7 e aquele
com menor BIC score (Bayesian Information Criterion) foi considerado como o
que melhor descreveu o padrao de substituicdo nas sequéncias analisadas. O
meétodo de distadncia Tamura 1992 (T92) (TAMURA, 1992) com parametro de
distribuicdo gamma (G) e sitios invariaveis (l) foi empregado para avaliar a
distancia genética entre as sequencias e 0 método Maximum Likelihood 10000
replicatas (bootstrap) foi utilizado para a constru¢ao da arvore de distancia entre

as sequencias analisadas no MEGA?.

Adicionalmente foram construidas redes através do programa SplitsTree
versdo 4.14.6 (HUSON; BRYANT, 2006). As redes foram construidas pelo

NeighborNet e por Minimum Spanning Network.

62



Tabela 18 — Relac&o das sequencias utilizadas para as analises de filogenia e divergéncia genética.

ID da cepa de

Numbero

Cédigo Internacional de

Espécie do

ID Lei ) . . . Localidade Referéncia
eishmania de acesso Leishmania parasita

1 3562* MG202146 MHOM/BR/2014/308 L. braziliensis Porto Velho/RO/Brasil Esse estudo

2 386 MG202144 MHOM/BR/2015/386 L. braziliensis Porto Velho/RO/Brasil Esse estudo

3 3545* MG202143 MHOM/BR/2014/275 L. braziliensis Porto Velho/RO/Brasil Esse estudo

4 3569* MG202145 MHOM/BR/2014/299 L. braziliensis Porto Velho/RO/Brasil Esse estudo

5 3567* MG202139 MHOM/BR/2014/291 L. braziliensis Candeias/RO/Brasil Esse estudo

6 3538* MG202140 MHOM/BR/2014/271 L. guyanensis Candeias/RO/Brasil Esse estudo

7 3354* MG202141 MHOM/BR/2011/S77-ABF L. guyanensis Santarem/PA/Brasil Esse estudo

8 1545* MG202142 MCEB/BR/1984/M8408 L. shawi Paraupebas/PA/Brasil Esse estudo

9 3460* MG202147 | MHOM/BR/2013/04LTAVMR | L. guyanensis Manaus/AM/Brasil Esse estudo

10 3461* MG202148 | MHOM/BR/2013/05LTAMVL | L. guyanensis Manaus/AM/Brasil Esse estudo

11 3486* MG202149 MHOM/BR/2013/27JNS L. guyanensis Manaus/AM/Brasil Esse estudo

12 3542* MG202151 MHOM/BR/2014/233CFS L. guyanensis Manaus/AM/Brasil Esse estudo

13 3503* MG202150 MHOM/BR/2013/33LGS L. guyanensis Manaus/AM/Brasil Esse estudo

14 1398* JX313127 MHOM/BR/1989/IM3597 L. guyanensis Manaus/AM/Brasil (ZANGGER et al., 2014)

15 2001 KY750607 MHOM/FG/2011/2001 L. guyanensis Manaus/AM/Brasil** (TIRERA et al., 2017)

16 M4147 KX808487 MHOM/BR/1975/M4147 L. guyanensis | Monte Dourado/PA/Brasil | (BRETTMANN et al., 2016)

17 M4147 U01899 MHOM/BR/1975/M4147 | L. guyanensis | Monte Dourado/PA/Brasil (ng\ETFE;Eg’N",V;gg"f)R’

18 M5313 JX313126 IWHI/BR/1978/M5313 L. guyanensis | Monte Dourado/PA/Brasil (ZANGGER et al., 2013)

19 LF94 KY750608 MHOM/FG/2013/LF94 L. guyanensis Guiana Francesa (TIRERA et al., 2017)

20 XJ93aG2 KY750609 MHOM/FG/2013XJ93 L. guyanensis Guiana Francesa (TIRERA et al., 2017)

21 YA70 KY750610 MHOM/FG/2013YA70 L. braziliensis Guiana Francesa (TIRERA et al., 2017)

22 2014 KY750611 MHOM/FG/2013/2014 L. guyanensis Guiana Francesa (TIRERA et al., 2017)

23 2008 KY750612 MHOM/FG/2012/2008 L. guyanensis Guiana Francesa (TIRERA et al., 2017)

24 2015 KY750613 MHOM/FG/2012/2015 L. guyanensis Guiana Francesa (TIRERA et al., 2017)

25 202861 KY750614 MHOM/FG/20122028 L. guyanensis Guiana Francesa (TIRERA et al., 2017)

26 202862 KY750615 MHOM/FG/2012/2028 L. guyanensis Guiana Francesa (TIRERA et al., 2017)

27 2028c3 KY750616 MHOM/FG/2012/2028 L. guyanensis Guiana Francesa (TIRERA et al., 2017)

28 LF98 KY750617 MHOM/FG/2013/LF98 L. guyanensis Guiana Francesa (TIRERA et al., 2017)

29 LV11 KY750618 MHOM/FG/2012/LL28 L. guyanensis Guiana Francesa (TIRERA et al., 2017)
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30 MC71 KY750619 MHOM/FG/2012/MC71 L. guyanensis Guiana Francesa (TIRERA et al., 2017)
31 MJ25 KY750620 MHOM/FG/2012/MJ25 L. guyanensis Guiana Francesa (TIRERA et al., 2017)
32 PD46 KY750621 MHOM/FG/2014/PD46 L. guyanensis Guiana Francesa (TIRERA et al., 2017)
33 VL19 KY750622 MHOM/FG/2012/VL19 L. guyanensis Guiana Francesa (TIRERA et al., 2017)
34 VW21 KY750623 MHOM/FG/2013/VW21 L. guyanensis Guiana Francesa (TIRERA et al., 2017)
35 WF69:1 KY750624 MHOM/FG/2012/WF69 L. guyanensis Guiana Francesa (TIRERA et al., 2017)
36 WF69c2 KY750625 MHOM/FG/2012/WF69 L. guyanensis Guiana Francesa (TIRERA et al., 2017)
37 XJ93a1 KY750626 MHOM/FG2013/XJ93 L. guyanensis Guiana Francesa (TIRERA et al., 2017)
38 XK73 KY750627 MHOM/FG/2013/XK73 L. guyanensis Guiana Francesa (TIRERA et al., 2017)
39 YE48 KY750628 MHOM/FG/2013/YE48 L. guyanensis Guiana Francesa (TIRERA et al., 2017)
40 YRO7 KY750629 MHOM/FG/2014/YRO7 L. guyanensis Guiana Francesa (TIRERA et al., 2017)
41 YZ58 KY750630 MHOM/FG/2012/YZ58 L. guyanensis Guiana Francesa (TIRERA et al., 2017)
42 LEM2700 KX808483 MHOM/BO/1990/NA L. braziliensis Bolivia (BRETTMANN et al., 2016)
43 LEM3874 KX808486 MHOM/BO/IMT252 L. braziliensis Bolivia (BRETTMANN et al., 2016)
44 LEM2780 KX808485 MHOM/BO/1990/CS L. braziliensis Bolivia (BRETTMANN et al., 2016)
45 LEM27802 KX808484 MHOM/BO/1990/CS L. braziliensis Bolivia (BRETTMANN et al., 2016)
46 Lb2169 KC862308 MHOM/BO/2011/2169 L. braziliensis Bolivia (PARMENTIER et al., 2016)

*lOC/L cédigo relacionado a cepa depositada na Colegéo de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz na Fundagao Oswaldo Cruz; ** isolado na Guiana

Francesa, mas a localizagao geografica onde o paciente relatou ter adquirido a infecgdo em Manaus, Amazonas, Brasil (TIRERA et al., 2017)
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5 RESULTADOS

5.1 DIAGNOSTICO PARASITOLOGIO, A DIVERSIDADE DE ESPECIES
DE LEISHMANIA E A FREQUENCIA DE LEISHMANIA RNA VIRUS 1

Durante o estudo, 724 casos com suspeita cinica de leishmaniose
tegumentar (LT) foram investigados. Apenas um dos casos apresentou a forma
disseminada da doenca, e esse caso sera discutido separadamente dos demais.
Os demais 723 casos eram de lesdes cutaneas ou mucosas. Foram utilizados
exame parasitologico direto (raspado) e deteccao molecular de DNA por meio

de PCR dos marcadores kDNA e hsp70, conforme descrito na metodologia.

A reagdo em cadeia da polimerase tendo como alvo o KDNA foi realizado
conforme descrito no item 4.3.1. Os resultados das reagdes foram visualisados

apos eletroforese em gel de agarose a 2% corado com GelRed (Figura 10).
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Figura 10 — Gel de agarose com fragmentos amplificados na PCR para
kDNA. Gel de agarose a 2% corado com GelRed. Linha 1: marcador de peso
molecular de 50pb. Linhas 2 a 6: amostras positivas para o marcador KDNA com
fragmentos de 120 pares de bases. Linha 7: Controle positivo e linha 8: controle
negativo

A reagdo em cadeia da polimerase tendo como alvo um fragmento do
gene hsp70 foi realizado conforme descrito no item 4.3.2. Os resultados das
reacoes foram visualisados apoés eletroforese em gel de agarose a 2% corado
com GelRed (Figura 11).
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Figura 11 — Gel de agarose com fragmentos amplificados na PCR para
hsp70. Gel de agarose a 2% corado com GelRed™. Linha 1: marcador de peso
molecular de 50 pares de base. Linhas 2 a 6: amostras positivas para hsp70 com
fragmentos de 234 pares de bases. Linha 7: amostra negativa para hsp70. Linha
8: controle positivo da reagéo. Linha 9: controle negativo.

Dos 723 casos suspeitos com as formas cutaneas e mucosas da doenca,
557 (77,04%) foram positivos para ao menos um dos testes realizados, 298
(41,21%) foram positivos para os trés exames, e 10 (1%) casos apresentaram
resultados positivos no raspado e negativo em ambos os métodos moleculares.
Avaliando a concordancia dos testes moleculares aplicados (kDNA e hsp70),

esses tiveram concordancia em 75% (N= 414) das amostras (Tabela 19).
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Tabela 19 — Distribuigdo dos resultados do exame parasitologico direto e
deteccao molecular de DNA por meio de PCR dos marcadores kDNA e hsp70,
suas respectivas proporcoes e intervalos de confianca de 95%, considerando
apenas o subconjunto de casos positivos (%[+]) e do total dos casos suspeitos
(%[+ ou - ]) de LT com as formas cutédneas e mucosas da doenga

Raspado kDNA hsp70 N %[+] 1.C.95%  %[+ou-]  1.C.95%
+ + + 208 54% (49,4%:57,6%) 41,6% (37,6%:44,8%)
+ + - 40 7%  (50%:9,3%) 6%  (3,9%:7,2%)
+ - + 3 1%  (0,0%;1,1%) 04%  (0,0%;0,9%)
+ - - 10 2%  (0,7%:2,9%) 1%  (0,5%;2,2%)
) + + 116 21% (17,5%;24,2%) 16%  (13,4%:18,7%)
- + - 74 13% (10,5%:;16,1%) 10%  (8,0%;12,4%)

- - + 16 3% (1,5%;4,3%) 2% (1,1%;3,3%)

Sub-total 557 7% (74,0%;80,1%)
- - - 166 23% (19,9%;26,0%)
Total 723

N= numero de amostras. 1.C.95%= Intervalo de confianga de 95%.

Na Tabela 20 é apresentada a analise descritiva de variaveis discretas
(sexo; LTA pregressa; e aquisicdo). Uma possivel associagédo entre o resultado
dos exames e as variaveis discretas foi testada utilizando o teste exato de Fisher.
Os pacientes do sexo masculino representaram 78,6% do total de pacientes.
76,7% dos pacientes relatou nao ter tido LT anteriormente e 84,4% relatou

adquirir a infec¢ao no local de trabalho (Tabela 20).
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Tabela 20 — Analise descritiva das variaveis discretas sexo; ocorréncia de

leishmaniose pregressa (‘LT pregressa”);

forma de aquisicdo provavel

(“aquisicaéo”), sendo classificada como “trabalho” ou “lazer”, agrupadas pelo
resultado positivo em qualquer um dos exames

Positivo (N=557)

Exames LT

Negativo (N=166)

Total (N=723)

Sexo N % 1.C.95% N % 1.C.95% N % 1.C.95%
Feminino 119 21,4% (18,0%;24,8%) 35 21,1% (14,9%;27,3%) 154 21,3% (18,3%;24,3%)
Masculino 438 78,6% (75,2%;82,0%) 131 78,9% (72,7%;85,1%) 569 78,7% (75,7%;81,7%)
p=1,000*

LT pregressa

Nao 427 76,7% (73,1%;80,2%) 121 72,9% (66,1%;79,7%) 548 75,8% (72,7%;78,9%)
Sim 130 23,3% (19,8%;26,9%) 45 27,1% (20,3%;33,9%) 175 24,2% (21,1%;27,3%)
p= 0358*

Aquisicao

Lazer 87 15,6% (12,6%;18,6%) 58 34,9% (27,7%;42,2%) 145 20,1% (17,1%;23,0%)
Trabalho 470 84,4% (81,4%;87,4%) 108 65,1% (57,8%;72,3%) 578 79,9% (77,0%;82,9%)
p*<0,001*

N= nimero de amostras. 1.C.95%= Intervalo de confianga de 95%. LT= leishmaniose

tegumentar.

A idade do total de pacientes positivos para LT (N= 557) variou de minima

de 2 anos e maxima de 86 anos (média= 41,68) (Tabela 21).
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Tabela 21 — Estatistica descritiva da idade dos pacientes

Min. 1°qt. Mediana Média 3°qt. Max. (H; g.l.; p)*
Exames Variavel

Positivo 2 28 40 41,68 54 86 (16,7;1;<<0,0001)
(N=557) Idade

Negativo 3 3525 50 4797 64 93
(N=166) Idade

Total 2 29 42 43,13 56 93
(N=723) Idade

*Estatistica do teste H de Kruskal-Wallis. N= nimero de amostras. 1.C.95%= Intervalo de
confianga de 95%.

A distribuigao dos valores descritos na Tabela 21 estao representados na
Figura 12, onde pode-se observar uma concentragdo dos casos positivos em

pacientes com idade entre 20 e 60 anos.

Figura 12 - Histograma com a frequéncia relativa representando a
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Idade em anos
distribuicdo da idade dos pacientes incluidos no estudo.

5.1.1 Detecgéo de Leishmania RNA Virus 1

Os resultados, conforme descrito anteriormente, foram visualizados em
gel, como ilustrado na Figura 13, que apresenta algumas amostras positivas e

negativa para LRV1.
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50

Figura 13 — Gel de agarose com fragmentos amplificados na PCR para
deteccao do LRV1. Gel de agarose a 2% corado com GelRed. Linha 1: Marcador de
peso molecular de 50pb. Linhas 2 a 5: amostras positivas para o LRV com fragmentos
amplificados de 240 pares de bases. Linha 6: amostra negativa. Linhas 7 e 8: controles
positivo e negativo, respectivamente.

O LRV1 foi detectado em 27,35% das amostras analisadas considerando
todas as amostras positivas para Leishmania. Do total de amostras positivas
para o LRV1, 72,22% correspondem a amostras de LC e 27,28% a amostras de
LM. Nas amostras negativas para o LRV1, 86,88% correspondem a amostras de
LC e apenas 12,93% de LM, indicando uma frequéncia maior do LRV1 em
amostras de lesdo mucosa em relagdo as amostras de lesdo cuténea (Tabela
22).

Tabela 22 — Detecgéo do Leishmania RNA Virus 1 em amostras positivas
para Leishmania sp. Por tipo de lesao.

LRV -[Lps%ge Frequéncia % Observada
Positivo 27,35% 198
Cutanea 72,22% 143
Mucosa 27,78% 55
Negativo 72,65% 526
Cutanea 457 86,88%
Mucosa 12,93% 68
Disseminada 0,19% 1
Total 724

O LRV1 foi detectado em quatro diferentes espécies do parasita: L.
braziliensis (N= 140), L. guyanensis (N= 17), L. lainsoni (N= 2) e L. shawi (N= 2),
em cinco amostras cuja espécie nao pbéde ser identificada e em 32 amostras

negativas para hsp70 (Tabela 23).
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Tabela 23 — Distribuigao dos resultados positivos para LRV1, classificados
pela auséncia ou presenca do LRV1, pelo tipo de lesdo e pela espécie do
parasita nas amostras positivas para hsp70

LRV1

Espécie do parasita Lesao - + Total
L. braziliensis Cutanea 179 100 279

Mucosa 21 40 61
L. guyanensis Cutanea 26 11 37

Mucosa 0 6 6
L. lainsoni Cutanea 6 2 8
L. shawi Cutanea 5 2 7
L. amazonensis Cutanea 2 0 2
L. lindenbergi Cutanea 1 0 1
Espécie nao identificada Cutanea 27 5 32
Negativo HSP70 Cutanea 70 23 93

Mucosa 12 9 21
Total 349 198 547

5.1.2 Analise descritiva considerando apenas os casos positivos para pelo

menos um dos exames realizados

Foram aprofundadas as analises relativas aos 557 casos que tiverem

resultados positivos para ao menos um dos exames realizados.

Na Tabela 24 sédo apresentadas as frequéncias absolutas, relativas e o
intervalo de confianga de 95% da estimativa da frequéncia relativa observadas
das variaveis discretas estudadas, com excecao das espécies do parasita. 468
amostras (84%) positivas para LT eram de lesdes cutaneas e 89 (16%) de lesdes
mucosas. De um total de 130 (23,3%) pacientes que relataram terem tido LT
pregressa, 125 (95,5%) relataram terem feito o tratamento para LT. Nao foi
possivel avaliar se o tratamento relatado foi especifico para LT e se realizado da

forma preconizada (tempo/dose do medicamento).
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Tabela 24 — Frequéncias absolutas, relativas dos dados obtidos em
relacdo ao sexo, tipo de lesdo, forma de aquisicdo da doencga, presenca de
leishmaniose pregressa e resultados dos testes parasitolégicos e LRV1.

Variavel N % 1.C.95% N % 1.C.95%
Sexo

Masculino 438 78,6 (75,2%;82,0%) Feminino 119 21,4% (18,0%;24,8%)
Tipo de lesédo

Cutanea 468 84,0% (81,0%;87,1%) Mucosa 89 16,0% (12,9%;19,0%)
Forma provavel de aquisi¢ao

Trabalho 470 84,4% (81,4%;87,4%) Lazer 87 15,6% (12,6%;18,6%)
LT pregressa

N3o 427 76,7% (73,1%;80,2%) Sim 130 23,3% (19,8%;26,9%)
Fez tratamento pregresso

Nao 125 95,5% (91,9%;26,9%) Sim 5 45% (1,0%;8,1%)

N&o se aplica* 427
Exame parasitoldgico direto

Positivo 351 63,0% (59,0%,67,0%) Negativo 206 37,0% (33,0%,;41,0%)
kDNA

Positivo 528 94,8% (92,8%;96,6%) Negativo 29 52% (3,4%;7,1%)
Hsp70

Positivo 433 77,7% (74,3%;81,2%) Negativo 124 22,3% (18,8%;25,7%)
Positivo para um dos testes moleculares

Sim 547 98,2% (97,1%;99,3%) Nao 10 1,8% (0,7%;2,9%)
(LRV1)

Positivo 198 36,2 (32,2%;40,2%) Negativo 349 63,8% (59,8%;67,8%)

N3o testados** 10

*Foram considerados nessa variavel apenas os pacientes que tiverem LT pregressa ou encaminhados
como recidiva; **10 pacientes tiveram resultados positivos no exame parasitolégico direto (Raspado)
porém nao foram positivos nos testes moleculares, e nao foi realizada a busca pelo LRV 1. N= numero
de amostras. 1.C.95%= Intervalo de confianca de 95%.

Os resultados dos testes aplicados para o diagnéstico demonstraram que
0 exame parasitoldgico direto apresentou positividade em 63% das amostras, o
kDNA em 94,8% e o hsp70 em 77,7%. A combinacdo dos dois testes

moleculares apresentou positividade igual a 98,2%.

O LRV1 foi detectado em 198 amostras (36,2%) e o resultado foi negativo

para o virus em 349 (63,8%) das amostras.

Na Tabela 25 sdo apresentados os resultados da identificacdo de
espécies utilizando a técnica de digestdo enzimatica (RFLP) do produto de

amplificagdo de DNA do hsp70.

A espécie mais frequente foi L. braziliensis identificada em 84,79% (N=

340) das amostras, seguido de L. guyanensis em 10,72% (N= 43). Foram
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identificadas mais quatro espécies de Leishmania nos casos analisados, com

menor frequéncia (Tabela 25).

Tabela 25 — Frequéncia das espécies de Leishmania encontradas por
meio da técnica de digestdo de produto de PCR do fragmento hsp70

Resultado da digestéo %

HSP70 N  (hsp70+) .C.95% % (ID+) .C.95%

L. amazonensis 2 0,46% (0,0%;1,1%) 0,50% (0,0%;1,2%)

L. braziliensis 340 78,52%  (74,7%;82,4%) 84,79% (81,3%;88,3%)
L. guyanensis 43 9,93% (7,1%;12,7%) 10,72% (7,7%;13,8%)
L. lainsoni 8 1,85% (0,6%:3,1%) 2,00%  (0,6%:3,4%)

L. lindenbergi 1 0,23% (0,0%:0,7%)  0,25%  (0,0%:0,7%)

L. shawi 7 1,62% (0,4%;2,8%) 1,75% (0,5%;3,0%)

Padrao de digestao nao 32 739%  (4,.9%99%) 7,98%  (5.3%:10,6%)
identificado

Negativo para hsp70 124 - - - -

As porcentagens sao mostradas relativas ao conjunto de casos positivos para o hsp70 (coluna
hsp70+) e relativas ao conjunto de casos em que foi o padrdo de digestdo permitiu a
determinagao da espécie (coluna ID+). N= numero de amostras. I.C.95%= Intervalo de confianga
de 95%.

Em 32 amostras (7,98%) nao foi possivel identificar a espécie envolvida
na infeccao (Tabela 25), por apresentarem fragmentos com tamanho distinto das
espécies de Leishmania analisadas na reagao de RFLP e/ou por apresentarem

bandas fracas e de dificil visualizagdo no gel.
5.1.3 Comparacgao entre os resultados dos exames

Na tabela 18 foram apresentados os resultados dos exames realizados.
No presente tépico € apresentada uma analise individualizada e mais detalhada

sobre a relacdo entre os exames.

Na Tabela 26 sao apresentados os resultados dos testes agrupados pelo

tipo de lesdo (mucosa ou cuténea).

Os resultados dos testes aplicados variaram conforme o tipo de lesdo. Em
56% (N= 263) das lesdes cutaneas todos os testes foram positivos e em lesdes
mucosas apenas 39% (N= 35) das amostras apresentou resultados positivo nos
trés testes. Essa diferenca por tipo de lesdo se deu principalmente por conta do

raspado ter apresentado resultado negativo em 36% (n=32) das amostras de
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mucosa ao passo que nas amostras de lesdes cutaneas o raspado foi negativo
em 13% (N=61) (Tabela 26).

Tabela 26 — Resultado conjunto dos exames realizados, agrupados pelo

tipo de lesao

Exame Leséo cutanea Lesdo mucosa
Raspado kDNA hsp70 N % 1.C.95% N % 1.C.95%

+ + + 263 56% (51,7%;60,7%) 35 39% (29,2%;49,5%)
+ + - 32 7% (4,6%;9,1%) 8 9%  (3,0%;14,9%)
+ - + 3 1%  (0,0%;1,4%) 0 0%  (0,0%;0,0%)
+ - - 9 2% (0,7%;3,2%) 1 1%  (0,0%;3,3%)
- + + 84 18% (14,5%;21,4%) 32 36% (26,0%;45,9%)
- + - 84 18% (10,0%;16,1%) 13  10% (7,3%;21,9%)
- - + 16 3% (1,8%;5,1%) 0 0%  (0,0%;0,0%)
Total 468 89

N= numero de amostras. I.C.95%= Intervalo de confianga de 95%.

Na Tabela 27 sdo apresentados os resultados dos exames isoladamente,

bem como a combinacdo dos exames moleculares, para o total de casos

positivos e agrupados por tipo de lesao.

O raspado foi o teste que apresentou o menor indice de positividade nos

dois tipos de leséo, 66% (N= 307) em cutanea e 49% (N= 44) em mucosa. O

kDNA apresentou os maiores indices de positividade, 99% (N= 440) em lesbes

cutaneas e 94% (N=88) em lesbes mucosas. O hsp70 foi positivo em 78% (N=

366) das lesdes cutaneas e em 75% (N= 67) das lesbes mucosas (Tabela 27).

Tabela 27 — Resultados isolados dos exames e exames moleculares
combinados, para o total de casos positivos e agrupados por tipo de leséo

Total (N=557)

Exame - + %(+)

Raspado 206 351 63%

kDNA 29 528 95%
hsp70 124 433 78%
Moleculares

combinados 10 547 98%

.C.95%
(59,0%:67,0%)
(92,9%:96,6%)
(74,3%:81,2%)

(97,1%:99,3%)

Cutanea (N=468)

- %)
161 307 66%

28 440 99%
102 366 78%

9 459 98%

1.C.95%

+

(61,3%:69,9%) 45 44

(96,7%;100%)
(74,5%:81,9%) 22 67

(96,8%:99,3%)

1

1

88

88

Mucosa (N = 89)

%(+)
49%
94%
75%

99%

1.C.95%
(39,1%:59,8%)
(91,9%:;96,2%)
(66,3%:84,2%)

(96,7%;100,0%)

N= numero de amostras. I.C.95%= Intervalo de confianga de 95%.
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Na Tabela 28 sao apresentados apenas os parametros de sensibilidade
dos testes considerando dois cenarios para posterior discussao, reiterando que

todos os individuos examinados tinham suspeita clinica de LT.

Quando a referéncia clinica foi o conjunto de exames, o KDNA apresentou
sensibilidade de 95% ao passo que o raspado apresentou 63% de sensibilidade.
Quando a referéncia clinica foram os exames moleculares combinados, o KDNA

apresentou 97% de sensibilidade contra 62% do raspado (Tabela 28).

Tabela 28 - Parametros de sensibilidade dos testes considerando 2
cenarios

‘Referéncia . Rg‘;‘f}?g;‘f'a Sensibilidade
clinica” + ) (1.C.95%)
+ 351 0 )
Raspado i 206 166 0,63 (0,59; 0,67)
+ 528 0 ]
Conjuntode  KONA = 59 465  0:95(0.93,0,96)
exames + 433 0 .
hsp70 i 124 166 0,78 (0,74; 0,81)
Moleculares + 547 0 .
combinados - 10 166  028(0.97,0,99)
+ 341 10 )
& camos Raspado ) 206 166 0,62 (0,58; 0,66)
+ 528 0
moleculares kDNA ) 19 176 0,97 (0,95; 0,98)
combinados + 433 0
hsp70 i 114 176 0,79 (0,76; 0,82)

N= nimero de amostras. I.C.95%= Intervalo de confianga de 95%.

Nas Tabelas 29 e 30 foi empregado o mesmo método da Tabela 26,

porém agrupando os casos em fung¢ao do tipo de leséo.

Na tabela 29 sédo apresentados os resultados avaliando os dois cenarios
em amostras de lesdo mucosa. No conjunto de exames o teste que apresentou
maior sensibilidade foi o KDNA com 94% e o teste que apresentou a menor

sensibilidade foi o raspado, com 49%.

75



Tabela 29 - Parametros de sensibilidade dos testes, avaliando apenas
pacientes com lesdo mucosa, considerando dois cenarios.

"Referéncia

"Referéncia . Sensibilidade
clinica’ Exame Cfiniea” (1.C.95%)
+ 44 0 .
Raspado i 45 34 0,49 (0,39; 0,60)
+ 83 5 .
Conjunto de kDNA i 1 34 0,94 (0,91; 0,96)
exames + 67 0 .
hsp70 i 59 34 0,75 (0,65; 0,84)
Moleculares + 88 0 .
combinados - 1 34 0,99 (0,94;1,00)
Raspado * ¥ 1 049(038:0,60)
- 45 34
Exames + 83 5
moleculares kDNA i 0 35 0,96 (0,94; 0,97)
combinados + 67 0
hsp70 o1 35 0,76 (0,66; 0,85)

N= numero de amostras. I.C.95%= Intervalo de confianga de 95%.

Quando analisados os diferentes testes aplicados a lesdes cutaneas,
pode-se observar que o KDNA apresentou sensibilidade de 99% no conjunto de
exames e 100% de sensibilidade quando utilizado o parametro de exames
moleculares combinados. O raspado apresentou sensibilidade superior em
relagdo ao observado nas lesbes mucosas, com indice de 66% no conjunto de

exames e 65% na combinagdo de exames moleculares (Tabela 30).

Tabela 30 - Parametros de sensibilidade dos testes, avaliando apenas
pacientes com lesao cutanea, considerando dois cenarios

. "Referéncia o
"Referéncia e Sensibilidade
clinica’ Exame Sfiniea” (1.C.95%)

+ 307 0 )
Raspado i 161 132 0,66 (0,61; 0,70)
+ 440 0 .
Conjunto de KDNA - 28 132 0,99 (0,94;1,00)
exames + 366 0 .
hsp70 i 102 132 0,78 (0,74; 0,82)
Moleculares + 459 0 .
combinados - 9 132 0,98 (0,96; 0,99)
Raspado * 23 9 (65(0,60:0,69)
- 161 132
Exames + 440 0
moleculares  kDNA ) 19 141 1,00 (0,96; 1,00)
combinados + 366 0
hsp70 i 93 141 0,80 (0,97; 1,00)

N= ndumero de amostras. I.C.95%= Intervalo de confianga de 95%.
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52 A EXPRESSAO GENICA DE HUMANOS E PARASITAS
RELACIONADAS A CARGA PARASITARIA E CARGA VIRAL

Esta segcao compreende os resultados dos experimentos realizados com
um numero de 100 amostras clinicas com suspeita de LT coletadas num periodo
de tempo continuo, de fevereiro a novembro de 2015, sendo 88 amostras
positivas (infeccdo por Leishmania confirmada por PCR em tempo real) e 12
negativas. A relacdo dos genes investigados quanto a expressao génica esta

apresentada no Apéndice C.
5.2.1 Quantificagcdo da carga parasitaria

Foram realizados os ensaios de linearidade (curva-padrdo) para
determinacao do limite de detecgdo para L. (V.) braziliensis, sendo detectados
cinco pontos para o hsp70 (10% a 10? parasitas/mL). A partir da curva-padréo

foram obtidas as quantificacées da carga parasitaria.

As amostras com carga parasitaria positiva totalizaram 92 amostras e
foram classificadas em dois grupos para as analises de expressao: High Parasite
(HihgP) e Low Parasite (LowP), para amostras com alta e baixa carga parasitaria,
respectivamente. No grupo HighP foram agrupadas 55 amostras com carga
minima de 117,47 parasitas/mL e maxima de 6.350.526 parasitas/mL. O grupo
LowP totalizou 37 amostras com carga minima de 0,98 parasitas/mL e maxima
de 99,28 parasitas/mL.

5.2.2 Quantificagdo da carga viral

Apos a extracdo de RNA, sintese de cDNA e PCR da amostra CP, o
produto obtido apds a PCR foi purificado conforme descrito anteriormente e

visualizado em gel de agarose (Figura 14).
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250pb

S0pb

Figura 14 - Gel de agarose para confirmagao da purificagdao do fragmento
para curva padrao. Gel de agarose a 2% corado com GelRed. Linha 1:
marcador de peso molecular de 50pb e linha 2: fragmento purificado da amostra
CP com fragmento de 240 pares de bases.

Posteriormente a clonagem do produto purificado, foram selecionadas 10
colonias com perfil positivo (coloragéo branca) e submetidas a PCR direta com
os iniciadores LRV F e LRV R. Os produtos foram visualizados em gel de
agarose (Figura 15) confirmando a positividade dos clones selecionados na

placa.

1 2 3 4 5 6 7 g 9 10 11 12 13

250pb

S0pb

Figura 15 - Gel de agarose com as coldnias selecionadas para PCR de
coloénia. Gel de agarose a 2% corado com GelRed. Linha 1: Marcador de peso
molecular de 50pb; Linhas 2 a 11: colénias selecionadas positivas para a
transformacéao; Linha 12: Controle positivo da PCR e Linha 13: Controle negativo
da PCR

Apods a reacao de restricado enzimatica com a enzima Notl, o resultado foi
verificado em gel de agarose a 0,8% (Figura 16 A) e o fragmento excisado do
gel foi purificado com a finalidade de obtengdo somente do fragmento referente
a sequencia do LRV1. A purificagao foi confirmada em gel de agarose a 2% onde
foi observado a presenga do fragmento de aproximadamente 250 pares de bases
(Figura 16 B).
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S00pb
250ph

Figura 16 - Gel de agarose com resultado da reagdo de restricao e
purificagao. Figura 16 A: Gel de agarose a 0,8% corado com GelRed™. Linha
1: Marcador de peso molecular de 1kB. Linha 2: Fragmento apds reacdo de
restricdo com a enzima Notl. Figura 16 B: Gel de agarose a 1% corado com
GelRed™. Linha 1: Marcador de peso molecular de 250 pb. Linha 2: fragmento
apos purificagao.

O resultado obtido no ensaio de qPCR apds a diluigado seriada pode ser
observado na Figura 17. As diluigdes foram realizadas nas concentragbes de
1x108 a 1x10°. O valor de R?foi igual a 0,99795 e obtida a formula y= 2,9327x +
5,6132 para a quantificacdo do numero de cépias do LRV1. O ensaio de gPCR
para obtencao da curva padrao foi realizado em ftriplicata e os valores de cada
ponto representam a média das triplicatas.

y=2,9327x +5,6132
35 R2=0,9979

30
25
20
15
10

Ciclo treshold

10"8 1077 10°6 10°5 1074 10°3 10"2 10"1 1070
Diluicao

Figura 17 — Grafico da curva padrao obtida por ensaio de qPCR com as
diluicoes seriadas do fragmento de LRV1 purificado.

A quantificagdo da carga viral foi realizada num total de 100 amostras
clinicas. Destas, foi possivel detectar copias virais em um total de 62 amostras.
A distribuicdo das amostras positivas na reagdo de qPCR para LRV1 podem ser

visualizadas na Figura 18, onde observamos a distribuicdo das 62 amostras em
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relagdo ao numero de copias de LRV1 corrigida pelo numero de parasitas

detectado na carga parasitaria.
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Figura 18 - Distribuicao das 62 amostras com carga viral de LRV1 detectada
por gPCR. Os pontos se correlacionam no eixo X ao numero de coépias de
virus equivalente ao numero de parasitas.

Foram positivos no teste de quantificagdo da carga parasitaria um total de
62 amostras, que foram agrupadas em alta carga viral (HighLV) e baixa carga
viral (LowLV). No grupo HighLV foram agrupadas 35 amostras com carga
minima de 5,56 cépias/mL e maxima de 93.453,59 copias/mL. O grupo LowLV
totalizou 27 amostras com carga minima de 0,08 copias/mL e maxima de 3,46
copias/mL. O numero de cdpias de LRV1 foi corrigido pelo numero de copias do

parasita.
5.2.3 Arelacédo LRV1 x Carga parasitaria

A partir da classificagdo das amostras em relagdo a carga parasitaria e a
presenca e auséncia do LRV1, foi realizado o Teste exato de Fisher, com a
finalidade de verificar a associagédo entre o LRV1 e a carga parasitaria, onde a
hipétese nula é a de que o LRV1 nado possui relagdo com a carga parasitaria e a

hipotese alternativa de que o LRV1 possui relagcédo. Foi obtido o valor de p=
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0.001603, indicando que a presenga do LRV1 possui associagdo com a carga

parasitaria (Figura 19).

LRV+ LRV-
W Alta Carga Parasitaria Baixa carga parasitaria

Figura 19 - Relagcdao entre os resultados de carga parasitaria e
presenga ou auséncia de LRV1.

5.2.4 Ensaio multiplex de expresséo génica

Os resultados dos ensaios de expressao génica foram divididos em duas
partes, a primeira compreende os resultados da expressao dos genes humanos

e a segunda a resultados da expresséo dos genes do parasita.

Do total de 74 genes humanos investigados (Apéndice C), seis genes
(ligante de quimiocina 2 - CCL2, ligante de quimiocina11 - CXCL11, receptor de
quimiocina 3 - CXCR3, Interleucina 17A - IL-17A, Interleucina 4 - IL-4 e molécula
adaptadora de receptor do tipo Toll - TICAM1) apresentaram resultados
negativos para a maioria das amostras testadas, e devido a falha de
desempenho no ensaio multiplex, os resultados desses genes nao foram

explorados.

As analises dos demais genes foram realizadas pela comparagdo da

expressao dos genes entre diferentes grupos de amostras.

A analise inicial avaliou a expressao dos genes no grupo de amostras com
resultado negativo para leishmaniose tegumentar versus o grupo de amostras
positivas para leishmaniose tegumentar. Os genes de “protein kinase interferon
inducible doublestranded RNAdependent activator — PRKRA”, do Fator de
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crescimento Beta 2 - TFGB2 e do Receptor associado 3 do TNF - TRAF3 foram
mais expressos no grupo de amostras positivas para LT (Figura 20). No grupo

de amostras negativas nenhum gene foi significantemente mais expresso.

PRKRA TGF-B2 TRAF3
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Figura 20 — Genes expressos diferencialmente entre os grupos de
amostras positivas e negativas para LT. LeishN = amostras positivas para LT;
LeishP = amostras negativas para LT. * = valor de p < 0,05; - = valor de p < 0,1.

Quando comparadas as expressdes génicas do grupo com baixa carga
parasitaria versus o0 grupo com alta carga parasitaria, alguns genes
apresentaram diferenca significante na expressao: Caspase 1 - CASP1, receptor
de quimiocina CCRS, Interleucina 12 - IL12, Interleucina 21 - 1L21, Interleucina
1 alfa - ILA e Inflamassoma de NALP3 - NALP3, todos com expressao

aumentada no grupo com baixa carga parasitaria (Figura 21).
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Figura 21 - Genes diferencialmente expressos nos grupos com baixa carga
parasitaria e alta carga parasitaria. lowP = amostras com baixa carga
parasitaria; highP = amostras com alta carga parasitaria. * = valor de p < 0,05; -
= valorde p<0,1.

Quando comparadas as expressdes nos grupos de amostras de pacientes
com a forma cutanea (LC) da doenga em relagdo ao grupo de amostras com a
forma mucosa (LM), apenas o gene da Caspase 5 - CASPS foi significativamente

mais expresso no grupo LC (Figura 22).
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Normalized Expression Values
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LCc M
Group

Figura 22 — Gene humano expresso diferencialmente entre os grupos de
amostras de lesao cutanea e amostras de lesao mucosa. LC = amostras de
lesdo cutanea; LM = amostras de lesdo mucosa. - = valor de p <0,1.
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Foram obtidos resultados com significancia estatistica para os genes do
Fator de crescimento Beta - TGF1 e da Interleucina 12 - IL12 para os grupos de
LM (Figura 23) e dos genes da Interleucina 12 - IL12, da Interleucina 21 - IL21 e
do gene do Inflamassoma de NLRP3 para os grupos LC (Figura 24), quando
consideramos grupos de amostras em relagao a carga parasitaria agrupadas por

tipo de leséo (LC — leishmaniose cutanea e LM — leishmaniose mucosa).

TGF-1 IL12
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0.4
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0.2
Normalized Expression Values
0.3
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Normalized Expression Values
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0.1

0.0

lowP highP lowP highP

Group Group

Figura 23 — Genes humanos expressos diferencialmente entre os grupos
com baixa carga parasitaria e alta carga parasitaria em amostras de lesao
mucosa. lowP = amostras com baixa carga parasitaria; highP = amostras com
alta carga parasitaria. - = valor de p <0,1.

IL12 NLRP3 IL-21

Normalized Expression Values
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Figura 24 — Genes humanos expressos diferencialmente entre os grupos
com baixa carga parasitaria e alta carga parasitaria em amostras de lesao
cutanea. lowP = amostras com baixa carga parasitaria; highP = amostras com
alta carga parasitaria. * = valor de p < 0,05; - = valor de p < 0,1.

Analisamos a participagcédo do LRV1 na expressao dos genes estudados e
para isso consideramos grupos formados por amostras LRV negativas (LRVneg)
x amostras LRV positivas (LRVpos), considerando todas as amostras (Figura
25), apenas amostras de pacientes com lesdo mucosa (Figura 26) e amostras

de pacientes com lesao cutanea. Nesse ultimo grupo nao foi observado nenhum
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gene diferencialmente expresso, bem como na comparagéo entre os grupos com

alta e baixa carga viral.

Os genes da Caspase 1 - CASP1, Interleucina 21 - IL21 e do Receptor
associado 6 do TNF - TRAF6 foram mais expressos no grupo negativo para
LRV1 enquanto Caspase 8 - CASPS8 e IL17A foram mais expressos no grupo
positivo para LRV1 (Figura 25). O gene da Interleucina 17A ndo apresentou
diferencga significativa, provavelmente por ser um dos alvos que foi detectado em
um pequeno numero de amostras, porém foi ilustrado devido a recente
descoberta da participagdo desse gene no desfecho clinico de amostras LRV

positivas e sera discutido posteriormente com mais detalhe.

CASP1 IL-21 TRAF6 CASP8 IL17A
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Figura 25 — Genes humanos expressos diferencialmente entre os grupos
de amostras negativas para o LRV1 em comparagdo com amostras
positivas para o LRV1. LRVneg = amostras negativas para o LRV; LRVpos =
amostras positivas para o LRV. * = valor de p < 0,05; - = valor de p < 0,1.

Os genes ilustrados na figura 26 apresentaram expressdo aumentada no
grupo de amostras LRV negativas em comparacédo com as amostras LRV

positivas em pacientes com lesdo mucosa.

85



© 4 *
~ o
(=]
o
S
© 0 .
o o 7 o © o o «
i 3
g g g g 8
© ] = ro ) ]
> v | > o > o > =
5 © § S 5 E 5
B ) @ 7] >
3 ?
g = 8 8 o [ o
g © 8 o g8 o 7 g a
> ] 3 3 b3
i} d o w w w
o « o o o el
] ° 2 2 o 8 &
© © o _| T o © =
E o E o E £ g
o s o o o o
z ° z P4 P4 P4
- 4 o o
S
=] < =
S} S} <
LRVneg  LRVpos LRVneg  LRVpos LRVneg  LRVpos LRVheg  LRVpos LRVneg  LRVpos
Group Group Group Group Group
MIF TRAF3
ILA TLR1
o ..o Qi 0 |
o © o
© 173
@ 2 .
5} $ o s <
8 ER g ERE
2 ] > 3
] > o g >
= c < S
c S S o o
S 2 S o B
s 2 ] 2 o |
3 o 3 e o
L g = a
3 5O X o &
i} = d o u
B K B S o
19 N N N 3 A
= = N =
< E s o | g
E £ £ o s
£ 5 g
o o
2 z 3 2 z
= s 7
o
) IS )
IS IS ©
LRVneg  LRVpos LRVneg  LRVpos LRVneg  LRVpos LRVneg LRVpos
Group Group Group Group

Figura 26 — Genes humanos expressos diferencialmente entre os grupos
de amostras negativas e positivas para o LRV1 em lesées mucosas.
LRVneg = amostras negativas para o LRV; LRVpos = amostras positivas para o
LRV. * = valor de p < 0,05; - = valor de p < 0,1.

Também analisamos comparativamente a expressdo dos genes
considerando quatro grupos de amostras: (i) alta carga parasitaria e alta carga
viral, (ii) alta carga parasitaria e baixa carga viral, (iii) baixa carga parasitaria e
alta carga viral e (iv) baixa carga parasitaria e baixa carga viral. Com excecao de
trés genes (MYD88, TGF1 e CASP5) os demais genes foram menos expressos
no ultimo grupo, porém nenhum com significAncia estatistica. Esses resultados
precisam ser melhor investigados, mas reforgam a participacéo do parasita e de

seu endossimbionte na regulagédo da expressao de genes humanos.

As andlises da expressdo dos genes de Leishmania também foram
realizadas comparando a expressao de genes em diferentes grupos. Quando
comparadas as expressdes no grupo com alta carga parasitaria (highP) versus
0 grupo com baixa carga parasitaria (lowP), foram expressos com significancia

estatistica os genes da Glicoproteina 63 - GP63, Proteina quinase ativadora de
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mitose - MAPK e da peroxiredoxina — PXR, todos mais expressos no grupo com
baixa carga parasitaria (Figura 27).
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Figura 27 — Genes de Leishmania expressos diferencialmente entre os
grupos de amostras com baixa carga parasitaria x alta carga parasitaria.
lowP = amostras com baixa carga parasitaria; highP = amostras com alta carga
parasitaria. * = valor de p < 0,05; - = valor de p < 0,1.

A andlise da expressado dos genes de Leishmania entre os grupos de
amostras LRV1 positivas e LRV1 negativas demonstra que os genes da Proteina
do choque térmico 60 foi diferencialmente mais expresso no grupo LRV1 positivo
ao passo que o gene da Tripanotiona redutase — TRYR foi mais expresso no
grupo LRV negativo (Figura 28).
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Figura 28 - Genes de Leishmania expressos diferencialmente entre os
grupos de amostras LRV1 negativo x LRV1 positivo. LRVneg = amostras
negativas para o LRV; LRVpos = amostras positivas para o LRV. * = valor de p
<0,05; ** = valor de p < 0,01.

Analisando os grupos negativos e positivos para LRV1 em amostras de
lesdo cutdanea observamos maior expressdo no grupo LRVneg para os genes

gama glutamil cisteina sintetase — GSH, da Proteina quinase ativadora de mitose
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— MAPK, da peroxiredoxina — PRX e da Tripanotiona redutase — TRYR, enquanto
o gene da Thiolase-like — THIOL foi mais expresso no grupo LRVpos (Figura 29).
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Figura 29 - Genes de Leishmania expressos diferencialmente entre os
grupos de amostras LRV negativo x LRV positivo em Lesdes Cutaneas.
LRVneg = amostras negativas para o LRV; LRVpos = amostras positivas para o
LRV. * = valor de p < 0,05; ** = valor de p < 0,01.

A andlise da expressado dos genes de Leishmania entre os grupos de
pacientes com LC e LM n&o apresentou diferenca significativa para os genes

analisados.

88



5.3 A FILOGENIA DO LEISHMANIA RNA VIRUS 1

As sequéncias analisadas correspondem a LRV1 detectados em cepas
de Leishmania isoladas em diferentes areas da regido Amazonica brasileira, da

Bolivia e Guiana Francesa (Figura 30).
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Figura 30 - Mapa parcial da América do Sul indicando a distribuigao
geografica das cepas de Leishmania positivas para LRV1, incluindo as
sequencias do presente estudo. Mapa parcial do Brasil (branco), dividido pelos
Estados. Paises vizinhos (cinza) e Bolivia e Guiana Francesa em cinza escuro.
Os grupos sado os mesmos que relatados por Tirera et. al. (2017). Os numeros
indicam as sequéncias analisadas de cada regido geografica, seguindo a ID
apresentada na Tabela 17. O mapa foi construido usando o Quantum GIS verséao
2.18.13 (http://download.qgis.org), as camadas de base foram adquiridas de
Carlos Efrain Porto Tapiquen, Orogenesis Soluciones Geograficas, Porlamar,
Venezuela, 2015, baseado em formas do Instituto de Pesquisa de Sistemas
Ambientais (ESRI) com distribuigdo gratuita (http://tapiquen-sig.jimdo.com). Os
pontos correspondentes de cidades e paises foram obtidos do Google Earth
(http://earth.google.com).

5.3.1 Caracteristicas das sequéncias

As sequencias apresentaram 252 sitios conservados, 192 sitios
polimorficos e 166 sitios parcimoniosamente informativos. A composigdo de
nucleotideos corresponde a 26,3%(U), 23,3%(C), 28,9%(A), 21,5%(G). Foi
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realizado o teste Phi (BRUEN; PHILIPPE; BRYANT, 2006) e ndo foi observada

evidéncia significante de recombinagao.
5.3.2 Defini¢do dos grupos e similaridade das sequéncias

Para a definicdo dos nomes dos grupos observados nas analises
filogenéticas foi adotada a mesma nomenclatura utilizada anteriormente
(TIRERA et al., 2017) uma vez que os mesmos seis grupos observados no
estudo anterior foram mantidos (Figura 31), embora tenhamos usado uma regiéo
pequena do genoma viral, enquanto no estudo anterior os grupos foram definidos

apos analise do genoma completo.
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Figura 31 - Arvore filogenética de Leishmania RNA Virus 1 detectados em
diferentes espécies de Leishmania (Viannia) de paises da América do Sul.
Os grupos A a F foram definidos anteriormente (TIRERA et al., 2017). L.b. = L.
braziliensis; L.g. = L. guyanensis; L. = L. shawi. Para detalhes das amostras, ver
Tabela 17. A arvore foi inferida com base no modelo Tamura 92 e distribuicéo
Gamma. Sdo mostrados os valores de Bootstrap (apds 10.000 repetigdes) acima

de 70%.
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Todas as sequéncias de LRV1 de L. guyanensis obtidas no presente
estudo se agruparam no grupo D, que no estudo anterior foi representado por
uma sequéncia de LRV1 de L. guyanensis isolada no Brasil (1398) e por
sequéncia de LRV1 de L. guyanensis (2001) isolada de um paciente que adquiriu

a infecgao no Brasil (Manaus, Amazonas).

Todos os grupos apresentaram valores de bootstrap altos, indicando bom
suporte para a formagdo desses grupos. Os grupos de A a E configuram
sequencias de virus de L. guyanensis e o grupo F com sequencias LRV1 de L.
braziliensis. Adicionalmente, analisamos, pela primeira vez, sequéncia de LRV1

detectado em L. shawi e essa foi identificada como Ls na arvore filogenética.

A rede construida pelo NeighborNet (Figura 32) demonstram os mesmos
grupos observados na Figura 31. Na MinSpanning Network trés clusters foram
apresentados, sendo um composto por todas as sequéncias de LRV1 de L.
braziliensis (1), o outro por todas as sequéncias de LRV1 de L. guyanensis do
grupo D (Il) e o terceiro pelas demais sequéncias de LRV1 de L. guyanensis,

além de L. shawi (Figura 33).
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diferentes espécies de Leishmania (Viannia).
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Os grupos A, B e C mantiveram a mesma composi¢gdo do que relatado
anteriormente (TIRERA et al., 2017). Destaca-se o fato de que todas as
sequéncias de LRV1 de L. guyanensis da Guiana Francesa, com exceg¢ao da
sequéncia do grupo E, estdo nesses grupos, embora no grupo A um subgrupo
bastante robusto seja observado e este contém 3 sequéncias de LRV1 de L.
guyanensis de Monte Dourado. Duas dessas, U01899 e KX808487, obtidas da
mesma cepa de L. guyanensis disponibilizadas nos anos de 1994 e 2017,
respectivamente, e estas apresentaram trés diferencas de nucleotideos entre

elas.

No grupo A, com excegao das duas sequencias idénticas, as divergéncias
variaram de 2 (2028g3 x WF69c2) a 42 (2028c2 x M4147-U01899) com média
igual a 29,5. O grupo B, composto somente por virus de cepas isoladas na
Guiana Francesa, apresentou divergéncia minima igual a 2 (3354 x 3542) e
maior divergéncia igual a 27 (MC71 x VW21).

As sequencias de LRV1 de cepas de L. guyanensis identificadas neste
trabalho e isoladas de pacientes de Rondbénia e do Amazonas apresentaram a
menor diversidade dentro do grupo D (variando de 4 a 46, com média igual a
29,06). A unica sequencia de LRV1 de L. guyanensis de RO (3538) apresentou
menor divergéncia com as sequencias 3460 e 3486 do AM (igual a 8 e 9
respectivamente) e maior divergéncia com as sequencias 3354, do PA e 2001,
LF94 e XJ93c2 da Guiana Francesa: 48, 47, 66 e 68, respectivamente.

A média geral da distdncia de Tamura foi de 0,187 e a distancia maxima
foi observada entre sequéncias LRV1 do grupo F, composto de L. braziliensis e
sequencias de LRV1 do grupo A de L. guyanensis (0,329), mostrando 91
diferencas. As sequéncias de LRV1 do grupo B apresentou a menor distancia
média do grupo (0,040), enquanto as sequéncias de LRV1 do grupo F
apresentou a maior distancia média do grupo (0,146); essa distancia foi préxima
da média entre as sequéncias do grupo A e B (média = 0,155). Os grupos Ae D
apresentaram 0,063 e 0,084 como distancia média dentro de cada grupo. A
distancia média mais baixa entre os grupos foi observada entre os grupos B e C
(0,0108), seguida dos grupos A e B (0,114). Considerando apenas LRV1 de L.
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guyanensis, as sequéncias do grupo D foram as mais divergentes (entre a
distancia média do grupo variando de 0,190 a 0,203), corroborando sua posigao

MinSpanning network (Figura 31).

As duas sequencias de LRV1 de cepas de L. guyanensis mais divergentes
foram LF94 e XJ93c2. A sequencia LF94 pertence ao grupo E apresentou maior
similaridade com o grupo D, ao passo que a sequéncia XJ93c2 que pertence ao
grupo C apresentou maior similaridade com as sequencias dos grupos Ae B. O
grupo E manteve-se isolado, conforme demonstrado anteriormente, apesar da

sequencia M92355 néo ter sido incluida nas analises.

A sequéncia unica de LRV1 de L. shawi (1545) apresentou maior
similaridade com as sequencias de LRV1 de L. guyanensis dos grupos A e B
(minima de 51 e maxima de 73, média = 66,6) e maior divergéncia com o grupo

F de Leishmania (V.) braziliensis (minima de 72 e maxima de 92, média 79,7).

No grupo F, além das sequencias de LRV1 de L. (V.) braziliensis ja
reportadas (YA70 e Lb2169), foram agrupadas as demais sequencias de cepas
da mesma espécie de Leishmania, provenientes de isolados da Bolivia e de
Rondénia/Brasil. Nao foi identificada nenhuma sequencia idéntica dos virus de
L. braziliensis. As sequéncias com menor divergéncia foram a 3569 e a 3567
(numero de diferencgas igual a 12) e a maior divergéncia observada entre as
sequencias 3545 e Lb2169 da Bolivia (numero de diferencas igual a 77).
Considerando somente os virus encontrados em cepas de Leishmania (V.)
braziliensis de RO, as diferengas variaram entre minimo de 12 e maximo de 58,
média = 40,9. As cepas de LRV1 de Leishmania (V.) braziliensis da Bolivia
apresentaram maior diferenga entre as sequencias (minimo 36 e maximo 68,
meédia igual a 49,5). A unica cepa de LRV1 de Leishmania (V.) braziliensis da
Guiana Francesa (YA70) apresentou divergéncia semelhante entre os demais
parasitas Leishmania de RO e da Bolivia (minima 62 a maxima 76, média = 68).
Dentro do grupo F a sequéncia mais divergente foi a YA70. A arvore filogenética
(Figura 20) mostra a formagéao de dois sub-grupos, separando as sequéncias de
LRV1 da Bolivia daquelas de RO, mas com baixo suporte de boostrap. Embora

a divergéncia dentro desse grupo seja semelhante a observada entre os grupos
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A e B de L. guyanensis, o resultado apresentado na MinSpanning Network
suporta ainda mais que as sequéncias de LRV1 de L. braziliensis aqui analisadas

formam um unico grupo (Figura 31).

As sequencias foram analisadas no software BLOG versido 2.0
(WEITSCHEK et al., 2013) com a finalidade de detectar caracteres especificos
de LRV1 de diferentes espécies de Leishmania e localizagdes geograficas. Em
todas as sequéncias de LRV de L. braziliensis foi detectado uma base “G” na
posicao 369. Quando comparadas as sequencias de L. braziliensis do Brasil
(RO) e da Bolivia, foram detectados caracteres especificos de virus do Brasil
(possui G na posicéo 247 e G na posi¢ao 316), e da Bolivia (possui A na posi¢céo
262 e G na posicao 369). Nas sequencias de LRV de L. guyanensis do Brasil os
caracteres especificos foram detectados em uma unica posi¢ao (possui T na
posicédo 196) e L. guyanensis da Guiana Francesa (n&o possui C na posi¢ao 79

e G na posigao 393).
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6 DISCUSSAO

6.1 ASPECTOS DA EPIDEMIOLOGIA DA LT NO ESTADO DE
RONDONIA

Foram analisadas 724 amostras de pacientes com suspeita clinica de LT.
Uma das amostras analisadas foi coletada de paciente que apresentava a forma
disseminada da doenga, infecgdo causada por L. braziliensis e negativa para o
LRV1, as demais 723 amostras correspondiam a lesdes cutdaneas e mucosas.
Devido parte das analises estatisticas utilizarem o tipo de lesdo para inferir as
associacoes, a amostras de leishmaniose disseminada foi excluida das analises

realizadas nesse estudo.

Um total de 77% (N=557) das amostras analisadas foram positivas para
pelo menos um dos testes parasitologicos aplicados. Apesar de se tratar de uma
analise baseada em amostra com suspeita clinica, o indice de positividade foi
alto, mas ndo podemos inferir que as demais amostras analisadas eram

realmente negativas para LT.

A auséncia de um exame considerado padréo ouro para diagnéstico da
leishmaniose tegumentar americana, ou mesmo de uma referéncia clinica
padronizada, prejudica a estimativa dos parametros classicos de acuracia
diagnodstica dos testes (sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e
negativo) (BOSSUYT et al., 2015).

As andlises das variaveis (sexo, idade, tipo de lesdo, forma de aquisi¢ao
da doenga, relato de LT pregressa) foram realizadas com base nas 557 amostras

que tiveram resultado positivo para pelo menos um dos trés testes.

A idade dos pacientes positivos para LT variou de 2 a 86. Na figura 13
podemos observar que houve uma concentracdo maior dos casos, na escala
entre 20 e 60 anos. O numero de casos foi mais frequente em pacientes do sexo
masculino totalizando 78,6% (N=438) dos casos, e apenas 21,4% das amostras
correspondiam a pacientes do sexo feminino. A forma de aquisicdo mais
frequente foi no exercicio de atividade remunerada, correspondendo a 84,4% do

total de casos. Esse perfil € similar ao descrito em outras areas da regido
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Amazébnica. No Acre, 63 a 81,1% dos casos de LT foram registrados em
pacientes do sexo masculino, com idade variando de 2 a 86, sendo a maior parte
entre 15 e 45 anos (APARECIDA; GALATI, 2008; OLIART-GUZMAN et al., 2013;
TELES et al., 2015). No Amazonas também foi observado um maior numero de
casos de LT em pacientes do sexo masculino com 86,2% dos casos e cerca de
90% deles também ocorreram na faixa etaria entre 15 a 45 anos (CHAGAS et
al., 2006). A forma de aquisicdo abordada nao foi realizada de acordo com os
demais trabalhos descritos na literatura, onde é verificado o tipo de atividade
exercida pelo paciente. Aqui, abordamos somente se a aquisicdo foi durante o

exercicio de atividade remunerada ou em atividades de lazer.

Cerca de um tergo dos pacientes (N=130/23,3%) positivos relatam a
existéncia de LT pregressa (43,08% de LM e 56,92% de LC), e destes, 95,5%
relata ter feito algum tipo de tratamento para a lesdo anterior. Nao foi avaliado o
tipo de tratamento realizado pelo paciente, se este foi especifico para LT e ainda
se seguiu o protocolo preconizado pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2017a).
Um dos principais fatores relacionados a recidiva de LT € a falha terapéutica,
que é relatada em até 33% dos casos, sendo associada a espécie do parasita
(AREVALDO et al., 2007; LLANOS-CUENTAS et al., 2008), a presenca de LRV1
(ADAUI et al., 2015; BOURREAU et al., 2015), resposta imune do hospedeiro
(TUON et al., 2008), ao tipo de lesdo (AMATO et al., 2008a), entre outros.

A lesdo cutanea foi a forma clinica mais frequente nas amostras
analisadas, caracterizada em 468 pacientes (84,02%), as demais amostras
(N=89/15,98%) eram de pacientes que apresentaram lesbes mucosas. Por se
tratar de uma amostra coletada no Centro de Referéncia em Medicina Tropical
do estado, ndo é possivel estimar que esse numero represente a porcentagem
de LC e LM em Porto Velho, tendo em vista que € um hospital de referéncia, é
provavel que uma maior quantidade de pacientes com a forma clinica mucosa
seja encaminhada a esse centro. De forma geral, a propor¢édo de LM nas
Ameéricas € de 3,1% em relagao a LC, porém, esse numero varia conforme a
frequéncia das espécies, aspectos genéticos e imunologicos do hospedeiro, e
ainda a disponibilidade de diagnostico e tratamento (REVEIZ et al., 2013). No
Brasil, em média 5 a 7% dos pacientes evoluem para LM (AMATO et al., 2008a;
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LESSA et al., 2007), entretanto na Bolivia (pais fronteirico com o estado de
Rondénia) essa porcentagem varia de 12 a 14,5% (TEDESQUI et al., 2012),
semelhante ao observado nesse estudo. E importante ressaltar que na Bolivia o

tratamento para LT é custeado pelo paciente, sendo 0 acesso ndo universal.

Em 433 amostras foi possivel a identificacdo da espécie de Leishmania
(Tabela 23). A espécie mais frequente foi L. braziliensis identificada em 84,79%
dos casos. Esse cenario € o observado em outras regides que fazem fronteira
com o estado de Ronddnia, como o Mato Grosso (CARVALHO et al., 2006) e a
Bolivia (MARTINEZ et al., 2001). No Acre, a espécie mais frequente também é
L. braziliensis, responsavel por cerca de 60% dos casos humanos de LT, seguido
de infecc¢des por L. shawi (TELES et al., 2015) ou L. lainsoni (TOJAL DA SILVA
et al., 2006). No nosso estudo a segunda espécie mais frequente foi L.
guyanensis, sendo esta espécie responsavel por cerca de 70% dos casos de LT
no Amazonas, unico estado do Brasil onde L. braziliensis ndo ocorre com maior
frequéncia (CAMARA COELHO et al.,, 2011; GUERRA et al.,, 2011). Em
Ronddnia, um estudo conduzido pelo nosso grupo ja havia descrito o cenario de
distribuicdo das espécies em 156 amostras clinicas (CANTANHEDE et al., 2015),
e a frequéncia das espécies é muito semelhante ao observado nesse estudo,
com destaque para a identificacdo de L. lindenbergi, sendo o primeiro relado
dessa espécie em Ronddnia e que, até o momento, s6 havia sido observada em
uma regido do Para (SILVEIRA et al., 2002). E importante ressaltar que as
amostras analisadas no estudo anterior nao fazem parte no numero amostral

analisado no presente estudo.

A frequéncia das espécies por tipo de lesdo foi avaliada em conjunto com
a presenca ou ndo do LRV1 (Tabela 30). Devido a baixa frequéncia das demais
espéecies, com excecgao de L. braziliensis, nao foi possivel fazer correlacido entre
espeécie e o tipo de lesdo. De 340 amostras identificadas como L braziliensis, 279
eram de lesdo cutanea (82,06%) e 61 de lesdo mucosa (17,94%). Essa é a
espécie mais associada a lesbes mucosas (AMATO et al., 2008b). Em 43
amostras positivas para L. guyanensis, 37 (86,05%) correspondiam a lesdes

cutaneas e 6 (13,95%) a lesbes mucosa. Essa espécie € pouco associada a
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casos de LM, mas ja foi relatada no Amazonas (GUERRA et al., 2011) e em
Rondénia (CANTANHEDE et al., 2015).

As outras espécies relatadas (L. lainsoni N=8, L. shawi N=7, L.
amazonensis N=2 e L. lindenbergi N=1) foram detectadas somente em amostras

de pacientes com leséo cutanea.

O teste de deteccdo do LRV1 foi executado em todas as amostras que
tiveram resultado positivo em pelo menos um dos marcadores moleculares,
totalizando 547 amostras e foi positivo em 198 (36,2%) amostras. O LRV1 parece
ter uma distribuigcdo geografica limitada, uma vez que algumas regides relatam
elevadas frequéncias do virus (ADAUI et al., 2015; BOURREAU et al., 2015;
CANTANHEDE et al., 2015; WEEKS et al., 1992a) com até 74% de coinfecgéo
(GINOUVES et al., 2016) ao passo que, em outras regides, existem relatos de
baixa frequéncia ou mesmo nao existem relatos do endossimbionte nas cepas
analisadas (MACEDO et al., 2017; OGG et al., 2003; PEREIRA et al., 2013).

Em relagdo ao tipo de lesdo, o LRV1 foi positivo em 143 (72,22%)
amostras de LC e em 55 (27,78%) de LM. As amostras negativas para LRV1
(N=526) corresponderam a 457 (86,88%) de LC e apenas 68 (12,93) de LM
(Tabela 29). O LRV1 foi mais frequente em LM com 44,71% (N=123) do que em
LC, com 23,83% de 600 amostras. Esse resultado corrobora com o fato de que
o LRV1 é associado a um dos fendétipos clinicos mais grave da doenca (IVES et
al., 2011) e inclusive ja foi relatado que o virus é mais frequente em amostras de
LM (CANTANHEDE et al., 2015). Além disso, a presenga do LRV1 é associado
a casos de falha terapéutica em infec¢des por L. guyanensis (BOURREAU et al.,
2015) e L. braziliensis (ADAUI et al., 2015). Aqui n&o realizamos o
acompanhamento clinico desses pacientes para avaliar a resposta ao

tratamento.

O virus LRV1 foi detectado em quatro diferentes espécies de Leishmania:
L. braziliensis (N=100), L. guyanensis (N=11), L. laisoni (N=2) e L. shawi (N=2).
Em cepas de L. braziliensis e L. guyanensis existem diversos relatos de LRV1
(ADAUI et al., 2015; BOURREAU et al., 2015; GINOUVES et al., 2016;
GUILBRIDE; MYLER; STUART, 1992; OGG et al., 2003; SAIZ et al., 1998;
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SALINAS et al.,, 1996; WEEKS et al., 1992), um unico relato em L. lainsoni
(CANTANHEDE et al., 2015), e este se trata do primeiro relato de LRV1 em
amostra de L. shawi. Em outras espécies também ja foram relatadas com LRV,
como: L. major e L. infantum (HAJJARAN et al., 2016) e L. aethiopica
(ZANGGER et al.,, 2014) coinfectadas por LRV2. A deteccdo de LRV em
espécies como L. lainsoni e L. shawi diretamente da amostra coletada do
paciente frequentemente apresenta um questionamento quanto a possibilidade
de infeccdo mista com espécies que sao frequentemente observadas com a
infecgao viral, como L. braziliensis e L. guyanensis. No entanto, acreditamos que,
embora infeccdo mista ndo possa ser inteiramente descartada, cepas de L.
lainsoni e L. shawi também apresentam LRV1, visto que detectamos cultura de
L. shawi (cepa de referéncia), infectada pelo virus, como apresentamos nos
resultados sobre filogenia de LRV1, e recentemente nosso grupo encontrou
outras cepas de L. shawi, assim como algumas de L. lainsoni, com o

endossimbionte viral (dados ndo publicados).

6.2 METODOS DE DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO, DIRETO E
INDIRETO, DA LT

Foram realizados trés testes parasitolégicos para a confirmacdo da
infeccao por Leishmania. O teste que apresentou maior indice de positividade foi
o PCR direcionado para o kDNA, que foi positivo em 528 (94,8%) amostras. O
hsp70 foi o segundo teste molecular mais sensivel, positivo em 433 (77,7%)
amostras e o parasitologico direto, ou raspado, positivo em 351 (63%) do total
de 724 amostras testadas (Tabela 22). O raspado € o teste mais amplamente
utilizado no diagnéstico da LT, que é realizado com rapidez e de facil execugéo,
além de ter alta especificidade, entretanto sua sensibilidade é baixa, em torno de
40 a 74,4%, a com a sensibilidade variando de acordo com o tipo de leséo, o
método de coleta e preparo das laminas, além da propria experiéncia do
microscopista (BENSOUSSAN et al., 2006; GOTO; LINDOSO, 2010; SZARGIKI
et al., 2009). Os testes moleculares para LT possuem maior sensibilidade frente
ao raspado, com relato de sensibilidade de até 100% (LEMRANI et al., 2009;
MUNOZ et al., 2016; REITHINGER; DUJARDIN, 2007). Nesse trabalho também
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foi observado maior sensibilidade dos testes moleculares (PCR), de acordo com
os dados da literatura. O kDNA é um dos alvos moleculares mais sensiveis, com
relatos de até 97% de sensibilidade, incluindo amostras de leishmaniose mucosa
(DISCH et al., 2005; SUAREZ et al., 2015). O hsp70 também expressa alta
sensibilidade, porém menor que o KDNA, mas com sensibilidade em torno de
90% (GARCIA et al., 2007; MONTALVO et al., 2010).

Como relatado anteriormente em relacdo ao raspado, a sensibilidade do
teste é dependente de varios fatores, incluindo o tipo de lesdo do paciente. O
teste de sensibilidade que foi realizado com base no tipo de leséo ressalta que
este é associado a sensibilidade do teste, com diminuicdo da sensibilidade em
LM (49%) em relagéo a LC (66%). A variavel tipo de leséo parece nao refletir nos
alvos moleculares testados, onde foi observada sensibilidade de 99% em LC e
94% em LM para o kDNA e 78% em LC e 75% em LM para o hsp70, apesar da
literatura relatar que existe diferenca de sensibilidade de marcadores
moleculares por tipo de lesdo (OVALLE-BRACHO; DIAZ-TORO; MUVDI-
ARENAS, 2016). Provavelmente, a alta sensibilidade em lesdes de LM aqui
relatadas ocorreu devido a repeti¢cdes dos testes moleculares nessas amostras
e que eram realizadas na tentativa de aprimorar a reacdo de PCR e com isso,
aumentar as chances chegar ao diagnéstico final de LT. Com base na suspeita
clinica da amostra, em um primeiro resultado negativo nos testes moleculares
para as amostras de LM, os testes eram repetidos com o uso de enzimas com
melhor performance e/ou a partir de uma nova extracido de DNA para aumentar
a concentracdo do DNA, devido a evidéncia clinica estar fortemente associada
a LT. Como a avaliacdo da sensibilidade ndo era alvo primario do presente
trabalho, essas metodologias foram aplicadas nas amostras clinicas e podem ter
gerado dados inconsistentes de sensibilidade em amostras de LM com base nos

testes moleculares.

Em relacdo a espécie do parasita, ndo foi observada diferenca entre os
testes aplicados. Mais uma vez que, a baixa frequéncia das demais espécies

com excegao de L. braziliensis dificultou a obtengdo desse dado.
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6.3 A EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES HUMANOS E DE
LEISHMANIA EM AMOSTRAS CLINICAS

Foram avaliados os niveis de expressdao de 72 genes humanos
relacionados a resposta imune frente a infe¢des diversas, incluindo a infeccéo
por Leishmania e 22 genes de Leishmania relacionados a viruléncia do parasita.
Os resultados observados apds analises, considerando diferentes arranjos,
revelam a expressao diferencial de diversos genes, tanto humanos como de

Leishmania.

Para a formagdo dos grupos a serem comparados nas analises
estatisticas, as amostras foram caracterizadas em relagéo a carga parasitaria e
a carga viral (APENDICE D). Das 100 amostras com suspeita clinica, os
resultados de qPCR mostraram positividade para a carga parasitaria em 92
amostras. Anterior ao ensaio de gPCR, essas mesmas amostras haviam sido
caracterizadas por PCR convencional e foi observado que, em 12 amostras com
resultado negativo para LT por PCR convencional, foi possivel detectar carga
parasitaria por gPCR. Isto pode ter acontecido devido a sensibilidade da reacao
de qPCR ser superior a da reagdo de PCR convencional (LEON et al., 2017). Em
seis amostras que haviam sido classificadas como positivo para Leishmania por
PCR convencional, resultaram negativamente no teste de qPCR para carga
parasitaria. Nesse caso, uma das hipdteses € que possa ter acontecido a
degradagdo do DNA nessas amostras, ou ainda, algum problema técnico
relacionado ao teste de qQPCR. Na analise de qPCR para carga viral, também foi
observado discordancia entre os resultados do gPCR e do PCR convencional,
onde em 16 amostras que haviam sido classificadas como negativas
anteriormente por PCR convencional, foi possivel detectar copias virais no
ensaio de qPCR. Novamente, essa discordancia foi atribuida a diferengca de
sensibilidade entre as técnicas, e, devido ao grande numero de amostras
discordantes, fica sugestionado que, para a detec¢gdo de LRV em amostras
clinicas, o ideal € o uso de qPCR. Infelizmente, essa técnica nao pode ser

aplicada para todas as amostras analisadas no presente estudo. Com base
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nisso, os critérios para a formagao dos grupos para analise foram baseados nos

resultados de qPCR, tanto para a carga parasitaria como para a carga viral.
6.3.1 A relagéo da presenga do LRV e da carga parasitaria

Foi verificada uma alta frequéncia de amostras com alta carga parasitaria
que eram positivas para o LRV1, com base nos resultados de gPCR direcionados
para o LRV1 e para Leishmania (Figura 20). A relagdo do LRV1 com a carga de
parasitas em modelos experimentais ja foi relatada (IVES et al., 2011).
Recentemente foi demonstrado que, em infecgdes por L. guyanensis em modelo
animal, a presenga do LRV1 induz a uma maior carga de parasitas nas lesdes
(HARTLEY et al., 2018). Outro estudo relata que a imunizagcdo de camundongos
com vacina produzida a partir da proteina do capsideo viral de LRV1 tem
capacidade de diminuir a carga de parasitas nas lesdes quando estes eram
submetidos a uma nova infeccdo com parasitas L. guyanensis LRV1+
(CASTIGLIONI et al., 2017).

Observamos aqui uma relacéo entre a presenca do LRV1 e as amostras
com alta carga parasitaria (p= 0.001603), porém nao foi observado a relagéo da
carga viral e da carga parasitaria. Isso corrobora outros estudos que mostram
gue em um mesmo paciente existem parasitas com e sem LRV e com numero

variavel de particulas viras por célula do parasita (ZANGGER et al., 2013).
6.3.1 A relagéo da presenga do LRV1 e da carga parasitaria

Foi verificada uma alta frequéncia de amostras com alta carga parasitaria
que eram positivas para o LRV1, com base nos resultados de gPCR direcionados
para o LRV1 e para Leishmania (Figura 20). A relagdo do LRV1 com a carga de
parasitas em modelos experimentais ja foi relatada (IVES et al., 2011).
Recentemente foi demonstrado que, em infecgdes por L. guyanensis em modelo
animal, a presenga do LRV1 induz a uma maior carga de parasitas nas lesdes
(HARTLEY et al., 2018). Outro estudo relata que a imunizagcdo de camundongos
com vacina produzida a partir da proteina do capsideo viral de LRV1 tem
capacidade de diminuir a carga de parasitas nas lesdes quando estes eram
submetidos a uma nova infeccdo com parasitas L. guyanensis LRV1+
(CASTIGLIONI et al., 2017).
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Observamos aqui uma relacéo entre a presenca do LRV1 e as amostras
com alta carga parasitaria (p= 0.001603), porém nao foi observado a relagéo da
carga viral e da carga parasitaria. Isso corrobora outros estudos que mostram
gue em um mesmo paciente existem parasitas com e sem LRV e com numero

variavel de particulas viras por célula do parasita (ZANGGER et al., 2013).
6.3.2 A expressao diferencial de genes humanos em LT

O gene da PKR foi mais expresso no grupo de amostras positivas para
Leishmania em relagéo ao grupo de amostras negativas (Figura 21). A proteina
quinase dependente de RNA de fita dupla (PRKRA ou PKR) é uma proteina
induzida por Interferon do tipo | (MEURS et al., 1990) e ativada no sangue
periférico apds infeccdes diversas por diferentes moléculas, entre elas o fator de
crescimento (TGF) (WILLIAMS, 1999). Juntamente com a PKR, outro gene com
expressao aumentada no grupo de amostras positivas para Leishmania foi o fator
de crescimento Beta 2 (TGF-B2), gene que codifica um ligante da superfamilia
TGF-B (REFSEQ, 2016), uma das moléculas indutoras de PKR (WILLIAMS,

1999) e que, aparentemente, estd associada ao aumento dessa proteina.

O fator de crescimento beta (TGF-) tem potentes efeitos reguladores
negativos sobre os macréfagos (TSUNAWAKI et al., 1988), com capacidade de
influenciar o destino de Leishmania para o interior dessas células (NELSON et
al., 1991). TGF-B induz a replicagdo intracelular do parasita, aumentando a
producgédo de Interleucina 10, uma importante citocina regulatéria, ao passo que
a inducdo de resposta imune com anticorpos monoclonais anti-TGF-3
neutralizantes tem a capacidade de diminuir os niveis de infeccdo (BARRAL et
al., 1993, 1995). E importante ressaltar que no presente estudo ndo foi
observado o aumento da producéo de IL-10 nesse grupo e que este aumento
pode estar relacionado com a cepa do parasita, uma vez que as cepas ou
populacdes de L. braziliensis que circulam especificamente nessas regides do
Brasil (Norte e Nordeste) sdo geneticamente diversas, resultando em fenétipos
clinicos diferentes (CUPOLILLO et al., 2003; SILVA et al., 2018).

Em infeccdo experimental em modelo murino por Leishmania
amazonensis ja havia sido relatado o aumento simultdneo de PKR e IFN-(,
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fendmeno dependente da via Toll 2, uma vez que camundongos mutantes para
essa via produziram baixas concentragcdes de PKR e IFN-B. O aumento de
Interferon é dependente de sinalizacdo de PKR, que é induzido por Leishmania,
resultando na manutencdo e aumento da infeccdo (VIVARINI et al., 2011),
sugerindo que o bloqueio da via PKR seja um importante alvo terapéutico contra
a infeccao por Leishmania (VIVARINI et al., 2017).

O receptor associado 3 do TNF - TRAF3 esta envolvido na ativacdo de
Toll 4 e na regulagao positiva de Interferon do tipo I. Em infecgdo experimental
por Leishmania donovani, TRAF3 mostrou ser um importante regulador
molecular explorado pelo parasita para uma infeccado bem sucedida, pois a sua
inibicdo levou ao aumento de IL-12 e TNF-a e consequente diminuigdo da carga
parasitaria (GUPTA et al., 2014). No6s identificamos o TRAF3 como um dos
genes com expressdao aumentada no grupo de amostras positivas para LT em
relagdo ao grupo de amostras negativas (Figura 21). Os niveis de TNF-a n&o
foram expressos diferencialmente nos grupos analisados, porém, a IL-12 esteve
aumentada em trés analises comparativas distintas: (i) com alta e baixa carga
parasitaria; (ii) com alta e baixa carga parasitaria em lesdes cutaneas e (iii) alta
e baixa carga parasitaria em lesées mucosas, todos com os niveis de IL-12
aumentados no grupo com baixa carga parasitaria. O conjunto de resultados
reforca a hipétese de que ocorre uma diminuigdo da carga parasitaria quando
niveis dessa citocina estdo aumentados, um fendmeno também observado em

humanos. Nesses trés grupos néo foi observada a diminuicdo de TRAF3.

Os genes CASP1, CCRS8, IFNA2 e ILA apresentaram expressao
aumentada no grupo de amostras com baixa carga parasitaria quando
comparado com o grupo com alta carga parasitaria (Figura 22). Tal aumento foi
sugestivo com base na analise estatistica. Os genes IL-21, IL-12 e NLRP3
também foram aumentados nesse grupo de amostras, mas com uma expressao
mais indicativa de participagdo, uma vez que o valor de significancia foi < 0,05.
Muitos desses genes atuam em conjunto, o que justifica o aumento simultaneo

dos mesmos.
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Os receptores da familia NLR ("Nod-like receptors") sdo importantes para
a ativagdo de uma resposta imune do tipo Th1, eficaz contra infec¢gdes (CHEN
et al., 2009). Certos NLRs regulam a montagem de inflamassoma, um complexo
multimérico que contém Caspase-1 ativada (MARTINON; MAYOR; TSCHOPRP,
2009). O inflamassoma NLRP3 foi identificado como uma plataforma do sistema
imune inato crucial para o reconhecimento de Leishmania spp. A ativacdo do
inflamassoma desencadeia mecanismos dos macrofagos que levam a
diminuicdo da replicagao intracelular do parasita (LIMA-JUNIOR et al., 2013). A
caspase-1 ativa, um dos principais componentes do complexo NLRP3, tem
atividade enzimatica de clivagem de outras proteinas em suas formas
precursoras, como a IL-1B para sua forma ativa (DENES; LOPEZ-CASTEJON,;
BROUGH, 2012; LIMA-JUNIOR et al., 2013). Nos verificamos um aumento
significativo da expressédo tanto de NLRP3 como de Casp1, o que é esperado,
visto que a caspase 1 &€ um dos principais componentes de NLRP3.
Curiosamente, foi observado também o aumento significativo de IL-1 (ILA),
quando era esperado encontrar a porcdo beta da Interleucina 1, que é
aumentada por atividade de caspase 1. A IL-1B € importante para a resisténcia
do hospedeiro a infeccéo, principalmente de parasitas intracelulares, uma vez
que promove o aumento da producao de 6xido nitrico, levando a destruicdo do
patogeno. Os trés genes com expressdo aumentada (NLRP3, CASP1 e ILA)
foram verificados no grupo com baixa carga parasitaria, concluindo que a
resposta imune foi ativada via NLR apds o reconhecimento do parasita,

controlando a infecgao.

A Interleucina 21 (IL-21) é uma das citocinas importantes para a ativagao
de células do tipo Th1 e Th17, que controlam a infecgdo por Leishmania
(BELKAID et al., 2002). Relatamos aqui 0 aumento da expressao do gene IL-21
no grupo de amostras com baixa carga parasitaria (Figura 22). O gene CCR8
também foi mais expresso no grupo de baixa carga parasitaria. Trata-se de um
membro da familia de receptores de quimiocina do tipo beta (REFSEQ, 2008),
expressos principalmente em células endoteliais microvasculares dérmicas. As
interacdes do receptor CCR8 e de outros receptores da mesma familia foram

relacionados com uma melhora acentuada no reparo de lesbes de pele,

107



sugerindo a modulagdo dessa quimiocina como abordagem terapéutica para a
cicatrizagdo (BUNEMANN et al., 2018).

A comparacgao dos grupos de amostras de pacientes com leishmaniose
cutanea (LC) em relagdo as amostras com leishmaniose mucosa (LM) indicou
um aumento da expresséo do gene que codifica a Caspase 5 (CASP5) no grupo
LC (Figura 23). As caspases inflamatorias (também conhecidas como caspases
do grupo |) sédo codificadas por trés genes principais em humanos caspase-1,
caspase-4 e caspase-5 (LAMKANFI et al., 2002). A fungéo da caspase 5 € pouco
explorada em humanos, mas possui fungdo ortdloga a caspase 11 de
camundongo, onde a deficiéncia dessa caspase leva a falha na produgéao de IL-
1B madura. Assim como a caspase 1, a expressao da caspase 11 é induzida por
LPS (MARTINON; TSCHOPP, 2004). A caspase 5 é um dos componentes do
inflamassoma NLRP1, que assim como o NLRP3 discriminado anteriormente, é
um complexo multiprotéico que participa da resposta imune inata (MARTINON;
TSCHOPP, 2007). Seu aumento no grupo LC em relagdo ao grupo LM pode
estar ocorrendo devido a ativacdo do NLRP1 pelos parasitas Leishmania, o que

nao ocorre em LM por se tratar de uma infeccéo cronica.

Os genes que codificam o Fator de Transformagéo do Crescimento Beta
1 (TGF-1) e da Interleucina 12 (IL-12) foram mais expressos quando analisados
0s grupos com alta e baixa carga parasitaria em amostras de leishmaniose
mucosa, sendo que o TGF-1 estava aumentada no grupo com alta carga
parasitaria e a IL-12 no grupo com baixa carga parasitaria (Figura 24). A IL-12
foi discutida anteriormente, bem como o TGF-B3, este ultimo como regulador
negativo de macrofagos (TSUNAWAKI et al., 1988), favorecendo a infecgédo e a
replicacdo de Leishmania (BARRAL et al., 1993, 1995). O aumento da porgao 1
do TGF-B no grupo com alta carga parasitaria, condiz com a fungéo da proteina,
bem como o aumento da IL-12, que inibe a proliferacdo do parasita e esteve
aumentada no grupo com baixa carga parasitaria. Os resultados observados
sugerem que tais genes estdo expressos de forma antagonista, sendo

necessaria uma maior investigagao para confirmar essa hipotese.
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Nas anadlises de baixa e alta carga parasitaria de amostras de lesbes
cutaneas, o gene IL-12 também apresentou maior expressdo no grupo com baixa
carga, conforme observado na analise comparativa considerando todas as
amostras com baixa e alta carga (Figura 25), bem como na analise de carga
parasitaria de lesées mucosas (Figura 24). Esta observagdo novamente sugere
que a IL-12 pode estar relacionada com a diminuicdo da carga parasitaria.
Outros genes que também foram mais expressos no grupo com baixa carga
foram NLRP3 e IL-21 (Figura 25). Ambos os genes ja foram discutidos pelo seu
aumento quando analisadas as amostras com alta e baixa carga parasitaria
(Figura 21). A IL-12 exerce um papel importante no controle da infecgdo pela
ativacao de células do tipo Th1 e Th17 (BELKAID et al., 2002) e o NLRP3 pela
ativagdo de macréfagos e consequente diminuigdo da carga parasitaria (LIMA-
JUNIOR et al., 2013). O gene IL-12 foi 0 Unico que se manteve com expressao
aumentada em todas as analises de carga parasitaria. A auséncia do aumento
de NLRP3 e IL-21 no grupo de alta e baixa carga de lesées mucosas indica que
na lesdo cutanea ambos os genes atuem no controle da proliferagéo do parasita,
fato que ndo parece acontecer na leishmaniose mucosa, possivelmente devido

a cronicidade da infecg¢ao levando a uma resposta imune mais balanceada.

Nas analises comparativas de expressao génica considerando a presenca
e auséncia do LRV1, observamos um aumento na expresséo dos genes TRAFG,
IL-21 e CASP1 no grupo de amostras LRV1 negativas e um aumento da

expressao de CASP8 no grupo LRV1 positivo (Figura 26).

O Fator 6 associado ao receptor de TNF (TRAF6) € uma molécula
adaptadora que atua principalmente na ativagao do sinal gerado pela ligacéo de
LPS a moléculas do tipo TLR4 (AKIRA; TAKEDA; KAISHO, 2001; KAWASAKI;
KAWAI, 2014)(AKIRA; TAKEDA; KAISHO, 2001). A auséncia de TRAF6 leva a
uma sinalizacdo defeituosa de LPS e consequentemente, uma ndo ativacio da
via de TLR4 (LOMAGA et al.,, 1999), que tem por finalidade proteger o
hospedeiro. O aumento de TRAF6 no grupo LRV1 negativo indica que esta
ocorrendo o controle da infecgdo pela ativagdo dessa via, uma vez que o grupo
de amostras LRV1 negativas compreendem a amostras com baixa carga

parasitaria. O mesmo pode estar ocorrendo pelo aumento de IL-21 e CASP1,
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que conforme ja discutido, exercem atividades relacionadas ao controle da

proliferagdo dos parasitas.

A Caspase 8 (CASP8) é um membro das cisteinas proteases, que estao
implicadas na apoptose e processamento de citocinas. Quando esta em sua
forma ativa, tem a capacidade de propagar o sinal apoptotico através da ativagao
de outras caspases induzindo a morte celular (KRUIDERING; EVAN, 2000). Em
infeccado por Leishmania braziliensis o processo de apoptose pela morte de
células T CD4+ e CD8+ ¢é descrito em pacientes com leishmaniose cutanea ativa
(BERTHO et al., 2000) e o bloqueio da caspase 8 ativa uma resposta imune
protetora em infecgbes por L. major (PEREIRA-MANFRO et al.,, 2014). O
aumento da CASP8 no grupo LRV1 positivo (Figura 26) pode indicar a ocorréncia
de um processo apoptético intenso, que pode ser induzido por infecgdes virais

causando imunossupressao em diferentes graus.

A expressao génica de amostras LRV1 positivas e negativas em pacientes
com leishmaniose mucosa indica a expressao aumentada de CASP1 e IL-21,
conforme observado na analise anterior, e também dos genes TRAF3, TLR1,
MIF, ILA, IL1, CD8A e CD86, todos com maior expressao no grupo de amostras
LRV1 negativas (Figura 27). O aumento simultaneo de CASP1, ILA, IL1 e IL-21
ja havia sido observado nas analises anteriores, relacionados a uma fungéo
protetora contra o parasita, o que se repete nesse grupo de amostras, uma vez

que o grupo LRV negativo € associado a amostras com baixa carga parasitaria.

A funcdo de TRAF3 também ja foi discutida anteriormente, trata-se de
uma molécula utilizada pela Leishmania para o favorecimento da infeccao
(GUPTA et al., 2014). Aqui, observamos o0 aumento da expressdo de TRAF3 no
grupo LRV negativo, contraditério ao observado anteriormente, uma vez que

parasitas sem LRV1 tendem a apresentar baixa carga parasitaria.

TLR1 € um membro da familia de receptores do tipo toll (TLR) e que
reconhece o padrdo molecular associado ao patdégeno com uma especificidade
para bactérias gram-positivas (LIEN; INGALLS, 2002; ROCK et al., 1998).

A molécula CD86 (do inglés Cluster of Differentiation 86) € uma proteina

expressa em ceélulas apresentadoras de antigeno que fornece sinais
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coestimuladores necessarios para a ativagdo e sobrevivéncia de células T. E o
ligante para duas proteinas diferentes na superficie das células T: CD28 (para
auto regulacao) e CTLA-4 (para atenuagao da regulagao) (CHEN et al., 1994). O
antigeno CD8 & uma glicoproteina de superficie celular encontrada na maioria
dos linfécitos T citotdxicos que medeia eficientes interacdes célula-célula dentro
do sistema imunoldgico. Pode se apresentar na forma de um homodimero, com
duas cadeias alfa, ou um heterodimero formado pelas cadeias alfa e beta. O
gene CDB8A codifica as isoformas de cadeia alfa CD8 (REFSEQ, NOV 2011). O
aumento de CD86 e CD8A no grupo LRV1 negativo em leishmaniose mucosa
indica a participagéo das células T no controle da infecgdo. Curiosamente, essa
observacéo foi particular desse grupo, sugerindo que a baixa expressao desses
genes no grupo LRV1 positivo possui relagdo com a presenga do virus ou ainda
com a quantidade de parasitas, uma vez que a presenca do virus esta associada

a uma maior carga parasitaria.
6.3.3 A expressao diferencial de genes de Leishmania na LT

Nas analises envolvendo os 22 genes de Leishmania, foi detectada a
expressao diferencial num total de 7 genes, considerando os diferentes grupos
de analise: MAPK, PRX, GP63, THIOL, TRYR, GSH e HSP70.

Na comparagdo da expressao dos grupos com baixa e alta carga
parasitaria, os genes MAPK e PRX foram mais expressos nas amostras com
baixa carga e o gene GP63 foi sugestivamente mais expresso também nesse

grupo (Figura 28).

O gene PRX codifica a peroxiredoxina, peroxidase altamente conservada
e abundante em diferentes organismos (HALL; KARPLUS; POOLE, 2009;
POOLE; HALL; NELSON, 2011). Em Leishmania e outros tripanossomatideos a
peroxiredoxina tém fung¢ao de proteger o parasita da morte celular programada,
pois como peroxidase, reduz espécies reativas de oxigénio (ROS). Em
promastigotas a PRX é restrita ao cinetoplasto, ao passo que em amastigota, ela
é altamente expressa (TEIXEIRA et al., 2015). Em humanos a PRX atua como
barreira a ativagdo de MAPK, uma vez que as MAPK medeiam as respostas
celulares a uma variedade de estimulos, incluindo ROS (LATIMER; VEAL, 2016).

111



A MAPK de Leishmania foi pouco explorada, mas acredita-se que possui
atividade similar a observada em humanos. O aumento simultaneo tanto de PRX
como de MAPK em amostras com baixa carga parasitaria € um indicativo de que
os parasitas desse grupo estejam sob acédo de ROS da célula hospedeira, e que
as suas maquinarias de defesa ndo estejam conseguindo controlar a resposta
imune contra si e que isso reflita na diminuicdo da carga parasitaria, embora
esses parasitas, mesmo em menor quantidade, aparentam estar com os fatores
de viruléncia ativados, pois estdo expressando uma maior quantidade de MAPK
e PRX.

A GP63 é considerada um dos principais fatores de viruléncia de
Leishmania devido a sua participacdo no sucesso da infeccéo, favorecendo a
sobrevivéncia no interior de macrofagos e exercendo controle sobre a ativagao
do complemento, resultando em maior resisténcia a lise mediada pelo
complemento (BRITTINGHAM et al., 1995; JOSHI et al., 2002). Mais uma vez, o
aumento de um fator de viruléncia no grupo de amostras com baixa carga
parasitaria demonstra que a ativacdo desses fatores ocorre a partir de uma
necessidade de sobrevivéncia do parasita no interior da célula hospedeira, o que
corrobora com o observado em relagédo a expressao dos genes humanos, onde
0s genes que desempenham papel protetor a infecgdo encontravam-se com
expressdo aumentada nesse mesmo grupo. A relagdo da carga parasitaria baixa
e da expressao de GP63 aumentada ja foi relatada anteriormente em infecgéo
por L. braziliensis (LOURENCO, 2015) reforcando a hipotese observada no

presente estudo.

Os genes PRX e MAPK também foram diferencialmente expressos
quando consideramos para analise, amostras LRV1 negativas e positivas de
lesdo cutanea, com maior expressao no grupo de amostras negativas para o
LRV1 (Figura 30). Como a presenca do virus é relacionado com o aumento da
carga parasitaria, é esperado que esses genes estejam com maior expressao no
grupo LRV1 negativo. Ainda, a regulagédo negativa de MAPK esta relacionada a
falha terapéutica em infecgéo por L. donovani (ASHUTOSH et al., 2012), e casos
de falha terapéutica foram associados a presenca de LRV1 em pacientes com

infecgbes por L. braziliensis (ADAUl et al., 2016) e por L. guyanensis

112



(BOURREAU et al., 2015). Aqui, foi observada menor expressao de MAPK no
grupo LRV positivo. Tais observagdes sugerem que nado somente o LRV1
contribui com a falha terapéutica, mas que ele também possa influenciar na
expressao de MAPK. Por nao termos realizado o acompanhamento clinico dos

pacientes incluidos no estudo, ndo podemos inferir no resultado pds tratamento.

Outro gene mais expresso no grupo LRV1 negativo foi o GSH, que codifica
gama-glutamilcisteina sintetase e tem funcdo de biossintese de glutationa e
tripanotiona (codificada pelo gene TRYR) (OZA et al., 2005; TETAUD et al.,
1998), além de desenvolver um papel importante na sobrevivéncia do parasita
frente a estresses oxidativos da célula hospedeira (MUKHERJEE et al., 2009;
ROMAO et al., 1999). Tanto o0 GSH como o TRYR, que também possui atividade
redutora contra estresse oxidativo, foram super expressos no grupo LRV1
negativo, com valor de p< 0,01, indicando um agonismo dessas moléculas.
Consequentemente, esse aumento no potencial do parasita em sobreviver ao
estresse oxidativo da célula hospedeira esta ocorrendo justamente pela efetiva

resposta imune, assim como observado em PRX e MAPK.

Moléculas de Thiol estdo envolvidas na resisténcia ao antimonial pela
acao direta em compostos de radicais livres no ambiente intracelular, levando a
sobrevivéncia e proliferagdo do parasita (SINGH; CHATTERJEE; SUNDAR,
2014). Foi observado o aumento da expressao do THIOL no grupo LRV1 positivo
em relagdo ao grupo LRV1 negativo. Apesar do fato de que o grupo LRV1
positivo é formado principalmente por amostras com alta carga parasitaria e que
esse gene possa estar contribuindo para a proliferagdo dos parasitas, ndo foram
avaliadas amostras de pacientes submetidos ao tratamento, portanto, ndo é

possivel atribuir esse aumento do THIOL a resisténcia ao antimonial.

Por fim, a comparagao da expressao em amostras LRV1 negativas em
relacao as amostras LRV1 positivas demonstrou um aumento da expressao do
gene HSP60 (Figura 29), que codifica a proteina do choque térmico 60 e esta
expressa em maior quantidade na mitocéndria (BUKAU; HORWICH, 1998). A
sua producado é influenciada pelo estresse oxidativo gerado pelo parasita na
tentativa de subverter a resposta ao antimonial (MATRANGOLO et al., 2013) e
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ainda, como mecanismo de defesa frente ao sistema imune do hospedeiro.
Nesse ultimo caso, sua producgao € condicionada a resposta imune efetiva e seu
aumento tem por finalidade proteger as proteinas do parasita, para que estas
ndo sejam desnaturadas frente ao estresse oxidativo, este gerado como
consequéncia de sua proliferagdo, ou seja, a proliferacdo do parasita com
consequente aumento do funcionamento de sua maquinaria celular, gerando
agentes oxidantes que leva ao aumento da proteina do choque térmico 60
(PEREZ-MORALES; ESPINOZA, 2015; REQUENA; MONTALVO; FRAGA,
2015). A expressao aumentada do gene HSPGO foi observada no grupo de
amostras positivas para o LRV1, que como ja relatado inumeras vezes, se
relaciona com um aumento da carga parasitaria, sugerindo que esse aumento
esteja favorecendo a sobrevivéncia do parasita. Pode ser ainda que, o aumento
da expressao desse gene esteja relacionado ao estresse causado pela presenga
do LRV1 no interior dessas células, aumentando a tolerancia dos parasitas as
condigdes diversas de estresse e, dessa forma, mantendo uma alta carga de

parasitas.

Nossos resultados corroboram com outros estudos onde observa-se uma
relagdo entre presenca de LRV1 e o aumento da carga parasitaria (IVES et al.,
2011; HARTLEY et al.,, 2018), porém, em relagdo a expressao de genes
relacionados a fatores de viruléncia do parasita, foi observado que estes genes
estdo aumentados nos grupos de amostras com baixa carga parasitaria, o que é
contraditorio em relacdo a estudos que mostram que a presenca do LRV1 em
infecgdes por L. braziliensis e L. guyanensis induz a falha terapéutica (ADAUI et
al., 2015; BOURREAU et al., 2015). Além dos genes de viruléncia, nesses
mesmos grupos de baixa carga parasitaria, também foi observado o aumento da
expressao de genes da resposta imune responsaveis por controlar a infecgao.
Um recente estudo aborda a relagdo entre a carga parasitaria e a
susceptibilidade ou resisténcia ao tratamento com antimonial, relatando que foi
observada baixa carga parasitaria em amostras de pacientes infectados por L.
braziliensis e que responderam mau ao tratamento com antimonial, enquanto
gue o mesmo nao foi observado em amostras de pacientes que respondem bem

ao tratamento, mais uma vez, ressaltando que a carga parasitaria néo reflete a
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progressdo da doenga (PEREIRA et al., 2017), nesse caso, considerando a
analise de amostras submetidas ao tratamento. E importante ressaltar que o
presente estudo avaliou a expressao génica em amostras coletadas antes do

inicio do tratamento.

E contraditério o fato de que o LRV1, que aumenta a carga parasitaria,
esteja envolvido na indugao de falha terapéutica, pois, o0 que observamos aqui é
que, apesar da presencga do LRV 1 realmente ter relagdo com o aumento da carga
parasitaria, os grupos com baixa carga parasitaria € que apresentam um perfil
de maior viruléncia, mesmo com uma reposta imune eficaz. E provavel que tais
observagdes sejam influenciadas pelo tempo de infecgdo, uma vez que, assim
como em outras infec¢des virais, 0 LRV1 pode estar induzindo a uma maior
replicacdo da Leishmania e ao mesmo tempo, com o tempo de infeccdo, esse

efeito seja imunomodulador, caracterizando uma resposta imune menos eficaz.
6.4 FILOGENIA MOLECULAR DE LRV1

Relatamos aqui um total de 13 sequéncias de LRV1 de trés diferentes
espécies de Leishmania de cepas circulantes no Brasil, incluindo o primeiro
relato na literatura do virus em L. shawi. A regidao do genoma do LRV1 analisada
compreende parcialmente as ORFs 1 e 2, a primeira com fungéo indefinida até
o momento e a segunda responsavel por codificar a proteina do capsideo viral
(CP) (STUART et al.,, 1992). Apds alinhamento com as demais sequencias
disponiveis no GenBank, as analises realizadas com fragmentos de 444 pares
de bases demonstraram a capacidade de formagao de agrupamentos espécie
especificos, além de uma separagao geografica quando analisadas sequencias
de virus de uma mesma espécie de Leishmania, como por exemplo a formagao
de grupos de LRV1 de L. guyanensis e o grupo de virus de L. braziliensis. Mais
uma vez, a relacao de endossimbiose e a hipotese de coevolugado do virus com
o parasita é reforcada (WIDMER; DOOLEY, 1995).

A metodologia apresentada sugere que essa regido pode ser utilizada

para futuros estudos que avaliem a relacdo endossimbionte entre LRV1 e

diferentes espécies de Leishmania; os resultados foram satisfatérios quando

comparados a um estudo recente que analisou 24 genomas completos de LRV1
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da Guiana Francesa e uma regido de 299 pares de bases da ORF3 do genoma
viral incluindo sequéncias virais da Bolivia e Peru (TIRERA et al., 2017). Nossos
resultados, analisando parte do genoma viral e adicionando novas sequéncias
de LRV1, mostram os mesmos grupos que o estudo anterior, indicando que a
regiao estudada aqui é filogeneticamente informativa. Os resultados concordam
mais fortemente com os obtidos através da analise do genoma completo do que
os obtidos quando os mesmos autores analisaram uma sequéncia parcial de 299

nucleotideos do capsideo viral.

Os grupos A e B correspondem a grupos previamente definidos, nos quais
as sequéncias LRV1 de cepas de L. guyanensis da Guiana Francesa (TIRERA
et al., 2017) sdo agrupadas. O grupo A foi formado por nove sequencias
provenientes da Guiana Francesa além das trés sequencias de virus de L.
guyanensis de Monte Dourado/PA no Brasil (M5313 e as duas sequéncias
M4147), cidade vizinha ao estado do Amapa que faz divisa com a Guiana
Francesa. A diferenca de trés nucleotideos observada nas duas sequéncias e
LRV1 da cepa M4147 pode ter ocorrido por diferentes fatores, entre eles a
diferenga temporal dos estudos, ocorridos nos anos de 1994 (SCHEFFTER;
WIDMER; PATTERSON, 1994) e 2016 (BRETTMANN et al., 2016), que incluem
diferentes metodologias de sequenciamento que podem ter gerado estas
diferengas. O grupo B, composto por 11 sequencias de L. guyanensis,
apresentou a menor divergéncia entre as sequéncias, em comparagao com 0s
demais grupos, e a composicao se manteve similar ao relatado por Tirera e

colaboradores em 2017.

As sequéncias e LRV1 de L. guyanensis apresentadas nesse estudo
foram todas agrupadas no Grupo D. Este grupo teve uma sequéncia que foi
previamente relatada de uma cepa isolada de um paciente que contraiu a doenca
em Manaus, Amazonas. Destacamos que este grupo incluiu, além das
sequéncias LRV1 de L. guyanensis do Amazonas, sequéncias LRV1 de L.
guyanensis de RO e da cidade de Santarém no PA (3354). Santarém e Monte
Dourado séo separados geograficamente pelo rio Amazonas, uma importante
barreira geografica para vetores que podem sugerir a divergéncia de sequéncias

desta espécie parasita.
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Estudos anteriores com anticorpos monoclonais ja haviam demonstrado
diferengas significativas entre isolados de L. guyanensis de regides do Para ao
Norte do Rio Amazonas e da Guiana Francesa em relacao a parasitas isolados
em algumas regides do Amazonas, incluindo Manaus (GRIMALDI et al., 1991;
ROMERO et al., 2002). De fato, quando observamos a formag&o dos grupos a
partir das sequencias analisadas, concluimos que as mesmas convergem com
os estudos do parasita com anticorpos monoclonais. Os grupos A e B
compreendem todas as sequencias de virus de isolados da Guiana Francesa e
do Para, ao passo que nos grupos D e E sdo observados os virus de isolados de
Manaus e um unico isolado de Porto Velho. As analises de multilocus, quer por
marcadores de microsatélites (MLMT), quer pela analise de sequéncias de
nucleotideos de varios genes (MLSA), mostram a homogeneidade genética em
L. guyanensis. No entanto, com base no MLMT, as cepas de L. guyanensis de
Manaus formam uma populagédo, enquanto que uma estirpe do Acre (estado
vizinho RO) permaneceu em uma populagao diferente, juntamente com outras
espécies do subgénero Viannia (KUHLS et al., 2013). Os estudos de MLSA
demonstraram a formagao de um grupo composto por Tipos de Sequéncias (TS)
de L. guyanensis de Manaus, enquanto que dois TSs do Para n&o estavam
nesse grupo (BOITE et al., 2012). Ao comparar a arvore gerada pela anélise das
sequéncias LRV1 estudadas aqui com uma arvore NJ obtida a partir da analise
de sequéncias multilocus de cepas Leishmania do subgénero Viannia (BOITE et
al., 2012) é possivel observar uma grande semelhancga, reforcando a hipétese

de co-evolucao de Leishmania/lLRV (Figura 34).

Leishmania RNA Virus 1 Leishmania (Viannia)
spp. (MLSA)

L. guyanensis/BR_PA

L. guyanensis
FG/BR_PA L. guyanensis/BR_PA

L. shawi L. shawi

L. guyanensis

BR_RO/BR_AM L. guyanensis

BR_AM/BR_AC

| brasiionsi
Sreziensis L. braziliensis/BR
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Figura 34 - Esquema representativo da correspondéncia entre os grupos
formados por LRV1 (conforme definido no presente estudo) e os grupos de
Leishmania (Viannia) agrupados por MLSA. Demonstracédo dos clusters
formados em analises de sequéncias de LRV, conforme detalhado na Figura 20,
em comparacdo com a formacgdo dos clusters formados apds analise de
sequéncias de diferentes espécies de Leishmania (Viannia) relatadas por Boité
e colaboradores em 2012. Do esquema foram excluidos grupos formados por
espécies que ndo apresentaram grupos relacionados nas analises de LRV.

A observagao da formagao de dois grupos de LRV1 de L. guyanensis foi
reforcada com os resultados de Minspaning Network e NeighborNet, onde um
dos clusters formados sdo compostos unicamente pelas sequéncias de LRV do
grupo D, que incluem amostras de RO e AM, e um grande cluster de LRV de L.
guyanensis composto por todas as sequéncias de LRV da Guiana Francesa,
incluindo as amostras do PA e o isolado unico de L. shawi, também do PA.
Destacamos que varios estudos apontam para a semelhanga genética entre L.
guyanensis e L. shawi, sendo esse ultimo um complexo clonal distinto no grupo
L. guyanensis (BOITE et al., 2012). A sequéncia LRV1 da linhagem 1545 de L.
shawi mostrou maior semelhanca com as sequéncias dos Grupos A e B. Esta
cepa foi isolada em Paraupebas, Para, Brasil, onde é observada a circulacédo de
cepas de L. guyanensis portadoras do epitopo B19 (GRIMALDI et al., 1991),

como as cepas de Leishmania da Guiana Francesa.

Dois isolados de LRV1 da Guiana Francesa apresentaram maior
divergéncia e formaram os grupos independentes C e E, igualmente ja relatado
(TIRERA et al.,, 2017). A sequéncia LF94 (grupo E) apresentou maior
similaridade com o grupo D que compreendem as sequéncias de L. guyanensis
das regides de Manaus e Candeias do Jamari e a sequéncia XJ93c2 (grupo C)
maior similaridade com os grupos A e B onde foram agrupadas as demais
sequencias da Guiana Francesa. Os dados da localizacdo geografica dos
isolados da Guiana Francesa nao estao disponiveis e, provavelmente, este fator

pode estar influenciando na formagéo desses grupos.

O grupo F foi formado por LRV de L. braziliensis e foi o grupo que
apresentou a maior divergéncia entre as sequencias (12 a 77 diferengas), outro

dado que confirma relatos de polimorfismos dessa espécie (BRITO et al., 1993;
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CHOUICHA et al., 1997; PERAZA; URBINA; ZELEDON, 1998; REVOLLO et al.,
1992).

A analise de caracteres unicos forneceu dados especificos para as
sequencias de LRV de L. braziliensis do Brasil e da Bolivia. Com base nos
resultados observados na arvore filogenética, ha indicio da presenga de
diferengas nas sequéncias dos dois paises, porém com valor de boostrap baixo,
sendo dessa forma considerado um unico grupo denominado grupo F. Os
resultados de Minspaning Network e NeighborNet reforcam as observagbes da
arvore filogenética. No Minspaning Network € observado um grupo formado
unicamente por sequencias de L. braziliensis e na NeighborNet as sequencias

formam grupos distintos com as sequencias de cada pais.

Os resultados apresentados no presente trabalho sdo baseados em um
pequeno numero de sequéncias, de poucas regides geograficas. Uma amostra
de sequencias de LRV com maior distribuicdo geografica se faz necessaria para
confirmagéo da hipétese de co-evolugédo LRV1 e espécies de Leishmania do
subgénero Viannia. Varios estudos examinaram a presenga de LRV1 em cepas
de Leishmania e é de salientar que o endossimbionte viral ndo foi detectado
(OGG et al., 2003; PEREIRA et al., 2013) em regides que provavelmente
possuem a mesma populacao de L. braziliensis como Rio de Janeiro e Minas
Gerais, de acordo com as analises por MLMT (KUHLS et al., 2013), mas estéo
presentes nas populacdes que circulam na parte norte da América do Sul, com
a populacdo de L. guyanensis, L. braziliensis e L. shawi. Como demonstrado
anteriormente, LRV sao transmitidos intracelularmente durante a divisdo celular.
As infec¢des mistas em uma mesma cultura de Leishmania com duas cepas de
LRV1 ja foram observadas (TIRERA et al, 2017) e também células de
Leishmania infectadas e nao infectadas por LRV na mesma cultura (ZANGGER
et al., 2013). E importante mencionar que na mesma regido, estdo presentes
Leishmania com e sem LRV1. E possivel que um efeito gargalo (bottleneck)
tenha ocorrido durante o processo de dispersao de L. braziliensis, considerando
que as outras espécies de L. (Viannia) parecem estar restritas a regido
amazodnica e que os parasitas sem particulas virais foram melhor adaptados as

condicbes encontradas, especialmente em relagdo as espécies de
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flebotomineos. E provavel que a mistura populacional seja um importante
determinante implicado na dindmica da co-evolucdo (GOMEZ; ASHBY;
BUCKLING, 2014).

Recentemente, sugeriu-se que LRV infectou parasitas do género
Leishmania a0 mesmo tempo em que o ciclo de vida dixénico surgia em
Leishmaniinae (GRYBCHUK et al., 2017), evoluindo com esse parasita desde
entdo, antes da divergéncia do género de Leishmania. Os mecanismos que
determinam a especificidade Leishmania-LRV n&do sdo documentados e
entendidos como para outros grupos de parasitas. As consequéncias da co-
evolucao Leishmania-LRV dependem da dindmica co-evolutiva e provavelmente
envolvem selegao flutuante e co-evolugéo antagonista (direcional para aumentar
a infectividade/resisténcia). Sob selegcdo flutuante, podem ser observadas
oscilagbes na frequéncia de gendtipos com fendtipos especificos de resisténcia
e infectividade (GANDON et al., 2008) ou pode-se observar flutuagdes na faixa
de resisténcia e infectividade (SASAKI, 2000). As espécies e populagdes de
Leishmania sao estruturadas espacialmente (BOITE et al., 2012; KUHLS et al.,
2013) e a extensdo do fluxo de genes entre as populagbes pode alterar a
dindmica co-evolutiva e resultar em padrdes de adaptacao local e assim explicar
a dispersao das populacoes de L. braziliensis sem LRV1, que pode representar
uma populagéo Leishmania resistente ao virus, estabilizada apds o processo de
co-evolugdo. Existe um importante emaranhamento ecoldgico e evolutivo no
curso da co-evolugdo de Leishmania-LRV. A interacdo das espécies de

Leishmania com seus hospedeiros teve impacto direto neste processo evolutivo.
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7 CONCLUSOES

Considerando as variaveis sexo, idade e forma de aquisicado da doenca,
o perfil dos pacientes diagnosticados com LT em Rondbnia é bastante similar ao
descrito para outras areas endémicas da regido Amazbnica, onde o
acometimento de pacientes do sexo masculino € maior, a idade se concentra
entre pacientes com 20 a 60 anos e que estes séo infectados principalmente
enquanto desenvolvem atividades remuneradas, relacionadas a agricultura,
extrativismo mineral e madeireiro, entre outras atividades que o coloquem em

contato direto com areas de floresta ou em desflorestamento.

A distribuicdo das espécies de Leishmania também possui similaridades
ao relatado nas demais regides que fazem fronteira com o estado, exceto o
Amazonas. Existe um predominio de infec¢cdes onde o agente etiologico € L.
braziliensis, ao mesmo tempo que existe uma diversidade de espécies

envolvidas em casos humanos de LT, apesar de estarem em menor frequéncia.

Foi observada uma elevada frequéncia de coinfeccédo por LRV1 e a
presenca do endossimbionte influencia na carga de parasita nas lesdes, o que
pode ser concluido através da associacdo observada entre amostras positivas

para o virus com uma maior carga parasitaria nas lesées

Com as analises de frequéncia de positividade dos testes parasitologicos
aplicados, podemos concluir que o raspado, como esperado, possui baixa
capacidade diagnoéstica, principalmente em amostras de leishmaniose mucosa,
ao passo que o uso de ferramentas moleculares aumenta consideravelmente a
sensibilidade do diagnéstico. A sensibilidade dos testes moleculares varia
conforme o marcador utilizado, mas a combinagao de mais de um alvo molecular,
que seja espécie especifico, possibilita além de alta sensibilidade, também a

identificacdo das espécies.

Foram identificados genes humanos diferencialmente expressos em
amostras de pacientes com LT. Alguns genes se destacaram e foram sugestivos
de controlar a infecgao, seja pela ativacédo de macréfagos, ou por desencadear

uma via de sinalizagao importante para a efetiva resposta imune, como os genes
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IL-21, CASP1, ILA, IL-12 e NLRP3. Outros genes apresentaram expressao
diferencial em amostras positivas para LT e/ou com alta carga parasitaria, como
os genes CASPS8, PKR, TGF-B e TRAF3. Os genes indicativos de controlarem a
infeccdo ou os que indicam susceptibilidade ao parasita, revelam que, no
organismo humano, a polarizagcdo da resposta imune na leishmaniose
tegumentar ocorre de forma diferente do observado em modelos animais. Isto
porque foram investigados genes que, na literatura, estao fortemente associados
com os perfis Th1 (controle da infecgdo) ou Th2 (susceptibilidade a infecgéo) e

estes, no nosso estudo, ndo apresentaram expressao diferencial.

Apesar de haver certa concordancia entre o observado no presente
estudo com o que é relatado na literatura, em relagdo aos genes de Leishmania,
os resultados sugerem que uma infecgdo bem-sucedida ndo depende somente
de fatores de viruléncia do parasita e/ou de uma resposta imune falha, mas que
uma resposta imune efetora contra a infeccdo, estimula a producdo desses
fatores de viruléncia. E provavel que, nesses casos, sejam replicados no sistema
in vivo, parasitas com maior resisténcia em relagao aqueles parasitas que tém
maior capacidade de se proliferar. S3o necessarios testes funcionais para testar
a hipbétese aqui apresentada, que indica que a alta carga parasitaria pode nao
ser o indicativo de uma infecgdo bem sucedida, ao passo que uma baixa carga
parasitaria também pode ndo representar um parasita pouco virulento. Essas

observacodes levam em conta parasitas ndo submetidos ao tratamento.

As analises de filogenia do LRV1 aqui apresentadas corroboraram com o
estudo recente com base em sequéncias completas do genoma de LRV1. Isto,
juntamente com a facilidade de acessar regides de sequéncia mais curtas,
permite sugerir nossa abordagem para futuros estudos sobre a sistematica
molecular de LRV1. Além disso, a partir da abordagem que realizamos, foi
verificado que existe uma especificidade entre as sequéncias de LRV1 e as
espécies de Leishmania. A partir de tais observagbes, e com base nas
informacgdes da literatura a respeito desse tema, podemos concluir que existe um
perfil co-evolutivo entre Leishmania do subgénero L. (Viannia) e o seu

endossimbionte viral, LRV1.
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ANEXOS

PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA DE ESCOVA CERVICAL

A escova cervical apos a coleta da amostra, foi colocada em microtubo de

2,0 mL e armazenada a -20°C até o momento da extracao.
Kit utilizado: PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA/USA)

1 - Adicionar ao microtubo contendo a escova cervical, 200 uL de tampao de

lise e 20 pL de Proteinase K. Homogeneizar em vortex por 15 segundo

2 - Adicionar 200 yL do tampao de ligacdo e homogeneizar em vortex por 15

segundos
3 - Adicionar 200 L de alcool 70% estéril
4 - Centrifugar a 12000 g por 15 segundos e descartar a escova cervical

5 - Passar 750 pL do microtubo para a coluna e centrifugar a 12000 g por 30

segundos

6 - Descartar o filtrado e adicionar 500 pyL do tamp&o de lavagem 1 a coluna.

Centrifugar a 12000 g por 30 segundos

7 - Descartar o filtrado e adicionar 500 yL do tamp&o de lavagem 2.

Centrifugar a 12000 g por 2 minutos

8 - Descartar o filtrado e transferir a coluna para um novo microtubo de 1,5

mL.

9 - Adicionar 60 uL do tampao de eluicdo no centro da coluna e incubar a

temperatura ambiente por 1 minuto. Centrifugar a 12000 g por 1 minuto

10 - Repetir o passo 9 e por fim, descartar a coluna e armazenar o DNA a -
20°C
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APENDICES

APENDICE A — Termo de Consentimento utilizado para formalizar a
participacao dos voluntarios na pesquisa.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

VOCE ESTA SENDO CONVIDADO (A) COMO VOLUNTARIO (A) A
PARTICIPAR DA PESQUISA:

AVALIGAO DE FATORES RELACIONADOS A FISIOPATOLOGIA E
EPIDEMIOLOGIA DAS LEISHMANIOSES NA AMAZONIA OCIDENTAL

JUSTIFICATIVA: A leishmaniose tegumentar, conhecida popularmente como ferida-brava
¢ uma infec¢do que apresenta inicialmente uma lesdo cutanea apresentando feridas indolores
na pele e pode evoluir para lesdes mais graves, com o aparecimento de ferimentos nas
mucosas (boca, nariz) do paciente. E uma doenca transmitida pela picada do inseto infectado,
tem maior ocorréncia em areas rurais, proximas a florestas, e ¢ considerada um problema de
satde publica mundial pela Organizacdo Mundial de Saude. Em todas as regides brasileiras,
a leishmaniose esta presente, sendo a Regido Norte responsavel pelo maior nimero dos casos.
Alguns pacientes que trataram a leishmaniose cutanea, anos apos cura aparente das feridas,
apresentam uma forma mais grave da doenga que atinge as mucosas. Os motivos que levam
ao aparecimento dessas lesdes ndo sao totalmente esclarecidos e sdo de origem multifatorial,
podendo estra relacionados a caracteristicas genéticas e imunoldgicas do paciente, a espécie
de Leishmania envolvida no caso, a com infec¢do com outros patdogenos, € at€ mesmo a
presenca de um virus conhecido como Leishmania RNA Virus (LRV) que pode estar no
interior da Leishmania. Até o momento, ndo se sabe em detalhes qual desses motivos podem
influenciar de forma significativa no agravamento da doenca. A presente pesquisa visa
avaliar diferentes fatores que podem contribuir para o surgimento de uma leishmaniose
mucosa utilizando diferentes metodologias.

Junto com vocé serdo convidados e inseridos no estudo mais 599 participantes, totalizando
ao final do estudo 600 participantes.

IT) OBJETIVO: Avaliar os perfis genéticos, imunologicos e epidemiologicos de pacientes
com Leishmaniose Tegumentar atendidos no Hospital de Medicina Tropical de Rondodnia,
CEMETRON bem como as caracteristicas epidemioldgicas da doenca nessa regiao.

IIT) PROCEDIMENTOS: Apés o aceite do voluntario em participar da pesquisa, este
recebera o TCLE e os esclarecimentos sobre a pesquisa. Serdo coletados 10 mL de sangue
periférico sob condi¢des de assepsia de rotina hospitalar, 4 swabs estéreis serdo colocados
em contato direto com a borda das lesdes e sera coletado um aspirado da lesdo a fim de
realizar o isolamento do parasita. As coletas de sangue, de aspirado e da lesdo serdo realizadas
por um profissional qualificado e capacitado para tal fungdo. As lesdes serdo fotografadas e
medidas, sendo preservada a identificagdao do paciente pelo registro.
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Existe um desconforto, e sera de leve sensagdo dolorosa no momento da coleta de sangue e
da coleta da lesdo, sendo justificada para que se possa realizar o procedimento.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E GARANTIA DE
SIGILO:

Vocé sera esclarecido (a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Vocé € livre para
recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a participagcdo a qualquer
momento. A sua participagdo ¢ voluntaria e a recusa em participar ndo ira acarretar qualquer
penalidade ou perda de beneficios.

O(s) pesquisador (es) ira (ao) tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo. Os
resultados dos testes que serdo realizados dentro de laboratério de pesquisa serdao
armazenados em banco de dados e os resultados referentes a identificagdo do agente causador
da Leishmaniose serdo encaminhados ao laboratério do CEMETRON para retirada pelo
paciente. Seu nome ou o material que indique a sua participagdo nao sera liberado sem a sua
permissdao. Vocé ndo sera identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa resultar desse
estudo. Uma copia deste consentimento informado sera arquivada na Fundacdo Oswaldo
Cruz — FIOCRUZ RO e outra sera fornecida a voce.

CUSTOS DA PARTICIPAGAO, RESSARCIMENTO E INDENIZAGA O POR
EVENTUAIS DANOS:

A participacao no estudo ndo acarretara custos para vocé e nao sera disponivel nenhuma
compensacao financeira adicional.

ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS EM BIORREPOSITORIO E BIOBANCO

As amostras colhidas nesse trabalho serdo armazenadas em Biorrepositdrios primeiramente,
que se destina a ser um tipo de deposito ao qual suas amostras ficardo no tempo de realizagao
deste projeto de pesquisa, cuja guarda ficara com o pesquisador principal Dr. Ricardo de
Godoi Mattos Ferreira e de responsabilidade institucional da Fiocruz Rondonia, este deposito
permanecerd o tempo programado para realizacao do trabalho.

Caso haja necessidade poderéd ser prolongada mediante justificativa e aprovacao do CEP
(Comité de Etica em Pesquisa). Este material podera sofrer transferéncia para Biobanco
institucional, pelo qual sua amostra fara parte de um banco de responsabilidade institucional
podendo ser utilizado para pesquisas futuras, essas pesquisas também serdo avaliadas por
CEP’s. Seu material bioldgico sera armazenado sobre um sistema seguro de identificagao,
que garante o sigilo, o respeito a confidencialidade e a recuperacao dos seus dados, para
fornecimento de informagdes de seu interesse ou para a obtencdo de consentimento
especifico para utilizagdo em nova pesquisa;

Por isso torna-se necessario que marque qualquer alternativa abaixo, que condiz com sua
participagdo nesse estudo:

() Necessidade de novo consentimento a cada pesquisa (a cada nova pesquisa o pesquisador
responsavel entrard em contato para adquirir novo termo de consentimento livre e
esclarecido).
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() Dispensa de novo consentimento a cada pesquisa ( seu material bioldgico poderd ser
utilizado para pesquisa futuras sem a necessidade de novo termo de consentimento livre e
esclarecido).

E importante esclarecer que vocé participante desta pesquisa tem garantia expressa da
possibilidade de acesso do conhecimento dos resultados obtidos com a utilizagdo dos
materiais biologicos e as orientagdes quanto as suas implicagdes, em qualquer tempo. Para
isso ficara o contato da instituicao responsavel por seu armazenamento (FIOCRUZ — RO —
(69) 32196008.

DECLARAGAO DO (A) PARTICIPANTE (A) OU DO SEU RESPONSAVEL:

Eu, , fui informado (a) dos
objetivos da pesquisa acima, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei
que a qualquer momento poderei solicitar novas informacgdes € motivar minha decisdo se
assim o desejar. O Pesquisador Dr. Ricardo de Godoi Mattos Ferreira certificou-me de que
todos os dados desta pesquisa serdo confidenciais.

Também sei que caso existam gastos adicionais, estes serao absorvidos pelo or¢amento da
pesquisa. Em caso de duvidas poderei chamar a Biomédica Lilian Motta Cantanhéde e/ou o
pesquisador Dr. Ricardo de Godoi Mattos Ferreira, nos telefones (69) 3219 6008, (69)
32196000 ou nos e-mails licantanhede@gmail.com e ricardogodoi@fiocruz.com

Declaro que recebi uma copia deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada
a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

, de de

Assinatura do Voluntario

Assinatura do Pesquisador Responsavel
Pesquisador Responsavel:
Dr. Ricardo de Godoi Mattos Ferreira
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APENDICE B - Ficha de entrevista utilizada para a coleta de dados clinicos
e epidemioldgicos dos pacientes com suspeita clinica de LTA
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APENDICE C - Lista de iniciadores selecionados para os ensaios de Fluidigm.

DESCRICAO - REFERENCIA GENE SEQUENCIA DO INICIADOR TM | LOCALIZACAO | TAMANHO/pb
1| femlivsopsii i AQP1 F CTTTGCGGTGTGGAGTGAGATA 60.35 525-546 156
AQP1 R CCAGAGTTGATACCTGTCGTGATAC | 60.73 680-656
2 |y elutamil-cisteina sintetase v GSH F CTACGACTCTATCTCCATCTTCATCA | 59.35 1191-1216 115
v GSHR CACACCAGCCTTCTCCAGC 60.67 1305-1287
3 | Multidrug resistance associated protein A D[R ¥ LEHGEGEEEEHENE T 2D S 81
MRPA R CCAGTTCAGCGTCTCCGTT 60.01 3717-3699
4 | Redutase dependente de Tiol 1 TDR1 F GCTTCTTCCTGGACAACGC 59.13 971-989 29
TDR1 R CTCAAACTCAGCCTTCGCATC 59.60 1059-1039
5 | Glutationa sintetase GSH2 F ACGAAGAGCGACGACCCA 60.98 1546-1563 158
GSH2 R GTGACGCCGTAGATGCCA 59.82 1703-1686
6 | Tripanotiona Redutase TRYRF GAAAAGGATGGCGAGGTGC 59.20 1255-1273 76
TRYR R AGATGCCTACGCTCTGAATGAT 59.37 1330-1309
7 | Ornitina Descaboxilase ODCF CAGTCTGTCGTGCCGATGGA 62.21 1519-1538 121
ODC R CGTTCAGCAGGAGAAGCGTC 61.35 1639-1620
2 | Arsenato redutase 2 ACR2F CAAACCTGATTCGTTCGCCA 59.13 51-70 7
ACR2 R CAATGAAGCCGCAGTCTCG 59.29 121-103
9 | Actina Actin F GGCGAACGAGGAGTCATTTG 57.86 702-720 100
Actin R ATCAGCGACGGCTTGAACAG 6191 801-781
10 |s8 S8 F CGACTTGGATGCGGGGA 59.01 357-373 111
S8R GGCGAAGCCTTGTTCACG 59.44 467-450
11 | Tryparedoxin peroxidase TP F TTCAGTTCGTGGAGAAGCAC 58.13 488-507 104
TP R GCTGAAGTAGCCCTCAATGG 58.33 591-572
D Heat chock protein 70 HSP70 F AAGCGCAAGAACAAGGGTAA 58.02 742-761 146
HSP70 R AAGTCGACGTTGTCGAACAG 58.53 887-868
13 Heat chock protein 83 HSP83 F TCATCATGGACAACTGCGAG 57.99 56-75 187
HSP83 R TTGTTCTCCGCCATCTCTTC 57.61 242-223
14 | Heat chock protein 60 HSP60 F GAACTTCGACCCTTCCATCC 57.97 960-979 155
HSP60 R GGTTGTAGTCACTCGTCTCG 57.76 1114-1095
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15 | outative sodiam stiboeluconate resist o SSR F GGGAGGCGGAAAATACTGAG 58.05 668-687 o7
putative sodium stibogluconate resistance protein SSFR TTAAGTTCCACTCGCTCGAC 57.66 754-735
6 lai e Gp63 F GATGCGACAGTGGAGTGAAA 58.20 1749-1768 120
icoproteina Gp63 R CAGGGGAGGCTGATAACAAG 57.66 1868-1849
- i ated orotein Kinase. outativ MAPK F TACACCCCCTTCCACTTTGA 58.18 967-986 %0
mutogen activated prote S¢, putative MAPK R TTGACGCTCTCCTCGTAGAT 57.96 1046-1027
8 i - o MRP F TTGGTGAAGAGCCGTTCTAT 56.56 14-33 7
multidrug resistance protein MRP R CCATGTGTAGAAGAGCGGG 57.63 90-72
19 | ctathcin hain. outat Clathrin F TTGGCTTCTACCTCAGGACA 57.98 4274-4293 6
clathrin heavy chai, putative Clathrin R GCTTGAAGATGGAGGACAGG 57.96 4336-4317
20 | Thiol cinlike profel Thiol F AATCCGTCCAAGTGGTTTCC 58.09 475-494 105
tolase profein-iike protein Thiol R CGGGACAACTTCGTCTTTGA 58.14 669-650
21 | Enl ENOL F GCAAAGCTGTGCATGGAGAA 59.40 1069-1088 207
notase ENOL R GTAGCCGTACTTGGATGCG 58.41 1275-1257
27 | Peroxiredoni PRX F GTTTGCCCGACAGAGATCAT 57.97 238-257 o
croxirecoxin PRX R GCGTGTTCAGCTTCTCAAAC 57.98 301-282
. TLR I F TTCAAACGTGAAGCTACAGGG 60.2 834-854
%) | Telliles feweytor | - Nl Q0E26 TLRIR CCGAACACATCGCTGACAACT 61.0 938-918 AL
. TLR2F ATCCTCCAATCAGGCTTCTCT 60.0 63-83
24| Toll-like receptor 2 - NM_003264 TLR2 R GGACAGGTCAAGGCTTTTTACA 60.4 180-159 118
. TLR3 F CAAACACAAGCATTCGGAATCTG | 606 737-759
25| el meegpin & - WL LIRS TLR3 R AAGGAATCGTTACCAACCACATT | 602 881-859 16
. TLR4 F TTTGGACAGTTTCCCACATTGA 60.0 424-445
26 | Toll-like receptor 4 - NM_138554 TLR4 R AAGCATTCCCACCTTTGTTGG 60.1 499-479 76
. TLR5 F TCCCTGAACTCACGAGTCTTT 60.4 904-924
2 el weaepion 5 - NMLOOE26E TLR5 R GGTTGTCAAGTCCGTAAAATGC 60.0 1012-991 e
. TLR6 F TTCTCCGACGGAAATGAATTTGC | 60.7 82-104
28 | Toll-like receptor 6 - NM_006068 TLR6 R CAGCGGTAGGTCTTTTGGAAC 60.9 156-136 &
. TLR 7 F TCCTTGGGGCTAGATGGTTTC 60.9 71-91
22| el deespiine 5 - NLALDNGEE2 TLR 7R TCCACGATCACATGGTTCTTTG 60.6 149-128 ®
. TLR 8 F ATGTTCCTTCAGTCGTCAATGC 60.9 10-31
30 | Toll-like receptor 8 - NM_138636 TLR 8 R TTGCTGCACTCTGCAATAACT 60.2 152-132 143
. TLROF AATCCCTCATATCCCTGTCCC 60.2 60.2
oL | el meegpine @ - AL pe2 TLRO R GTTGCCGTCCATGAATAGGAAG 61.0 61.0 1
. TICAMI F GCCAGCAACTTGGAAATCAGC 60.67 610-630
32 | Toll-like receptor adaptor molecule 1 93
TICAMI R GGGGTCGTCACAGAGCTTG 60.37 702-684
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33 Toll-like receptor adaptor molecule 2 - TICAM2 F CTGACTCACAGCTGGACCG 60.0 11-29 74
NM_021649 TICAM2 R GACTGCTGCTTTGCCGTG 597 84-67
34 | Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 - CXCLIF TGGCTTAGAACAAAGGGGCTTA 59.6 1037-1058 o
NM_001511 CXCLIR AAAGGTAGCCCTTGTTTCCCC 60.2 1146-1126
. . CCL2 F TGCAATCAATGCCCCAGTCA 60.2 151-170
<8 || Cliermelsis (CHC mroi) Ippmd 2 - N (0022052 CCL2R ACACTTGCTGCTGGTGATTCT 60.2 250-230 {0
36 | Chemokine (C-X-C motif) receptor 3 - CXCR3 F GCTCTCCCCAATATCCTCGC 60.0 1255-1274 o8
NM_001504 CXCR3R AATGGTGCAGTCCTCAGAGC 60.0 1352-1333
. . CCL5 F TGCTGCTTTGCCTACATTGC 597 165-184
1 || Cnermeiis (CHC moi) gl 5 - WL CCL5 R TCGGGTGACAAAGACGACTG 599 269-250 e
. . CCR5 F GAGTGAAGAATCCTGCCACCT 597 21-41
38 | Chemokine (C-C motif) receptor 5 - NM_000579 CCR5R ACGGGCTTTTCTCACTGGATT 599 11797 97
30 | Chemokine (C-X-C motif) ligand 9 - CXCLOF TCCCATGAAGAAAGGGAACGG 60.0 2018-2038 %
NM_002416 CXCL9R AGGCTAACTGGGCACCAATC 60.0 2107-2088
40 | Chemokine (C-X-C motif) ligand 10 - CXCL10 F TGAATCCAGAATCGAAGGCCA 595 329-349 100
NM_001565 CXCLIOR TGCATCGATTTTGCTCCCCT 60.00 428-409
41 | Chemokine (C-X-C motif) ligand 11 - CXCLI1F | ACCCAAGTAACAACTGTGACAAAAT | 595 365-389 04
NM_005409 CXCLIIR | GATTATAAGCCTTGCTTGCTTCGAT | 60.0 468-444
. ILIBF AACCTCTTCGAGGCACAAGG 59.9 524
42 | Interleucina 1f - NM_000576 ILIBR GGCGAGCTCAGGTACTTCTG 60.1 111-92 107
. ILIAF CGTTTTGACGACGCACTTGT 59.9 825-844
w5 | Mnioulomlahn U eliplie: - W _000575 ILIAR CTGGCAGCTTAAGCCTGAGT 60.0 915-896 2
. IL2 F ACAGGATGCAACTCCTGTCTT 593 60-80
44 | Interleucina 2 - NM_000586 IL2R ATGCTCCAGTTGTAGCTGTGT 59.6 163-143 104
. L4 F GCACCGAGTTGACCGTAACA 60.6 208-227
45| Unislomeie 4 - NALOUSED IL4 R GTAGAACTGCCGGAGCACAG 60.7 305-286 2
. 16 F AACCCCCAATAAATATAGGACTGGA | 59.5 15-39
46 | Interleucina 6 - NM_000600 16 R GTTCATAGCTGGGCTCCTGG 60.0 122-103 108
. . ILIOF CGAGATGCCTTCAGCAGAGTG 61.0 192212
| Mnislereie 10 - Oliveia, 200 IL 10 R TCATCTCAGAACAAGGCTTGGC 60.8 318-298 1229
. . ILI2F CAGCCTGGGAAACATAACAAGAC | 59.9 1722-1744
48 | Interleucina 12 - Oliveira, 2014 ILI2R CTCCTGCCTCATCCTCCTGAA 60.7 1830-1810 109
. ILRA-17 F CTGCCTCAATGACTGCCTCA 60.0 1000-1019
40 | Unieulomltn U7 degspian o WL DL ILRA-17R TGAACCAGTACACCCACAGG 595 1106-1087 1y
. . IL17A F TGGGAAGACCTCATTGGTGT 595 5473
50 | Interleukin 17A - Oliveira, 2014 ILI7A R GGATTTCGTGGGATTGTGAT 595 137-118 84
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51 Interleukin 18 (interferon-gamma-inducing factor) IL18F TGCCAACTCTGGCTGCTAAA 59.8 95-114 104
- NM_001562 ILI8 R TTGTTGCGAGAGGAAGCGAT 60.0 198-179
. IL-21F ATCCAGTCCTGGCAACATGG 60.0 52-71
52 | Interleucina 21 - NM_021803 IL21R TGTGGCGATCTTGACCTTGG 60.3 152-133 101
TNF-a F CTGGGCAGGTCTACTTTGGG 60.0 843-862
>3 | Fator de Necrose Tumoral o - NM_000594 TNF-a R GGTGTCTGAAGGAGGGGGTA 60.0 950-931 108
. TRAF3 F ACCGCGAGAACTCCTCTTTC 59.7 190-209
54 | TNF receptor-associated factor 3 - NM_003300 TRAF3 R TTTAGCGGCGGGTTAGTCTG 60 1 273254 84
. TRAF6 F CGCACTAGAACGAGCAAGTGATA 60.7 255-2717
55 | TNF receptor-associated factor 6 - NM_004620 TRAF6 R GCAGTCACTTTCAGACTGGC 590 345-326 91
IFN-B F ACGCCGCATTGACCATCTAT 59.8 318-337
56 | Interferon beta - NM_002176 IFN-B R GTCTCATTCCAGCCAGTGCT 60.0 402-383 85
IFNB1 R ACGCCGCATTGACCATCTAT 59.8 318-337
37 | Interferon beta 1 - NM_002176 IFNBI R GTCTCATTCCAGCCAGTGCT 60.0 402-383 85
IFNG F TCGGTAACTGACTTGAATGTCCA 61.0 364-386
58 | Interferon gamma - NM_000619 IFNG R TCGCTTCCCTGTTTTAGCTGC 61.2 456-436 o3
IFNA2 F GTTTCTGCTATGACCATGACACG 59.9 717-739
59 | Interferon alpha 2 - NM_000605 IFNA2 R GGGACTAGTGCCTTAAGAGCTG 60.1 809-788 23
IRF4 F AATGGTTGCCAGGTGACAGG 60.0 760-779
60 | Interferon regulatory factor 4 - NM_002460 IREAR AGGCTTCGGCAGACCTITATG 508 859-840 100
61 Protein kinase, interferon-inducible dsSRNA PRKRA F CTACGGCACCAAGGCTCC 60.1 21-38 84
dependent activator - NM_003690 PRKRA R CACCTCCTCCGACTCCCC 60.5 104-87
62 Transforming growth factor beta 1 - Oliveira, TGF-$1 F GGACACCAACTATTGCTTCAG 59.8
2014 TGF-f1 R TCCAGGCTCCAAATGTAGG 60.0
63 Transforming growth factor, beta 2 - TGFB2 F GGAGCGACGAAGAGTACTACG 60.1 1646-1666 34
NM_003238 TGFB2 R TGGGCGGGATGGCATTTT 59.9 1729-1712
64 Signal transducer and activator of transcription 1, STAT1F ATGGCGAGAACCTAAGTTTCAGT 59.9 4110-4132 108
91kDa - NM_007315 STATI R ACTGACAGCTAAACCTCAGCAA 59.9 4217-4196
65 Signal transducer and activator of transcription 6, STAT6 F CTCGCTGGACAGAGCTACAG 59.9 206-225 77
interleukin-4 induced - NM_003153 STAT6 R GGCAACCCCTCTGCTGTC 60.2 282-265
66 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene NFKBI1 F CCCGCGCCGCTTAGG 60.2 397-411 32
enhancer in B-cells 1 - NM_003998 NFKB1 R TCTTCTGCCATTCTGAAGCCG 60.5 478-458
67 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene NFKB2 F CTACTGGAGGCCCTGTCTGA 60.3 2764-2783 97
enhancer in B-cells 2 - NM_002502 NFKB2 R CCTTCACCTCTGTGCTGGG 60.0 2860-2842
68 Nucleotide-binding oligomerization domain NODI1 F CCTGGTGGCCAAGTGATTGT 60.5 161-180 9
containing 1 - NM_006092 NODI1 R TTTCTGTAATCGCCGCCACA 60.3 252-233
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69 Nucleotide-binding oligomerization domain NOD2F ATGGGCTTTGATGGGGGAAG 60.0 96-115 100
containing 2 - NM_022162 NOD2 R CGAGCACATTTCACAACCCG 60.3 195-176
NLR family, pyrin domain containing 1 - NLRP1 F TACTCTGATCCCTCCAGCCC 60.1 4632-4651
L NM_033004 NLRP1 R GCTGCTCTCGATACTGGTCC 59.9 4720-4701 89
) NLR family, pyrin domain containing 3 - NLRP3 F TCACCATGTGCTTCATCCCC 60.0 1963-1982
7 NM_183395 NLRP3 R GGTGGTCTTGGATGTCTGGG 60.0 2063-2044 1ol
7 NLR family, CARD domain containing 4 - NLRC4 F TCGGTGGAGTGGACCAAAAC 60.1 45-64 99
NM_021209 NLRC4 R TCCCAGAGGACTTCCAGCAG 60.5 143-124
73 Caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase - CASPI F GCCCACCACTGAAAGAGTGA 59.8 1202-1221 08
NM_033292 CASP1 R TTCACTTCCTGCCCACAGAC 59.8 1299-1280
74 Caspase 5, apoptosis-related cysteine peptidase - CASP5 F GCTGTACAAAGAGACAGAGGCT 60.0 4-25 109
NM_004347 CASP5 R TCCAATCCACTCTGAAGGATACC 59.5 112-90
75 Caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase - CASP8 F TTCTGCCTACAGGTTCCACTT 59.0 597-617 9
NM_001228 CASP8 R CGACCCTCCGCCAGAAAG 60.0 688-671
. . . MAPKI1 F AGTTCTTGACCCCTGGTCCT 60.1 1384-1403
76 | Mitogen-activated protein kinase 1 - NM_002745 MAPKIR CACAACTACCAGAAACCGCC 590 1476-1457 93
77 Macrophage migration inhibitory factor MIF F GTCCGAGAAGTCAGGCACG 60.4 12-30 104
(glycosylation-inhibiting factor) - NM_002415 MIF R CGATGAACATCGGCATGATGG 59.8 113-93
. HSPA1AF GGGCCTTTCCAAGATTGCTG 594 2170-2189
78 | Heat shock 70kDa protein 1A - NM_005345 HSPAIAR | TGCAAACACAGGAAATTGAGAACT | 59.6 2264-2241 %
79 Toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain TIRAP F AGGACAGGCAAGGTTTCATTCA 60.1 2023-2044 96
containing adaptor protein - NM_001039661 TIRAP R GGGGGCACAAAAGTACACATTG 60.2 2118-2097
80 Myeloid differentiation primary response gene MYDS8 F GCTCATCGAAAAGAGGTGCC 59.5 853-872 105
(88) - NM_002468 MYDS88 R GGAGAGAGGCTGAGTGCAAA 59.6 957-938
81 | Interferon reeulatory factor 1 IRF1 F CTGTGCGAGTGTACCGGATG 62.6 314-333 110
CTICION regliatory 1acto IRFI R ATCCCCACATGACTTCCTCTT 602 426-406
IRF3 F GAGCTCAGCTGACGGGAAAG 60.0 136-155
82 | Interferon regulatory factor 3 - NM_001571 IRE3 R CTACGATGGAAGGTCGGGG 590 245207 110
23 Chemokine (C-C motif) receptor 6 - NM_004367 CCR6F GAGAGGGCCCACGTGTATATG 60.0 93-113 9
CCR6 R CACAAACCAACAGCCACAGT 59.2 184-165
. . CCR4 F AGAAGGCATCAAGGCATTTGG 60.9 93-113
84 | Chemokine (C-C motif) receptor 4 CCR4R ACACATCAGTCATGGACCTGAG | 614 229-208 118
85 | Chemokine (C-C motif) receptor 8 CCRS8 F CTGTCTGACCTGCTTTTTGTCT 60.4 235-256 90
CCR8 R CCACTTTGCACATTACAGTCCC 61.4 325-304
86 | Fas ligand (TNF superfamily, member 6) FASLG F ATTTAACAGGCAAGTCCAACTCA | 60.1 443-465 109
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FASLG R GGCCACCCTTCTTATACTTCACT 614 541-519
87 | Coreactive profein. pentraxin-related CRPF AACGAAGCCTCTCAAAGCCTT 62.0 132-152 05
P P CRP R CTCTTGGTGGCATACGAGAAAAT | 60.6 227-205
CDS6 F TACGGGGAGCTCGCAAATAC 59.9 70-89
S| D melieonle - NLALOLSHED CDS6 R TAAGCACAGCAGCATTCCCA 599 149-130 el
CDSAF CGCTGTCAGATCCCCTTTGT 60.0 80-99
89 | CD8a molecule - NM_001768 CDSA R GCCATTGCAACAGCCTTCAA 599 181-162 102
R C—— ) or 1 IENARI F ATTTACACCATTTCGCAAAGCTC 60.0 357-379 100
nterteron fapha, beta anc omega) receptor IENARI R TCCAAAGCCCACATAACACTAT 60.0 476-454
Iy . . MBL2 CCCTGTTTCCATCACTCCCTC 618 525
91 | Mannose-binding lectin (protein C) 2 MBL2 GCAGGTCTTTTGGGCATCC 611 96.78 91
9 Signal transducer and activator of transcription 3 STAT3 F GACATTCCCAAGGAGGAGGC 60.1 2244-2263 %
(acute-phase response factor) - NM_003150 STAT3 R GGTCTTCAGGTATGGGGCAG 59.8 2339-2320
. . RPLP F CCTCGTGGAAGTGACATCGT 597 119-138
93 | Ribosomal protein, large, PO - NM_001002 RPLP R CTGTCTTCCCTGGGCATCAC 60.3 194-175 76
04 | Beta actin ACTB F CCTCGCCTTTGCCGATCC 60.5 36-53 .
ACTB R CGCGGCGATATCATCATCCAT 60.5 105-85
95 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 - HPRTI1 F CCTGGCGTCGTGATTAGTGAT 61.9 16-36 120
NM._001101 HPRTI R AGACGTTCAGTCCTGTCCATAA 60.5 146-125
% Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase - GAPDH F CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC 59.8 116-135 75
NM_002046 GAPDH R ATGGTGTCTGAGCGATGTGG 60.1 90-171
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Apéndice D — Relagdo dos resultados obtidos de carga parasitaria e carga viral,

descritos na se¢ao de expressao génica

N ID Amostra Carga ’vi_ral Carga parasi_ta’ria PCR_ Raspado_
(N de cépias) (Eq. Parasito) convencional (microscopia)
1 388 NEGATIVO 37,3344 Lb POSITIVO
2 389 NEGATIVO 27,6388 Lb NEGATIVO
3 390 36,0805 NEGATIVO Lb POSITIVO
4 391 17,2608 511509,0625 Lg POSITIVO
5 393 NEGATIVO NEGATIVO Lb POSITIVO
6 394 NEGATIVO 215044,6875 Lg POSITIVO
7 395 36,0805 6353,0713 Lssp NEGATIVO
8 396 2,3631 281399,4688 Lb POSITIVO
9 397 1,0150 47,0513 Lb POSITIVO
10 398 5,5621 6,5247 Lb NEGATIVO
11 399 1171,8933 388780,5625 Lb POSITIVO
12 400 NEGATIVO 64200,7031 Lb POSITIVO
13 401 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
14 402 NEGATIVO 117,4712 Lb NEGATIVO
15 403 NEGATIVO NEGATIVO Lb NEGATIVO
16 404 1,1039 NEGATIVO Lb POSITIVO
17 405 56,2710 2918,4919 Lb POSITIVO
18 406 NA 175,3098 NEGATIVO NEGATIVO
19 407 0,3558 199801,8281 La POSITIVO
20 408 0,6179 3637,6494 Lb POSITIVO
21 409 NEGATIVO 2,9495 Lb POSITIVO
22 410 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO
23 411 0,6217 8032,4980 Lb POSITIVO
24 412 0,3188 209900,6406 Lb POSITIVO
25 413 93453,5981 0,9893 Lb POSITIVO
26 414 272,6005 233094,0313 Lb POSITIVO
27 415 8,6843 16,6522 Lb POSITIVO
28 417 0,3262 1664,4257 Lb POSITIVO
29 418 0,4158 319,8503 Lssp POSITIVO
30 419 0,4693 5745,6406 Lb POSITIVO
31 420 0,7778 6,3356 Lssp NEGATIVO
32 421 NEGATIVO 9,0560 NEGATIVO NEGATIVO
33 422 NEGATIVO 8,4087 Lssp NEGATIVO
34 423 0,2563 10117,2031 Lb POSITIVO
35 424 2044,1772 6350526,0000 Lg POSITIVO
36 425 NEGATIVO 42,5473 NEGATIVO NEGATIVO
37 426 NEGATIVO 99,2858 NEGATIVO POSITIVO
38 427 2,6355 3158,9585 Lb POSITIVO
39 428 1,2173 11,2981 Lssp NEGATIVO
40 429 NEGATIVO 19,8318 Lssp POSITIVO
41 430 NEGATIVO 8,5198 Lssp NEGATIVO
42 431 0,2649 4,6249 NEGATIVO NEGATIVO
43 432 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
44 433 NEGATIVO 10,3763 NEGATIVO NEGATIVO
45 434 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
46 435 NEGATIVO 10,7240 NEGATIVO NEGATIVO
47 436 25,5887 33662,9375 Lg POSITIVO
48 437 NEGATIVO 624,2771 Lssp NEGATIVO

161



49 438 2,9625 19,5020 Lb NEGATIVO
50 439 5,6681 5066,2051 Lb NEGATIVO
51 440 NEGATIVO 11,5250 NEGATIVO NEGATIVO
52 441 48,3613 8480,3770 Lg POSITIVO
53 442 NEGATIVO 3440,3867 Lb POSITIVO
54 443 1,9919 1710,3865 Lb POSITIVO
55 444 NEGATIVO 464857,7813 Lb POSITIVO
56 445 NEGATIVO 18,1592 NEGATIVO NEGATIVO
57 446 2015,2810 1867367,5000 Lb POSITIVO
58 447 0,4563 17566,0801 Lb POSITIVO
59 448 0,3729 2897,9658 Lb NEGATIVO
60 449 NEGATIVO 4,0802 Lssp NEGATIVO
61 450 0,3024 1784,2007 Lb POSITIVO
62 451 0,1712 1744,8960 Lssp POSITIVO
63 452 0,9038 10264,9004 Lb POSITIVO
64 453 2,9789 22,7052 Lb POSITIVO
65 454 0,5772 21140,3477 Lg POSITIVO
66 455 0,2784 11,4507 Lb NEGATIVO
67 456 0,5167 2,8414 Lb NEGATIVO
68 457 3,4635 4390,6387 Lb NEGATIVO
69 458 1,9099 127335,1406 Ls NEGATIVO
70 459 532,4348 1039,3755 Lb POSITIVO
71 460 0,2245 NEGATIVO Lb POSITIVO
72 461 0,1145 NEGATIVO Lb POSITIVO
73 462 0,2930 5216,8086 Lb POSITIVO
74 463 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
75 464 62,4799 43,0665 Lb POSITIVO
76 465 NEGATIVO 3,1104 NEGATIVO NEGATIVO
77 466 0,1132 8916,2051 Lb POSITIVO
78 467 0,6203 NEGATIVO Lb POSITIVO
79 468 NEGATIVO 21780,6055 Lb POSITIVO
80 469 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
81 470 0,3530 5,7007 Lb POSITIVO
82 471 0,0992 22,6049 Lssp POSITIVO
83 472 1293,8855 57,1097 Lb POSITIVO
84 473 0,2981 19,2841 Lssp POSITIVO
85 474 NEGATIVO 6,1091 NEGATIVO NEGATIVO
86 475 0,1222 8627,9277 Lb POSITIVO
87 476 NA 17460,9531 Lb POSITIVO
88 477 3773,9123 1142,1522 Lb POSITIVO
89 478 0,1796 19,9272 Lssp POSITIVO
90 479 0,1464 NEGATIVO Lb POSITIVO
91 480 17747,8912 35,6632 Lb POSITIVO
92 481 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
93 482 0,0882 24917,3398 Lb POSITIVO
94 484 0,0781 2328,1680 Lb POSITIVO
95 485 0,1673 138,9277 Lg POSITIVO
96 486 0,2318 12,8337 Lg POSITIVO
97 487 0,3434 19,8847 Lb POSITIVO
98 488 NEGATIVO 11821,7910 Lb POSITIVO
99 489 24,0497 20186,4355 Lb NEGATIVO
100 490 NEGATIVO 10,3013 NEGATIVO NEGATIVO

162



