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RESUMO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude as leishmanioses sdo consideradas importantes
doencas negligenciadas, que estdo amplamente distribuidas no Velho e no Novo Mundo. Séo
endémicas em cinco continentes, sendo registradas em 98 paises e trés territorios, abrangendo
paises subdesenvolvidos, em desenvolvimento ou mesmo desenvolvidos, com prevaléncia nas
areas de clima temperado a tropical. Estima-se que cerca de 14 milhdes de pessoas estejam
infectadas no mundo e que 350 milhdes estejam em situacOes de risco de infeccdo. As
espécies Leishmania (Leishmania) amazonensis, L. (L.) mexicana, L. (L.) venezuelensis,
Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) peruviana
sdo as principais espécies que causam formas tegumentares de leishmanioses no Novo Mundo
e L. (L.) major no Velho Mundo. No entanto, em alguns paises do continente americano,
como Brasil, Venezuela, Peru, Paraguai, Equador e México, ja foram isolados parasitos
semelhantes a L. major de pacientes que nunca estiveram fora destes paises. Esses parasitos
foram denominados Leishmania (L.) major-like. Varios estudos caracterizaram essas cepas
usando técnicas bioquimicas, biolégicas e moleculares, porém, a presenca desse parasito no
Novo Mundo ainda ndo esta esclarecida. No Brasil, oito espécies do género Leishmania ja
foram caracterizadas como causadoras da leishmaniose tegumentar americana incluindo L.
(L.) major-like. O presente estudo investigou a heterogeneidade genética de L. major-like
isoladas no Brasil BH49, BH70, BH121, BH122, BH129 e BH135 utilizando tipagem por
microssatélites (MLMT) e sequenciamento de fragmentos de DNA amplificados com trés
alvos moleculares (ITS-1, hsp70 e nagt), em comparacdo com L. major, a fim de verificar a
ocorréncia de diversidade genética inter e intraespecifica nesses parasitos. Os resultados deste
estudo sdo relevantes para o estabelecimento de medidas de salde publica e para a
identificacdo das espécies de Leishmania antes do tratamento, em regides geogréaficas
distintas onde diferentes espécies podem estar circulando. Além disso, este estudo contribui
para mostrar a complexidade de espécies de Leishmania, dentro de um pais continental como

o0 Brasil, com ampla diversidade de parasitos e vetores.

Palavras-chave: Leishmanioses, Leishmaniose Tegumentar Americana, Leishmania
(Leishmania) major-like, Caracterizagdo molecular, Microssatélites, Sequenciamento,
Heterogeineidade genética.



ABSTRACT

The World Health Organization (WHO) considers Leishmaniasis one of the most important
health problems. Cutaneous leishmaniasis is widely distributed in the Old and New World.
They are endemic on five continents, being registered in 98 countries and three territories,
covering underdeveloped, developing or even developed countries, with prevalence in areas
of temperate to tropical climate. It is estimated that around 14 million people are infected
worldwide and 350 million are at risk of infection. In the New World, the species Leishmania
L. (Leishmania) amazonensis, (L.) mexicana, L. (L.) venezuelensis, Leishmania (Viannia)
braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) peruviana and L. (L.) major in the
Old World are the main species that cause cutaneous forms of leishmaniasis. However, in
some countries of the American continent, such as Brazil, Venezuela, Peru, Paraguay,
Ecuador and Mexico, parasites similar to L. major have already been isolated of patients who
have never been outside these countries. These parasites were named Leishmania (L.) major-
like. Several studies have characterized those strains using biochemical, biological and
molecular techniques, however, the presence of this parasite in the New World is still unclear.
In Brazil, eight of genus Leishmania species have already been characterized as causing
American cutaneous leishmaniasis including L. (L.) major-like. The present study
investigated the genetic heterogeneity of BH49, BH70, BH121, BH122, BH129 e BH135 L.
major-like isolates in Brazil, using microsatellite typing (MLMT) and sequencing of
amplified DNA fragments with three molecular targets (ITS-1, hsp70 and nagt), compared to
L. major, in order to verify the occurrence of inter and intraspecific genetic diversity in these
parasites. The results of this study are relevant for the establishment of public health measures
for identification of Leishmania species before treatment in geographic regions where
different species can be circulating. In addition, it contributes to show the complexity of
Leishmania species within a continental country as Brazil with a high of parasite and vectors

diversity.
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1. INTRODUCAO
1.1. Leishmania e Leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas cronicas que apresentam um amplo espectro clinico e
diversidade epidemioldgica. S0 causadas por protozoarios pertencentes a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania (ROSS, 1903), cujos vetores
sdo Diptera, Psychodidae, Phlebotominae, dos géneros Lutzomyia no Novo Mundo e
Phlebotomus no Velho Mundo (LAINSON & RANGEL 2005). Apresentam uma grande
diversidade epidemioldgica, mantendo o seu ciclo de infeccdo entre flebotomineos e
hospedeiros mamiferos (READY, 2013).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) as leishmanioses sdo consideradas
importantes doencas negligenciadas que estdo amplamente distribuidas no Velho e no Novo
Mundo. S&o endémicas em cinco continentes, sendo registradas em 98 paises e trés territorios,
abrangendo paises subdesenvolvidos, em desenvolvimento ou mesmo desenvolvidos, com
prevaléncia nas areas de clima temperado a tropical. Estima-se que cerca de 14 milhdes de
pessoas estejam infectadas no mundo e que 350 milhdes estejam em situacBes de risco de
infecgdo. O Brasil esta entre os paises com maior numero de casos de Leishmaniose Visceral
e Leishmaniose Tegumentar no mundo (ALVAR et al., 2012; PIGOTT et al., 2014).

A grande variedade de espécies de Leishmania que infectam o homem, associadas aos
mecanismos de resposta imune do hospedeiro favorece o aparecimento de diferentes
manifestacdes clinicas, histopatologicas e imunopatoldgicas (ANVERSA et al., 2018). De
acordo com as espécies, as leishmanioses podem ser classificadas em dois grandes grupos: 1
Leishmaniose Tegumentar (LT) com as formas: cutanea localizada (LCL), mucocutanea
(LMC), cutanea difusa (LCD) e cutanea disseminada (LD), e 2 Leishmaniose Visceral (LV)
conhecida como calazar, que pode assumir um carater espectral com diversas formas clinicas,
variando de uma forma assintomatica, as formas subclinicas ou oligossintomaticas, agudas e o
calazar classico (BANULS et al., 2011; TORRES-GUERRERO et al., 2017).

O diagndstico da leishmaniose envolve a associacdo de aspectos clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais, uma vez que a aplicacdo e a sensibilidade de cada método
podem variar de acordo com a forma clinica, tempo de evolucdo da doenca e com as
diferentes especies de Leishmania envolvidas (PISCOPO TV & MALLIA AZZOPARDI,
2007). As técnicas que permitem a demonstracdo de parasitos no microscépio Optico
constituem o “padrdo ouro” no diagnodstico da doenca, devido & sua alta especificidade. Na

LT, a investigacdo do parasito pode ser realizada por escarificagdo, bidpsia, impressdo e
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aspiracdo de puncao, geralmente realizadas na borda da lesdo. Sao técnicas réapidas e baratas,
embora com sensibilidade limitada, principalmente em lesdes cronicas. O cultivo “in vitro” e
o0 indéculo de material obtido de amostras clinicas em animais de laboratério podem melhorar a
positividade do resultado e a seguranca do diagnostico. No entanto, esses métodos raramente
sdo utilizados na prética clinica, pois além da complexidade e do alto custo, o crescimento dos
parasitos pode levar semanas ou meses (VON STEBUT, 2015).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem mostrado resultados promissores no
diagnostico das leishmanioses. Além de apresentar alta sensibilidade, a PCR pode ser
realizada a partir de diferentes amostras clinicas e dependendo do alvo escolhido, a reacdo
pode apresentar alta sensibilidade e especificidade e possibilitar a definicdo da espécie.
Apesar de ser amplamente utilizada para fins de pesquisa, ndo é frequentemente utilizada na
rotina de diagnostico, pois além do alto custo, a técnica exige padronizacao, infraestrutura
laboratorial e rigor técnico (KEVRIC et al., 2015).

Técnicas soroldgicas, como imunofluorescéncia indireta (IFAT), aglutinacdo direta
(DAT) e ensaio enzimatico imunosorbente (ELISA) padronizadas para a deteccdo de
anticorpos anti-Leishmania, sdo ferramentas importantes para o diagnéstico de casos de
Leishmaniose Visceral (LV). Estes sdo geralmente associados a uma resposta humoral
proeminente. No entanto, eles ndo sd&o comumente usados nos casos de LT, devido a taxas
variaveis de sensibilidade, especificidade e niveis reduzidos de anticorpos (KEVRIC et al.,
2015).

O tratamento bem sucedido das leishmanioses envolve vérios fatores, como (1) fatores
do hospedeiro, como genética, resposta imune e apresentacao clinica da doenca; (2) recursos
de tratamento, como qualidade do medicamento, dosagem, duracéo e conclusdo da terapia; e
(3) caracteristicas do parasito, como sensibilidade intrinseca da espécie e falta de resisténcia
ao medicamento (SUNDAR, 2016). Os medicamentos de primeira escolha no tratamento de
todas as formas clinicas da leishmaniose sdo antimoniais pentavalentes (ShY),
Estibogluconato de sédio (Pentostan®) e Antimoniato de meglucamina (Glucantime®), sendo
este Gltimo comercializado e distribuido exclusivamente pelo Ministério da Saude no Brasil
(BRASIL, 2017). Apesar dos antimoniais pentavalentes mostrarem uma eficacia de
aproximadamente 90% na maioria dos casos, esses medicamentos sdo bastante toxicos
levando a varios efeitos colaterais. Além disso, as diferentes espécies de Leishmania
apresentam niveis distintos de sensibilidade a droga (CROFT SL & YARDLEY V, 2006;
ZERPA et al., 2018; CARVALHO et al., 2019). Desta forma o emprego de estratégias
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terapeuticas espécie-especificas € importante para sucesso do tratamento (RAMANATHAN,
2011).

Epidemias recentes de leishmaniose em éareas endémicas tém sido relatadas, com
evidéncias de disseminacdo para areas previamente nao endémicas. Tais aumentos podem ser
explicados em parte, pelo aprimoramento do diagnostico e notificagdo de casos, mas também
resultam de fatores associados ao aumento da migracao populacional, aumento da detecgéo de
leishmaniose associada a infec¢des oportunistas, surgimento de resisténcia a medicamentos
utilizados no tratamento e adaptacdo dos ciclos de transmissdo aos ambientes
peridomiciliares, devido a urbanizacdo e desmatamento (HARHAY et al., 2011; HAY et al.,
2013). Os ciclos de transmissdo da leishmaniose variam de acordo com a regido geografica,
envolvendo uma grande diversidade de espécies de Leishmania, vetores (hospedeiros
invertebrados - flebotomineos) e reservatdrios (hospedeiros vertebrados). Mais de 50 espécies
de Leishmania foram identificadas em todo o mundo e, pelo menos, 17 delas (Tabela 1) sdo
patogénicas para 0 homem (AKHOUNDI, M. et al., 2016).
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Tabela 1. Espeécies de Leishmania que causam Leishmaniose no homem.

. L Velho/Novo Doenca C
Subgénero Espécies Mundo clinica Distribuicéo
L. amazonensis NM LCL, LCD, | América do Sul (Brasil, Bolivia e
(sin. de L. garnhami) LMC. Venezuela).
L donovani Africa Central, Sul da Asia,
. . . VM LV, LDPC Oriente Médio,
(sin L. archibaldi) . .
India e China.
Norte da Africa, Paises do
Mediterraneo (Europa e Norte da
Africa), Sudeste da Europa,
L. infantum Oriente Médio, Asia Central,
(sin. de L. chagasi) VM. NM LV, LC América do Norte (México),
América Central e América do Sul
(México, Venezuela, Brasil,
Bolivia).
. . Africa do Norte e Central Oriente
Leishmania . N
L. major VM LCL Médio, _Europa Mgdlterranea} .e
Subcontinente  Indiano-  Asia
Central.
América do norte (México) e
L. major-like NM LCL Américg do sul (Brasil, Equadqr
Paraguai, Peru, Uruguai,
Venezuela).
L.mexicana (sin. L. NM LCL, LCD | EUA, Equador, Venezuela, Peru.
pifanoi)
. Africa Central, Africa do Norte,
L. tropica LC, LV Oriente Médio, Asia Central e
(sin. de L. killicki) VM ’ S '
India.
L. venezuelensis NM LCL Norte daAmérica do Sul e
Venezuela.
Bacia Amazbnica Ocidental e
L. braziliensis NM LCL, LMC | América do Sul (Brasil, Bolivia,
Guatemala, Peru, Venezuela).
Norte da América do Sul, Guiana
L. guyanensis NM LCL, LMC | Francesa,
Suriname, Brasil e Bolivia.
o L. lainsoni NM LCL Brasil, Bolivia e Peru.
Viannia L. lindenbergi NM LCL Brasil
L. naiffi NM LCL Brasil e Guiana Francesa.
América Central e América do Sul
L. panamensis NM LCL,LMC | (Brasil, Coldmbia, Panama,
Venezuela).
L. peruviana NM LCL, LMC | Peru e Bolivia.
L. shawi NM LCL Brasil
Mundinia L. martiniquensis NM, VM LCL, LV Martinica e Tailandia.
Abreviacdes: Leishmaniose Cuténea Localizada (LCL), Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD),
Leishmaniose Mucocutanea (LMC), Leishmaniose Dérmica Poés-Calazar (LDPC), Leishmaniose

Visceral (LV), Novo Mundo (NV) e Velho Mundo (VM). Adaptado e modificado de AKHOUNDI, M. et al.,

(2016).
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1.1.2. Leishmaniose Tegumentar

A leishmaniose tegumentar (LT) € amplamente distribuida no mundo e cerca de um
terco dos casos ocorrem em cada uma das trés regides epidemioldgicas: nas Américas, na
bacia do Mediterraneo e Asia Oriental - do Oriente Médio & Asia Central (ALVAR et al.,
2012). E a forma mais comum de leishmaniose e causa lesdes na pele, principalmente Glceras
em partes do corpo expostas, deixando cicatrizes ao longo da vida e incapacidade ou estigmas

graves (Figura 1).

Leishmaniose Tegumentar

LCL LMC LCD LD

Figura 1- Manifestacdes clinicas da Leishmaniose Tegumentar. Cutanea localizada (LCL),
mucocutanea (LMC), cuéanea difusa (LCD) e cutanea disseminada (LD). Fonte: BRASIL
(2017)

Em 2019, 12 paises relataram mais de 5.000 casos de LT: Afeganistdo, Argélia,
Brasil, Colémbia, Republica Islamica do Ird, Iraque, Libia, Marrocos, Paquistdo, Peru,
Republica Arabe da Siria e Tunisia, que juntos respondem por 91% de incidéncia global de
LT relatada (WHO, 2020). A Figura 2 apresenta as areas de ocorréncia da Leishmaniose

Tegumentar no mundo.
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Figura 2- Areas de ocorréncia da Leishmaniose Tegumentar no mundo.
Fonte: WHO (2019).

Fatores abidticos combinados, como as variaveis de temperatura, vegetacdo, cobertura
do solo e precipitacdo sdo importantes fatores de distribui¢do da LT no Velho e Novo Mundo.
No Velho Mundo, a presenca da LT esta mais associada a areas urbanas e periurbanas da
Bacia do Mediterraneo, do leste ao noroeste da india, com alguns focos na China Central e
também em uma pequena faixa na Africa Ocidental. No Novo Mundo, a LT ocorre
principalmente na bacia amazbdnica e em outras areas da floresta tropical. Fora de seus
principais focos, a doenca estd associada estritamente as areas urbanas e periurbanas,
resultando em uma distribuicdo focal (PIGOTT et al., 2014).

1.1.3. Leishmaniose Tegumentar Americana

Relatos de ocorréncia da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) nas Américas
datam desde o século I d.C. (LAINSON, 1997), sendo notificada do sul dos Estados Unidos
até o Norte da Argentina (PAHO, 2013). A LTA ¢ causada por espécies de Leishmania dos
complexos Leishmania braziliensis e Leishmania mexicana. Leishmania (Viannia)

braziliensis é a responsavel pela maior parte dos casos de LTA na América do Sul (Brasil,
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Peru e Coldmbia), com nitida expansdo da doenca em todo o continente Latino-Americano.
Dentre as espécies causadoras de LTA, 12 s&o encontradas no Novo Mundo (Tabela 1).

Entre 2001 a 2019, 1.028.054 casos de LTA foram notificados a Organizacdo Pan-
Americana de Saude (PAHO, 2020), com uma média de 54.108 casos por ano. Em 2015 foi
registrado o maior numero de casos (67.949). Em 2019, os paises com maior nimero de casos
notificados foram Brasil, Colémbia, Peru, Nicardgua e Bolivia respectiamente, que somados
representam 77% dos casos na Regido (PAHO, 2020). A Figura 3 mostra a ocorréncia de LT

nas Américas em 2019.

Figura 3- Casos de Leishmaniose Tegumentar, Regido das Américas em 2019.
Fonte: PAHO (2020).

No Brasil a LTA €é considerada uma zoonose, mantida na natureza pelos animais
sinantropicos, com a participacdo secundaria de animais domésticos e acidentalmente o

homem. Atualmente, apresenta-se em franco crescimento e expansao geografica (Figura 4),
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observando-se a coexisténcia de um duplo perfil epidemioldgico, expresso pela manutencao
de casos oriundos dos focos antigos ou de areas proximas a eles e pelo aparecimento de surtos
epidémicos associados a fatores como, o acelerado processo de expansdo das fronteiras
agricolas, areas de garimpo, construcao de estradas, bem como, o processo de crescimento dos
centros urbanos (QUARESMA et al.,2011; RANGEL et al., 2014). Esses fatores contribuem
para que a LTA seja uma das endemias de maior importancia em saude publica no Brasil,

podendo causar reflexos nos campos social e econémico.
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Figura 4- Areas de ocorréncia da Leishmaniose Tegumentar no Brasil, 2017.
Fonte: SINAN/SVS/MS (2019)

A LTA consiste numa das afec¢cdes dermatologicas que merece atencdo, ndo sé pela
frequéncia, mas principalmente pelas dificuldades terapéuticas, deformidades e sequelas que
pode acarretar. As manifestacbes clinicas da infeccdo dependem, dentre outros fatores, da
espécie do parasito e da resposta imune do hospedeiro. Podem variar desde uma forma

inaparente ou subclinica, a um amplo espectro de manifestacdes envolvendo a pele e mucosas,
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com les0es sujeitas a diferentes graus de severidade (TORRES-GUERRERO et al., 2017).
Oito espécies de Leishmania sdo reconhecidas como agentes etioldgicos de LTA no
territorio brasileiro (Tabela 1), sendo que para a espécie L. (L.) major-like os vetores e

hospedeiros permanecem desconhecidos.

1.1.4. Leishmania (Leishmania) major

Embora nédo pertenca as espécies do Novo Mundo, L. major serd apresentada devido
ao registro de ocorréncia de L. major-like no Brasil e em outros paises da América Latina. L.
major é uma importante espécie de Leishmania causadora de LT no homem no Velho Mundo
e encontra-se distribuida desde a Africa Subsaariana ao Sul do subcontinente Indiano - Asia
Central. Nesses continentes, focos endémicos estaveis de leishmaniose tegumentar sdo bem
caracterizados, como zoonose e antroponose, causados por L. major e L. tropica (ELFARI et
al., 2005; AL-JAWABREH et al., 2008). Dependendo da regido, essas espécies Ssao
transmitidas por Phlebotomus papatasi e Phlebotomus duboscqi, envolvendo diferentes
espécies de roedores silvestres como reservatorios. O reservatorio primario é um grande gerbil
(Rhombomys opimus) com quatro subespécies, que normalmente apresentam um alto indice
de infeccdo (ANDERSON et al., 2011; SALAM et al., 2014).

Figura 5- Lesdo classica de paciente com
leishmaniose cutanea zoonética do Velho Mundo.
Fonte: ZAHIRNIA (2018)

1.1.5. Leishmania (Leishmania) major-like

O primeiro relato de ocorréncia de L. major-like em paises do continente americano
foi realizado por MOMEN et al., (1985). Durante esse estudo envolvendo diversos isolados
do género Leishmania provenientes de diferentes regides do Brasil, foi observado que certos

isolados do parasito apresentavam diferentes padrdes fenotipicos, quando se analisavam
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zimodemas, esquizodemas e reatividade de anticorpos monoclonais, em comparacdo com as
espécies que causavam LT no Novo Mundo (MOMEN et al., 1985). Contudo, nesse mesmo
estudo foi possivel observar através de andalises de eletroforese de enzimas e reatividade de
anticorpos, que esses isolados eram semelhantes as cepas de referéncia de L. major presentes
no Velho Mundo. Com isso, os autores caracterizaram esses isolados como L. major-like. No
entanto, a analise do perfil de restricdo do KDNA foi diferente daquele observado em todas as
espécies de referéncia utilizadas, inclusive de L. major. Estes dados levaram os autores a
propor a existéncia de um tipo de Leishmania ainda ndo caracterizada no Brasil, com perfil
semelhante ao de L. major e, além disso, sugeriram que esta espécie poderia ter sido
introduzida no pais por imigrantes ou animais (roedores ou cdes), uma vez que os isolados
avaliados foram obtidos de pacientes que relataram nunca ter viajado para fora do pais
(MOMEN et al., 1985).

Além do Brasil, a L. major-like também foi encontrada em outros paises do continente
americano. No Equador foram observados dois isolados de pacientes com perfis
isoenzimaticos e reatividade a anticorpos similares a L. major (HASHIGUSHI et al., 1991).
Outro estudo realizado no Paraguai, também identificou L. major-like utilizando as mesmas
técnicas. Dois destes isolados apresentaram diferentes perfis de zimodemas das espécies de
referéncia, tanto do Velho, como do Novo Mundo, porém os perfis foram idénticos ao de um
isolado de L. major-like de uma paciente do Equador (YAMASAKI et al., 1994). No Peru,
também foram identificadas amostras muito semelhantes a L. major (SHAW, 1994). Em um
estudo que avaliou a funcdo do citocromo b como fator para determinar relacdes filogenéticas
entre as espécies de Leishmania, demonstrou-se uma homologia de 99,9% dos genes de
isolados de L. major-like do Equador com a cepa 5ASKH utilizada como referéncia de L.
major (LUYO-ACERO et al., 2004).

Segundo CALVOPINA et al., (2004), isolados de Leishmania com perfil genotipico
parecido com o de L. major observados no Brasil, Paraguai, México e Venezuela sugerem
que, algumas dessas populacdes possam ter sido importadas de paises do Velho Mundo. Em
recente revisao sobre o perfil das leishmanioses no Equador, HASHIGUCHI et al., (2016)
ressaltaram a L. major-like como uma das oito espécies de Leishmania caracterizadas no pais,
mas que ainda ndo foram identificados possiveis vetores e reservatorios.

Outro estudo utilizando os isolados BH49 e BH121 de L. major-like do Brasil,
mostraram que apenas o isolado BH49 foi capaz de infectar camundongos, enquanto que o
isolado BH121 conseguiu infectar apenas células in vitro. Além disso, observou-se que o

curso da infeccdo por BH49 foi diferente da cepa L. major utilizada como referéncia
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(Friedlin), sendo encontrados menos parasitos nas lesdes dos camundongos. Porém, apés 10
semanas de infec¢do, ainda foi possivel encontrar parasitos nas lesdes causadas por BH49, o
que ndo ocorreu na infeccdo com a cepa Friedlin (SILVA, S. DE O. et al., 2009). Também foi
observado que o isolado BH121 foi capaz de infectar Lutzomyia longipalpis em condic6es de
laboratério, mas ndo ha estudos suficientes e capazes de incriminar essa espécie como vetora
(DA SILVA, A. L. etal., 1991).

WU et al., (2015) comparararam os isolados BH49 e BH121 utilizando a técnica de
suppression subtractive hybridization (SSH), que combina hibridizacdes de cDNA com
amplificagdo por PCR. Nessa pesquisa foram identificados alguns genes que estavam com
expressdo aumentada no isolado infectivo (BH49), como a a-hemolysin, uma proteina toxica
gue age na membrana celular aumentando a permeabilidade das células, podendo levar a
perda de proteinas citoplasmaticas essenciais para o funcionamento celular. Além disso, as
formas promastigotas do parasito usam a a-hemolysin para destruir eritrocitos presentes no
intestino médio dos flebotomineos (CHACRAVARTY et al., 1994), sendo considerado um
fator de viruléncia. Coenzyme Q ja foi observada participando na translocacdo de elétrons e
prétons na cadeia respiratoria do parasito, entretanto, nenhum papel na viruléncia ja foi
associado com essa enzima (RASSAM et al, 1988). Phosphoglycan p-1,3-
galactosyltransferase 3 é importante na transferéncia de p-1,3-galactoses para os LPGs de L.
major, que sdo os glicoconjugados mais abundantes da superficie de promastigotas, também
considerados um fator de viruléncia (ASSIS et al., 2012).

GUIMARAES et al., (2018) abordaram a diferenca de infectividade dos isolados
BH49 e BH121 nos vetores Phlebotomus papatasi (VM) e Lutzomyia longipalpis (NM) e
relacionaram com uma possivel diferenca na glicobiologia desses isolados de L. major-like.
Foi possivel observar nesse estudo que o isolado BH49, assim como a cepa de Leishmania
major (Friedlin) de referéncia apresentaram residuos de B-galactosil nos LPGs, enquanto o
isolado BH121 apresentou baixa ou nenhuma galactosilacdo nos seus LPGs, mostrando desse
modo, variacOes intraespecificas nos glicoconjugados de L. major-like. Esse estudo tambéem
verificou se a diferenca na galactosilacdo dos LPGs influenciava a infeccdo do vetor. Foi
observado que tanto BH49 quanto BH121 foram capazes de infectar e realizar
metaciclogénese nos vetores Phlebotomus papatasi (VM) e Lutzomyia longipalpis (NM), com
infeccdo foi mais baixa para o isolado BH121. As diferengas observadas na infec¢do dos
flebotomineos foram atrubuidas, entre outros fatores, as variagdes nos residuos de galactose
nos LPGs destes isolados.

ALMEIDA, (2019) analisou o sequenciamento genémico dos isolados de L. major-
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like BH49, BH121 e BH129 e concluiu por andlises filogenéticas, que sdo L. major
importadas do Velho Mundo e introduzidas no Novo Mundo em pelo menos dois eventos
diferentes. No entanto, ainda existem muitas incertezas a respeito da origem e introducao

desses parasitos muito semelhantes a L. major nas Américas.

1.2. Interacéo parasito-hospedeiro

Leishmania tem um ciclo de vida complexo que envolve hospedeiros vertebrados e
invertebrados e dois estdgios de desenvolvimento: promastigotas, a forma proliferativa
encontrada no limen da fémea de flebotomineo e amastigotas, a forma proliferativa
encontrada dentro de varios tipos de células hospedeiras de mamiferos. Entre os hospedeiros
mamiferos encontra-se grande variedade de espécies de roedores, edentados (tatu, tamandué e
preguica), marsupiais (gambas), canideos e primatas (LAINSON & SHAW, 1988). A
infeccdo comeca quando um flebotomineo infectado com Leishmania pica um hospedeiro.
Apdbs a ingestdo de sangue, promastigotas metaciclicas sdo liberadas e entram na pele do
hospedeiro via regurgitagédo (TURCO & DESCOTEAUX, 1992). Uma simples picada libera
muitas substancias que induzem infiltracdo rapida de neutrdfilos e recrutamento substancial
de macréfagos na pele. Os parasitos alcancam a pele do mamifero e primeiro invadem
neutrofilos, que sdo rapidamente recrutados para o local da picada, juntamente com
macrofagos. No entanto, outros tipos de células, como células de Langerhans e fibroblastos,
também podem ser infectadas (PETERS et al., 2008). As células do sistema mononuclear
desempenham fungdes de reconhecimento e adesdo, 0 que é seguido por sinalizacdo e invasao
(HANDMAN & BULLEN, 2002). Acredita-se que os neutrofilos desempenhem um papel
importante, agindo como um "cavalo de Trdia" (PETERS et al., 2008), engquanto 0s
macrofagos sdo importantes para o estabelecimento final e aumento da infeccdo. O parasito se
liga a superficie da célula hospedeira por meio do flagelo ou do corpo celular. Essa adeséao
envolve o reconhecimento de moléculas expostas na superficie do parasito, como 0s
lipofosfoglicanos (LPGs) (TURCO & DESCOTEAUX, 1992) e a glicoproteina gp63
(RUSSEL & WILHELM, 1986). Essas moléculas se ligam a diferentes receptores
encontrados na superficie do os macrofagos, incluindo receptores de complemento (CR1 e
CR3J), receptores de manose (MRs) e receptores de fibronectina (FnRs) (UENO & WILSON,
2012). O processo de internalizagdo via fagocitose comeca com a formacao de pseuddpodes.

Assim, o parasito se liga a superficie do macréfago e € entdo internalizado em um vacuolo,
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conhecido como vaclolo parasitoforo (VP). No VP, as promastigotas metaciclicas se
transforma em amastigotas; isso € seguido por fusdo dos lisossomos da célula hospedeira com
0 VP. Algumas amastigotas se ligam a membrana do vacuolo, enquanto outros permanecem
livres no vacuolo e comecam a proliferar, dividindo varias vezes. Apés intensa multiplicacao,
a membrana do macrofago se rompe, liberando assim amastigotas no tecido. Essas
amastigotas podem invadir novos macrofagos ou serem ingeridas por uma fémea de
flebotomineo durante o repasto sanguineo.

A infeccdo do hospedeiro invertebrado comeca quando uma fémea de flebotomineo
pica um mamifero infectado durante o repasto sanguineo. A fémea usa seu aparelho bucal
para furar a pele, dilacerando capilares e formando uma poga hemorragica. A partir disso,
ingere sangue contendo macréfagos infectados com amastigotas. O sangue € digerido no trato
digestorio do inseto. As formas amastigotas ingeridas com o sangue sdo agrupadas e
envolvidas por uma matriz (matriz peritréfica - MP). Em seguida as amastigotas,
transformam-se em uma forma replicativa chamada de promastigotas prociclicos.
Posteriormente, a porcao anterior da MP se rompe, e 0s parasitos sdo liberados no epitélio do
intestino médio do inseto. As formaspromastigotas se dividem por fissdo binéria e se ligam a
microvilosidades do epitélio do intestino médio. Esta adesdo ocorre predominantemente em
toda a regido do flagelo e envolve a participacdo de fosfoglicanos (LPGs) presentes na
superficie das promastigotas (SECUNDINO, 2005). Quando os parasitos se desprendem do
epitélio, as promastigotas migram em dire¢do a valvula estomodeal localizada no intestino
médio anterior, onde se concentram e reiniciam a divisdo celular. Estas sdo responsaveis pela
producdo e secrecdao de um gel, que atua como um tampdo, obstruindo o intestino médio e a
faringe. Durante a producdo do gel, os parasitos comecam a transformar-se em formas
promastigotas metaciclicas infectantes (Figura 6). Este processo de diferenciacdo €
denominado metaciclogénese. Parasitos causam danos a valvula estomodeal, interferindo em
sua funcdo e facilitando um refluxo dos parasitos da regido toracica e intestino meédio
(TEIXEIRA et al., 2013).
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Figura 6- Ciclo bioldgico de Leishmania no hospedeiro vertebrado e invertebrado.
TEIXEIRA et al., 2013.

1.3. Técnicas moleculares usadas na caracterizacdo taxondmica e epidemiologia de

Leishmania

A taxonomia de Leishmania é complexa e desde a criagdo do género, o nimero de
espécies tem aumentado significativamente, com propostas de novos esquemas de
classificacdo. A exata identificacdo das espécies de Leishmania é de grande importancia
quando se tratam dos aspectos clinicos, epidemioldgicos, diagnostico, controle e tratamento
das leishmanioses.

Vérias técnicas, incluindo cultivo in vitro dos parasitos, microscopia, abordagens
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bioquimicas, imunoldgicas e moleculares tém sido utilizadas para identificacdo e
caracterizacdo de Leishmania (NEMATI et al., 2017). Multilocus Enzyme Electrophoresis
(MLEE) é considerada o método de referéncia para identificacdo e caracterizacdo de
Leishmania spp. (SCHONIAN et al., 2013). Entretanto, essa técnica requer o cultivo em
massa dos parasitos e ndo detecta diferenciacdo em zimodemas de gendétipos distintos. Por
outro lado, os métodos envolvendo Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), Polimorfismo de
tamanho de Fragmentos de Restricdo (PCR-RFLP), Tipagem genotipica usando marcadores
de microssatélites (MLMT), analise do sequenciamento de DNA da regido intergénica do
DNA de Leishmania (Internal Transcribed Spacer 1- ITS1) e de fragmentos de genes, como
por exemplo, os genes da N-acetil-glucosamina-1-fosfato transferase (nagt), proteinase
cisteina b (cytb), proteina de choque térmico de 70k (hsp70) sdo altamente informativos para
0 estudo das relacdes filogenéticas do parasito (NEMATI et al., 2017).

Vaérios niveis de diferenciacdo inter e intraespecificos tém sido observados em
espécies de Leishmania do Velho e Novo Mundo, nos espagadores internos transcritos 1 e 2
(ITS1 e ITS2), presentes em multicopias do gene ribossomal ndo expresso (SCHONIAN et
al., 2003). Os genes codificadores da proteina b cisteinase (cytb) (MONTALVO et al., 2008)
e da proteina de choque térmico de 70k (hsp70) estdo presentes como multicopias de
repeticdes in tandem e sdo altamente conservados no genoma de Leishmania (NEMATI et al.,
2017). O gene nagt possui coOpia Unica, igualmente conservado e funcionalmente
indispensavel, o que o torna considerdvel como marcador para identificacdo de espécies e

analises filogenéticas do parasito (SABERI et al. 2018).

1.3.1. Microssatélites

A identificacdo de marcadores polimorficos aumentou significativamente com a
descoberta dos microssatéelites ou SSR - repeticGes de sequéncias simples (Single Sequence
Repeat), ou Repeti¢bes de Sequéncias Curtas - STRs (Short Tandem Repeats). Microssatélites
sdo sequéncias curtas (Sequence Motif) de repeticdo em “tandem” de 1 a 6pb, amplamente
distribuidos nos genomas de procariotos e eucariotos (ELLEGREN, 2004). Podem ser
encontrados em qualquer parte do genoma, tanto em regides codificadoras como nao
codificadoras (ELLEGREN, 2004). Quando encontrados em regifes ndo codificadoras do
genoma, sdo considerados marcadores neutros, constituindo-se em excelentes marcadores
para mapeamentos de alta resolucdo genética (OCHSENREITHER et al., 2006). Os loci de

microssatélites sdo caracterizados pela alta heterozigosidade e presenca de alelos multiplos,
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em contraste com as sequéncias unicas de DNA. Apresentam polimorfismos, principalmente
devido as variagBes de tamanho nos alelos. S&0 marcadores codominantes, pois possibitam
diferenciar os loci heterozigéticos dos homozigoticos (CABALLERO et al., 2008; KUHLS et
al., 2011).

O genoma de Leishmania € relativamente rico em microssatélites, com cerca de 600
repeticdes do tipo (CA), por locus hapléide (ROSSI et al.,1994; TOTH et al., 2000). As
variacdes nos loci individuais podem ser facilmente identificadas ap6s a amplificacdo por
PCR (SCHWENKENBECHER et al., 2004).

A técnica MLMT (Multilocus Microsatellite Typing) é uma das ferramentas
moleculares e epidemiolégicas mais relevantes em relacdo ao seu desempenho para
classificacdo e analises filogenéticas das populacdes de Leishmania em nivel de espécies e
deteccdo de mutacbes (SCHONIAN, G. et al.,, 2008) . Alguns estudos aplicaram MLMT
na populacdo de L. major. Dois desses estudos mostraram que esse método é promissor na
avaliacdo do polimorfismo genético intraespecifico dessa espécie (AI-JAWABREH et al.,
2008; MAHNAZ T. et al., 2011). MLMT tem fornecido importantes informac6es sobre a
epidemiologia das leishmanioses, com a caracterizacdo de cepas de diferentes areas
geogréficas e endémicas, estreitamente relacionadas dentro de uma regido, de um pais para
outro e em todos os continentes (ELFARI et al., 2005; Al JAWABREH et al., 2008). Dessa
forma, ja foram referidas correlacdes entre a diversidade genética de L. major com sua
origem geografica (AI-JAWABREH et al., 2008; MAHNAZ T et al., 2011). Um estudo
realizado no Paquistdo usando MLMT revelou polimorfismos significativos com
heterozigosidade alélica rara e permitiu identificar duas populaces de L. major dentro dos
mesmos focos (ALAM et al., 2014 ). Isso foi explicado pela diversidade genética de vetores

(HAMARSHEH et al., 2009) e/ou espécies de reservatdrios presentes nas areas de estudo.

1.3.2. Sequenciamento

O mapeamento e o0 sequenciamento do genoma de Leishmania sp., Trypanosoma
brucei e Trypanosoma cruzi revelaram que, os cromossomos de Leishmania diferem dessas
especies de tripanosomatideos, por ndo apresentarem extensas regides subteloméricas que
contém 0s genes espécie-especificos. Varias espécies de Leishmania ja possuem seus
genomas sequenciados e armazenados em bancos on-line. O primeiro genoma de Leishmania
sequenciado foi o de Leishmania major (IVENS et al., 2005). Em seguida foram publicados

0s genomas de outras espécies, como por exemplo, L. braziliensis e L. infantum (PEACOCK


https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/polymorphism
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1567134816301599?via%3Dihub#bb0005
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et al., 2007), L. mexicana (ROGERS et al., 2011), L. donovani (DOWNING et al., 2011) e L.
amazonensis (REAL et al., 2013).

A comparacdo dos genomas dessas espécies identificou um alto nivel de sequéncias
codificantes conservadas e homologia entre os genes. Entre os genes identificados, poucos séo
espécie-especificos, e podem estar envolvidos na viruléncia e tropismo destes parasitos,
estando associados com as diferentes formas de leishmanioses (PEACOCK et al., 2007).

O genoma de Leishmania é constituido pelo DNA nuclear e pelo DNA mitocondrial
ou DNA do cinetoplasto (kDNA), presente na unica mitocondria desses parasitos. O DNA
mitocondrial é formado por maxicirculos e minicirculos que se unem para formar uma rede de
DNA, que representa 10-15% do DNA total do parasito. Nos maxicirculos, encontra-se o
DNA que codifica RNAs ribossomais e transportadores, enquanto no DNA dos minicirculos
localizam-se os RNAs guias (SIMPSON, 1987; SHAPIRO & ENGLUND, 1995; MORRIS et
al., 2001).

As vérias espécies de Leishmania apresentam arranjos genémicos similares,
geralmente consistindo em 34 a 36 pares de cromossomos, numerados de 1 a 36 de acordo
com o tamanho, que varia de = 250 kilobases (Kb) até¢ ~ 4 megabases (Mb). As espécies do
Velho Mundo (L. donovani e L. major) tém 36 cromossomos e as espécies do Novo Mundo
tém somente 34 em L. mexicana e L. amazonensis ou 35 nas espécies do complexo L.
braziliensis (BANULS et al., 2007). L. infantum (Complexo L. donovani) contém 19 a 25
genes que estdo ausentes ou presentes como pseudogenes em Leishmania major e Leishmania
braziliensis. As funcdes de alguns desses 25 genes podem ser preditas por similaridades de
sequéncia, embora a maioria codifique proteinas hipotéticas sem funcéo conhecida (ROGERS
etal., 2011).

O uso de novas tecnologias de sequenciamento do DNA (Next Generation
Sequencing) proporcionou uma producdo de dados em larga escala, abrindo novas
oportunidades para as anélises pds-genémicas. A partir disso, tem-se investigado as diferencas
genéticas, peculiaridades fenotipicas como tropismo de tecidos, diferencas na apresentagédo
clinica e os genes envolvidos no mecanismo de sobrevivéncia e resisténcia a farmacos
(PEACOCK et al.,2007; SMITH et al., 2007; IMAMURA et al., 2016). Desta maneira, a
montagem e anotacdo das leituras geradas por sequenciamento tornam-se extremamente uteis
para caracterizacdo e inferéncia evolutiva de genomas, bem como, para promover 0
desenvolvimento de novas ferramentas necessarias para o controle das leishmanioses.

No Brasil, a LTA é uma doenca com diversidade de parasitos, de reservatorios e de

vetores que apresenta diferentes padrées de transmissdo e um conhecimento ainda limitado
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sobre alguns aspectos, o que a torna de dificil controle. Compreender 0 genoma das espécies
de Leishmania, sua variagdo natural e a estrutura genética de populacdes nas regibes
endémicas sdo essenciais para sustentar e melhorar as estratégias de vigilancia e de

intervencao na saude publica.
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2. JUSTIFICATIVA

As leishmanioses sdo doencas de transmissdo vetorial e integram o grupo de doencas
infecciosas negligenciadas, uma vez que ocorrem nos paises mais pobres e atingem as
populacbes mais vulnerdveis e com dificil acesso aos servigos de salde. Apresentam uma
ampla distribuicdo global e a maioria dos casos ocorre na Africa, Asia e nas Américas. Nas
Ameéricas, as leishmanioses estdo presentes em 18 paises e a forma clinica mais comum é a
leishmaniose cutanea (LC). Além disso, a leishmaniose mucocutanea (LMC) possui evolugdo
cronica podendo causar deformidades e sequelas.

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é um importante problema de saude
publica no Brasil, que tem se agravado devido ao crescente processo de urbanizacdo da
doenca. Estudos envolvendo isolados de L. major-like sdo fundamentais para o conhecimento
dessa espécie e para acrescentar informacdes sobre o quadro eco-epidemioldgico da LTA no
pais.

O controle da LTA depende do conhecimento de varios aspectos da sua
epidemiologia, das espécies de Leishmania envolvidas e das caracteristicas peculiares do foco
em questéo.

Este é o primeiro estudo investigando a heterogeneidade genética de isolados de L.
major-like do Brasil em comparacdo com cepas de L. major utilizando tipagem por
microssatélites e sequenciamento de fragmentos de DNA amplificados, com os alvos
moleculares ITS1, hsp70 e nagt.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi caracterizar isolados de L. major-like do Brasil utilizando

técnicas de biologia molecular, em comparacdo com cepas de L. major.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Investigar a diversidade genética de isolados de L. major-like do Brasil com
marcadores de microssatélites, através da tipagem de 10 loci previamente descritos

para L. major;

v Investigar a diversidade genética de isolados de L. major-like do Brasil através da
analise do sequenciamento de fragmentos de DNA amplificados, com o espacador
interno transcrito 1 de Leishmania (ITS-1); com o gene da proteina de choque térmico
70k (hsp70) e gene N-acetil-glucosamina-1-fosfato transferase (nagt);

v Realizar analises de filogenia molecular, comparando as cepas de L. major com 0s

isolados de L. major-like do Brasil.
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4.2. Contexto geogréfico dos isolados de Leishmania em estudo

A tabela 2 apresenta as cepas de L. major e os isolados de L. major-like que foram

utilizados neste estudo.

Tabela 2. Amostras de Leishmania utilizadas no estudo

Denominacéo Caodigo Internacional Espécie

PH8 IFLA/BR/1968/PH8 L. (L.) amazonensis
M2903 MHOM/BR/1975/M2903 L. (V.) braziliensis
M1176 MHOM/BR/1970/M1176 L. (Viannia) guyanensis
BEL21 MHOM/BR/1982/BEL21 L. (L.) mexicana
5ASKH MHOM/SU/1973/5ASKH L. (L.) major

BH10 MHOM/1Q/1985/BH10 L. (L.) major

BH12 MHOM/1Q/1985/ BH12 L. (L.) major

BH13 MHOM/1Q/1985/ BH13 L. (L.) major

BH15 MHOM/1Q/1985/ BH15 L. (L.) major

BH49 MHOM/BR/1971/ BH49 L. (L.) major-like
BH70 MCAN/BR/1973/ BH70 L. (L.) major-like
BH121 MHOM/BR/1973/ BH121 L. (L.) major-like
BH122 MHOM/BR/1982/ BH122 L. (L.) major-like
BH129 MHOM/BR/1986/ BH129 L. (L.) major-like
BH135 MHOM/BR/1986/ BH135 L. (L.) major-like

Com excecdao do isolado BH49, proveniente de caso humano de leishmaniose
tegumentar do estado de Goias, os demais isolados de L. major-like foram provenientes de
casos humanos de leishmaniose tegumentar da regido do Vale do Rio Doce-MG. Todos os
isolados de L. major-like do Brasil sdo de individuos que nunca viajaram para fora do pais.
Um isolado, BH70 foi obtido de pele de cdo procedente da mesma éarea. As cepas
caracterizadas como L. major foram isoladas em Belo Horizonte - MG, de pacientes que se
infectaram no Iraque, na regido de Basra, durante a construcdo de uma estrada de ferro de
Basra a Bagda (Figura 7). Todas as amostras encontravam-se criopreservadas no Criobanco
de cepas do laboratorio de Biologia de Leishmania, Departamento de Parasitologia, Instituto
de Ciéncias Biologicas - Universidade Federal de Minas Gerais e no criobanco da London

School of Hygiene and Tropical Medicine - University of London.
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Figura 7- Localizacéo das cepas de Leishmania major e dos isolados de Leishmania major-like incluidos no
presente estudo. Suddo: 5ASKH e Iraque: BH10, BH12, BH13, BH15 (L. major). Brasil: BH49, BH70,
BH121, BH122, BH129, BH135 (L. major-like).

4.3. Cultivo dos Parasitos

Os parasitos foram cultivados em frascos de 25mL (Sarstedt) contendo 10mL de meio
a-MEM (Gibco, Invitrogen, NY, USA) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino
inativado (Cultilab, Campinas, Brasil), 100U/mL de penicilina e  100U/mL de
estreptomicina, pH 7,2 (denominado Meio a-MEM Completo). Os parasitos foram mantidos
incubados em estufa BOD a 24+1°C.

4.4. Obtencdo de massa celular

Os parasitos foram coletados na fase logaritmica de crescimento, quantificados em
camara de Neubauer e lavados trés vezes em tubos coOnicos de 15mL (Sarstedt), por
centrifugagéo (800xg por 15min a 4°C) com 10mL de PBS 0,15M (salina fosfatada). A massa
celular dos isolados foi estocada a temperatura de -80°C até o uso.

4.5. Extracdo do DNA gendmico dos parasitos estudados

A extracdo do DNA gendmico foi realizada de acordo com a metodologia proposta por
Sambrook et al., (1989), utilizando uma massa celular de 1x10® promastigotas/mL com
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fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (24:24:1). As amostras de DNA foram quantificadas em
espectrofotometro a 260nm (Gene Quant®, Biotec), diluidas em agua ultrapura para uma

concentracdo final de Ing/uL e estocadas a -20°C até 0 momento do uso.

4.6. ldentificacédo dos isolados estudados por PCR-RFLP

O DNA das amostras estudadas foi usado para a amplificacdo de fragmentos da regido
intergénica do DNA de Leishmania (Internal Transcribed Spacer 1- ITS1), com o0s
iniciadores LITSR e L5.8S, como previamente descrito por SCHONIAN et al., (2003). Os
DNAs foram submetidos a reacdo da PCR utilizando IllustraTM PureTaqTM Ready To goTM
PCR Beads (Amersham Biosciences), composto por reagentes otimizados para reacdes de
PCR, sob a forma de pérolas liofilizadas reconstituidas para um volume final de 25uL (ANTPs
200mM, Tris-HCI (pH 9,0) 10mM, KCI 50mM, MgCl2 1.5mM e enzima TagDNA polimerase
0,04U/uL). A cada tubo contendo uma pérola foram adicionados 19uLl. de 4gua ultrapura e
2ul de cada iniciador na concentracdo de 10pmoles/uL. Apds a completa dissolucdo da
pérola, foi adicionado a mistura de reagentes 2ul. da amostra de DNA (1ng/ul) e as reagdes
foram submetidas ao termociclador PT100 MJ Research ( Wartertown, MA, USA).

Tabela 3. Ciclo de amplificacdo utilizado para o alvo ITS-1.

Alvo Fases Temperatura Tempo N° de Ciclos
Desnaturacao Inicial 95°C 5min 1
Desnaturacéo 94°C

ITS-1 Anelamento 55°C 30seg 35
Extensdo 72°C
Extenséo Final 72°C 10min 1

Cinco microlitros de cada produto amplificado foram digeridos com a enzima de
restricdo Haelll (Biolabs, Inc New England) de acordo com as instrugcdes do fabricante. Os
produtos digeridos foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 5% (PAGE)
para verificagcdo dos padrdes de restricdo. Os padrdes de restricdo obtidos foram comparados
com aqueles das cepas de referéncia da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) - L.
amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8), L. guyanensis (MHOM/BR/1970/M1176), L. mexicana
(MHOM/BZ/1982/BEL21), L. braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903) e L. major
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(MHOM/SU/1973/5ASKH).

4.7. Eletroforese em gel de Poliacrilamida ndo-desnaturante (PAGE)

Os produtos obtidos através da amplificagdo do DNA genémico das amostras
estudadas, foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 5% (PAGE), para
verificacdo dos fragmentos de interesse amplificados. Os fragmentos amplificados foram
visualizados por coloracdo em nitrato de prata, de acordo com o protocolo descrito por
SANTOS et al., (1993). Para a corrida eletroforética foi utilizada uma aliquota de 3 a 5uL do
produto amplificado, diluida em tampédo da amostra 2X (0,5% de azul de bromofenol, 0,5%
de xileno-cianol, 400mM de Ficoll). O gel foi submetido a uma corrente elétrica de 100volts
em TBE 1X (89mM de Tris base, 89mM de acido bérico, 2mM de EDTA), até a completa
migracédo dos fragmentos em comparagdo com os fragmentos constituintes de marcadores de
peso molecular de 1Kb ou 100pb (Promega, USA). Os géis foram documentados para analise

dos resultados.

4.8. Estudo da variabilidade inter e intraespecifica das amostras de Leishmania

estudadas

4.8.1. Analise de polimorfismos de microssatélites pelo Método de MLMT

Para a andlise da presenca de sitios polimorficos de microssatélites, as amostras de
DNA de cepas de L. major-like foram submetidas a reacdo de PCR, utilizando 10 pares de
oligonucleotideos. Os loci de microssatélites utilizados foram previamente descritos por AL-
JAWABREH et al. (2008) para L. major. As sequéncias dos marcadores e suas respectivas
temperaturas de anelamento estdo descritas na Tabela 4. A Tabela 5 descreve o ciclo de

amplificag&o para os marcadores utilizados neste estudo.
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Tabela 4. Sequéncias dos marcadores de microssatélites descritos para L. major.

Iniciador Sequéncia Ta?;etx);mho TA Cromossomo
4GTG F: 5CGGTTTGGCGCTGAAAGCGG 70 58°C 35
R: 5CGTGAGGACGCCACCGAGGC
27GTG F: 55GGAGGTGGCTGTGGTTGTTG 75 58°C 3
R:5'GCCGCTGACGCTGCAGGCT
36GTG F: 55AGCGAAGAAGAGTCGGGCAG 68 62°C 1

R: 5 GCGCCTTCAGTGGTCGTCC

F:5'GTCTTGCCGCAGGGTGACC
39GTG G 86 58°C 1

R:5'CCAGCACCAGCACCACCATC

45GTG F:5’ACGGCCGGGTGGTCGTGGGT 86 58°C 1
R:5'CGTTCGCACGCAGCACGCA

1GC F:5'CTGGCACGCACACCCACACA 64 60°C 3
R:5" ATCTGCGCTCATCTGGCGAG

28AT F:5' TTGCCTATCAACACAAGGCT 65 42°C 5
R:5" AGTCTCTCTCTCTCTCTATA

TIAT F:5' TCTTGCGAAGGTGTTGGTCTT 55 50°C 21
R:5' AGCCCACGTGTACATGTGTG

1GACA F:5' GAAAGGGCAGGAGGACGGAT 75 54°C 1
R:5' CACACACACATACACACATA

1CA F:5' TTAGTTCCATCATACACCG 87 48°C 35
R:5' CGTTCGACATGGAGAATAAG

Fonte: AL-JAWABREH et al., (2008) pb pares de bases; TA Temperatura de Anelamento

Tabela 5. Ciclo de amplificacdo utilizado para os marcadores de microssatelites.

Fases Temperatura Tempo N° de Ciclos
Desnaturacgéo Inicial 95°C 6min 1
Desnaturacédo 94°C 30seg
Anelamento TA 30seg 35
Extenséo 72°C 1min

Extensdo Final 72°C 10min 1
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Os DNAs das amostras foram submetidos a reacdo da PCR utilizando o Kit PureTaq
Ready To go PCR Beads (Amersham Biosciences), composto por reagentes sob a forma de
pérolas liofilizadas reconstituidas para um volume final de 25uL. (ANTPs 200mM, Tris-HCI
(pH 9,0) 10mM, KCI1 50mM, MgCl2 1.5mM e enzima TagDNA polimerase 0,04U/uL). A
cada tubo contendo uma pérola foram adicionados 19uL de 4gua ultrapura e 2uL de cada
iniciador na concentragdo de 10pmoles/uL (iniciador direto marcado com fluoresceina na
extremidade 5°e reverso ndo marcado). Apds a completa dissolucdo da pérola, foram
adicionados 2ul. da amostra de DNA (Ing/ul) a mistura de reagentes e as reagdes foram
submetidas ao termociclador PT 100 MJ Research (Wartertown, Mass USA). Os produtos das
PCRs foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 5% (PAGE) para verificacdo

dos fragmentos de interesse amplificados.

4.8.2. Determinagdo do tamanho dos alelos dos microssatélites

Para determinar os tamanhos dos alelos amplificados do genoma de L. major-like, 0,8-
1,2uL dos produtos fluorescentes da PCR obtidos com os iniciadores para microssatélites
foram analisados em gel de poliacrilamida 6% (PAGE), no sequenciador automatico de Laser
Fluorescente - ALF (Automacted Laser Fluorescent Sequencer, GE Healthcare, Milwaukee,
Wisconsin, EUA). Foram utilizadas escalas alélicas como padrdo externo das corridas
eletroforéticas, contendo uma mistura de fragmentos fluorescentes de pesos moleculares de
75, 155, 210, 280 e 320pb (IDT, Integrated DNA Technologies, Brasil), na concentracdo de
5fmol por fragmento. Foi acrescentada uma aliquota da mistura de fragmentos fluorescentes de
pesos moleculares de 75-320pb a cada canaleta do gel como controle de padrédo interno da

corrida.

4.8.3. Analise dos dados obtidos por MLMT

Os resultados obtidos sob a forma de cromatogramas foram analisados utilizando o
Software AlleleLocator 1.4 (GE Healthcare, Milwaukee, Wisconsin, EUA). Os fragmentos de
tamanhos conhecidos presentes nos padrdes (externo e interno) das corridas foram alinhados,
sendo entdo calculados os tamanhos dos alelos para cada locus de microssatélite. A variedade
e a frequéncia de alelos nos loci de microssatélites estudados foram analisados utilizando o
Software GenAlEx versdo 6.3 (PEAKALL & SMOUSE, 2006).
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4.9. Sequenciamento

Os iniciadores dos alvos moleculares ITS-1, hsp70 e nagt (Tabela 6) foram explorados
para a amplificacio do DNA das amostras estudadas e sequenciamento dos fragmentos

amplificados pelo método de Sanger (1975).

Tabela 6. Sequéncia dos marcadores dos alvos moleculares utilizados no estudo.

Tamanho do fragmento

Alvo Iniciador Referéncia
(pb)
F5 CTGGATCATTTTCCGATG 3° El Tai et al., (2000)
ITS1 300-350 )
R5 TGATACCACTTATCGCACTT 37 El Tai et al., (2001)
F 5> GACGGTGCCTGCCTACTTCAA3Z’ .
hsp70 1422 Nemati et al., (2017)

R 5>CCGCCCATGCTCTGGTACATC3’

F 5STCATGACTCTTGGCCTGGTAG3" ]
nagt 1450 Waki et al., (2007)

R 5'CTCTAGCGCACTTCATCGTAG3'

Os DNAs das amostras estudadas foram submetidos a reacdo da PCR utilizando os
mesmos parametros descritos no item 4.6. Os protocolos de amplificacdo dos iniciadores ITS-
1, hsp70 e nagt estdo descritos nas Tabelas 3 e 7. Os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida 5% (PAGE) para verificagdo dos fragmentos de
interesse amplificados. O sequenciamento dos fragmentos de DNA amplificados por 1TS-1,
hsp70 e nagt com as amostras estudadas foi realizado pelo CT Vacinas/fUFMG, utilizando
sequenciador automético (ABI 3730xI DNA Analyzer Applied Biosystems TM). Visando
corrigir possiveis erros ou ambiguidades de sequenciamento, foram sequenciadas ambas as

fitas “Forward e Reverse ” de cada amostra de DNA amplificado.


https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0732889303000932?via%3Dihub#BIB8
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0732889303000932?via%3Dihub#BIB8
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1567134814001956?via%3Dihub#b0190
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Tabela 7. Ciclos de amplificacdo utilizados para os alvos moleculares hsp70 e nagt

Abvo Fases Temperatura Tempo N de Ciclos
Desnaturacio Inicial 95°C Smin 1
Desnaturacio 94°C F0seg

hsp70 .

Anelamento 61°C 1min 35
Extensdo 72°C imin
Extensdo Final 72°C 10min 1
Desnaturacio Inicial 94°C I min 1
Desnaturacio 94°C Imin

nagt
Anelamento 58°C i0seg 35
Extensio 72°C 1.5min
Extensdo Final 72°C 10min 1

4.9.1. Purificacdo dos produtos amplificados com os alvos moleculares para o

sequenciamento

Um volume de 50uL dos produtos amplificados com os alvos moleculares de interesse
foi transferido para tubos cénicos de 1.5mL, contendo o mesmo volume de (PEG -
polietilenoglicol 20% Nacl 2.5M+PEG 20%). Ap0s agitacdo em vortex por 20s, os tubos
foram incubados por 15min em banho-maria a 37°C, centrifugados (20000xg por 15min a
4°C) e o sobrenadante descartado. O pellet de DNA foi lavado duas vezes com 125 uL de
alcool etilico P.A. 80% gelado e centrifugado ap6s cada adicdo de alcool etilico (20000xg por
15min a 4°C) e o sobrenadantendescartado. Apds, o pellet foi secado a temperatura ambiente.
As amostras dos DNAs amplificados foram eluidas em 20uL de agua ultra-pura, quantificadas
em espectrofotdmetro (Gene Quant®, Biotec, USA) a 260nm.

4.10. Analise do Sequenciamento
Para a analise do sequenciamento, os dados brutos em forma de cromatogramas

(arquivos.abi) gerados pelo sequenciador automatico “Analyzer Applied Biosystems” foram

visualizados e convertidos em arquivos no formato texto contendo as sequéncias, utilizando o
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Software Electropherogram quality analysis (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/).
Em seguida foram identificadas e retiradas as regibes que estavam abaixo do valor de
qualidade e sequéncias contaminantes. Com esse software os fragmentos das sequéncias
“Foward e Reverse” foram montados gerando os “contigs”. Finalizada a montagem dos
“contigs”, as sequéncias obtidas foram comparadas, sendo entdo estabelecidas as relagoes
filogenéticas entre as sequéncias de interesse.

4.10.1. Andlises Filogenéticas

As arvores filogenéticas foram construidas usando o método de maximum likelihood
(ML) utilizando o software MEGA versao 7.0 (KUMAR et al.,2016). O dendrograma baseado
nos loci foi construido por clusterizacao hierarquica utilizando o pacote pvclust versdo 2.2-0
(1) implementado em plataforma R 4.1.0 (2). Para a andlise dos microssatélites, o pardmetro
de disténcia foi ajustado para correlacdo (R. DEVELOPMENT CORE TEAM, 2008;
SUZUKI & SHIMODAIRA, 2006). Para avaliar a confianca no suporte de cada né da
topologia do dendrograma, os valores de bootstrap foram determinados com 1000 replicatas

dos dados.

4.11. Andlises Estatisticas

Para andlise estatistica foi utilizado o suplemento de dados do Excel. As amostras
estudadas foram divididas em dois grupos para as analises estatisticas dos microssatélites:
cepas de L. major do Velho Mundo e isolados de L. major-like do Brasil. Os loci de
microssatélites foram avaliados quanto a presenca de outliers. Foram realizados os testes
ANOVA para os dados paramétricos e Kruskal Wallis para os dados ndo paramétricos.

Valores de p<0,05 foram considerados indicativos de significancia para a analise.
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5. RESULTADOS
5.1. Identificacé@o genética dos isolados de Leishmania

As amostras utilizadas neste estudo j& haviam sido caracterizadas em estudos prévios,
como L. major e L. major-like e encontravam-se criopreservadas por longo periodo. Apo6s
serem descongeladas e cultivadas foi realizada uma nova identificacdo especifica, para
assegurar que se tratavam das espécies referidas.

O DNA gendmico das amostras estudadas amplificou um fragmento de 300-350 pares
de bases (pb) na reagcdo de ITS1-PCR (Figura 8). O PCR-RFLP Haelll mostrou dois
fragmentos de aproximadamente 130 e 200pb, correspondendo ao mesmo padrdo de restricdo

da cepa de referéncia 5ASKH de L. major utilizada como controle (Figura 9).

M l, 2 3 4 5 7 12 15 CN M
e = —- TEL Illlliﬁﬂ
ol oy, _
-

Figura 8- Eletroforese em PAGE 5% do alvo molecular ITS1-PCR. M: marcador molecular 100pb
(Promega,USA). Linhas: 1- L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8), 2- L. braziliensis
(MHOM/BR/1975/M2903), 3- L. guyanensis (MHO/BR/1970/M1176), 4- L. mexicana
(MHOM/BZ/1982/BEL21), 5- L. major (MHOM/SU/1973/5ASKH), 6-9 Cepas de L. major estudadas, 10-
15 Cepas de L. major-like estudadas, CN Controle negativo da reagéo.

M 1. 2 3 4 & @ 7 & 9 16 11 12 13 14 1S 'M

Figura 9- Eletroforese em PAGE 5% do ITS1 PCR-RFLP com enzima de restricdo Haelll. M: marcador
molecular 50pb (Promega, USA). Linhas: 1- L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8), 2- L. braziliensis
(MHOM/BR/1975/M2903), 3- L. guyanensis (MHO/BR/1970/M1176), 4- L. mexicana
(MHOM/BZ/1982/BEL21), 5- L. major (MHOM/SU/1973/5ASKH), 6-9 cepas de L. major estudadas, 10-15

cepas de L. major- like estudadas.
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5.2. Andlise da variabilidade genética das amostras de Leishmania estudadas pela
técnica de MLMT (Multilocus Microsatellite Typing)

5.2.1 Analise de polimorfismos de microssatélites

Os 10 loci de microssatélites utilizados (4GTG, 27GTG, 36GTG, 39GTG, 45GTG,
1GC, 28AT, 71AT, 1GACA e 1CA) amplificaram o DNA de todas as amostras estudadas.
Foram encontrados de 4 a 21 repeti¢des de nucleotideos com fragmentos que variaram de 62-

101pb, dependendo do marcador utilizado (Tabela 9).

Tabela 9. Numero de repeticdes de nucleotideos identificados nas amostras de Leishmania
estudadas com os 10 loci de microssatélites utilizados.

Marcador/ N° de nucleotideos

_Origem Amostras |4GTG 27GTG 36GTG 39GTG  45GTG  1GC 28AT TIAT IGACA ICA
Sudio 5ASKH 6/7 8/10 8 11/12 12 i 9 1819 6 13
BHI10 5/6 8 7 11/12 10 7 9 17 6 21
BH12 5/6 8 7 11/12 10 7 9 17 6 21
Iraque
BH13 6/7 6 9 11/12 12 7 10 17 ] 13
BH15 6/7 8 8 11/12 11 i 13 17 6 21
BH4% 6/7 8 910 0910 10/12 7 9 20121 7 17
BHT0 ] 8 910 910 11/12 7 9 20721 7 17
Brasil BH121 6/7 7 910 910 11/12 7 9 20721 7 17
BH122 6/7 8 7 11/12 13/14 Tow13 17 6 21
BH129 4/3 8 7 11/12 9 7 9 17 7 21
BH135 1/8 7 910 910 10/12 i 9 20 6 18
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Os produtos amplificados das amostras estudadas com os 10 loci de microssatélites e
analisados no sequenciador automatico de DNA ALF (Automated Laser Fluorescent),
geraram eletrofluorogramas. Para cada locus estudado, o perfil do eletrofluorograma com um

pico foi interpretado como sendo homozigoto e dois picos heterozigoto (Figura 10).

MA
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Figura 10- Perfis de eletrofluorogramas representativos obtidos do sequenciador automatico de DNA,
ALF (Automated Laser Fluorescent Sequencer) dos fragmentos amplificados por PCR com o locus
45GTG mostrando em A - padrdo homozigoto (79pb) e B - padrdo heterozigoto (81/85pb) dos
isolados de L. major-like BH129 e BH135, respectivamente; M corresponde aos marcadores internos
de peso molecular.

Os loci de microssatélites que mostraram perfis de heterozigotos para a cepa de L.
major 5ASKH do Sudéo foram 4GTG, 27GTG, 39GTG e 71AT,; para as cepas de L. major do
Iraque 4GTG e 39GTG, e para os isolados de L. major-like 4GTG, 36GTG, 39GTG, 45GTG,
28AT e 71AT (Tabela 10, Anexo A - Figuras 23 a 32). Todos os marcadores utilizados
também detectaram perfis de homozigotos nas amostras estudadas, variando em numeros de
repeticdes e tamanhos de fragmentos (Tabelas 9 e 10).

Na cepa 5ASKH do Sudao foram encontrados seis perfis de homozigotos e quatro de
heterozigotos. Os loci 27GTG e 71AT identificaram dois perfis de heterozigotos distintos
71/77 e 64/66, respectivamente. As cepas de L. major do Iraque apresentaram 16 perfis de
homozigotos e trés de heterozigotos. Cinco perfis de homozigotos distintos foram
identificados com os loci 27GTG na cepa BH13 (65/65), 36GTG nas cepas BH13 (67/67),
45GTG em BH15 (83/83), 28AT em BH13 (66/66) e BH15 (72/72). Os isolados de L. major-
like apresentaram 14 perfis de homozigotos e 12 de heterozigotos. Seis perfis de homozigotos
distintos foram identificados com os loci 4GTG no isolado BH70 (66/66), 27GTG nos
isolados BH121 e BH135 (71/71), 71AT em BH135 (68/68), 1GACA em BH49, BH70,
BH70, BH121 e BH129 (73/73) e 1CA em BH49, BH70, BH121 (93/93) e (95/95) em

BH135. Nove perfis de heterozigotos distintos foram identificados com os loci 4GTG em
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BH129 (62/64) e BH135 (70/72), 36GTG e 39GTG em BH49, BH70, BH121, BH135 (67/71
e 88/90, respectivamente), 45GTG em BH49 (81/85), BH70 e BH121 (83/85) e BH122
(89/91), 28AT em BH122 (64/72) e 71AT em BH49, BH70 e BH121(68/70) (Tabelas 10 e
11).

Tabela 10. Tamanho em pares de bases (pb) dos alelos observados nas amostras de
Leishmania estudadas com os 10 loci de microssatélites utilizados.

Marcador/Tamanho alelos

Origem Amostras | 4GTG 27GTG 36GTG 39GTG 45GTG 1GC 28AT 7IAT 1cAacA 1CA

Sudae [SASKH |66/70 71777  63/65 92/94 85/85 63/63 6464 64/66 69/60  85/85

BHI10 6466  73/73  63/63 9294 79779  63/63 64/64 62/62 69/69 101/101
Irague |BHI12 6466 73773 63/63 9294 79719 63/63 64/64 62/62 69/69 101/101
BHI3 66/70  63/65 67/67 92/94  83/85 63/63 66/66 62/62 69/69 8585

BHI15 66/70  73/73  65/65 92/94 B3/83  63/63 7272 62/62 69/69 101/101

BH49 66/70 73773 67/771 8890 8185  63/63 64/64 6870 7373 93/93
BH70 66/66  73/73 67/71 8890  83/85 63/63 64/64 6870 73/73 93/93
BHI21 6466  TL/7T1 67/71 8890 8385  63/63 64/64 6870 73773 93/93
Brasi BHI122 |66/70 73/73  63/63 92/94 89/91 63/63 6472 62/62 69/69 101/101

BHI129 |62/64 73/73  63/63 92/94 79719  63/63 64/64 62/62 73773 101/101

BHI35 [70M72 71771 67/71 8§8/90 81/85 63/63 64/64 68/68 69/69 9595

Foram identificados de um a seis variantes alélicos no conjunto das amostras de
Leishmania estudadas. Os isolados de L. major-like apresentaram maior diversidade genética.
O locus 27GTG foi o mais polimoérfico para as cepas de L. major com quatro variantes
alélicos, sequido por 4GTG, 36GTG, 45GTG, 28AT e 71AT com trés variantes. O locus mais
polimorfico para os isolados de L. major-like foi o 45GTG com seis variantes alélicos,
seguido por 4GTG com cinco, 39GTG com quatro, 36GTG, 71AT e 1CA com trés variantes.
A frequéncia alélica foi baixa nas amostras de Leishmania estudadas, variando de 0,167 a
0,917. A heterozigosidade observada (Ho) foi maior que a esperada (He) para os loci 4GTG e
39GTG em todas as amostras de Leishmania estudadas, e nos isolados de L. major-like para o
locus 45GTG. (Tabela 11).
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Tabela 11. Caracteristicas da diversidade genética das amostras de Leishmania estudadas por
MLMT

Loci Origem N NUmero de alelos Alelos Frequéncia Ho He
alélica
Sudéo 5 3 64 0,250 1 0,625
Iraque 70 0,375
66 0,375
4GTG Brasil 6 5 62 0,083 0,833 0,722
64 0,167
66 0,417
70 0,250
72 0,083
Sudéo 5 4 65 0,250 0,200 0,375
Iraque 71 0,500
73 0,750
27GTG 77 0,500 0 0,444
Brasil 6 2 71 0,333
73 0,667
Sudéo 5 3 63 0,375 0 0,625
Iraque 65 0,375
67 0,250
36GTG Brasil 6 3 63 0,333 0,667 0,667
67 0,333
71 0,333
Sudéo 5 2 92 0,500 1 0,500
Iraque 94 0,500
39GTG Brasil 6 4 88 0,333 1 0,722
90 0,333
92 0,167
94 0,167
Sudéo 5 3 79 0,375 0 0,625
Iraque 83 0,250
85 0,375
Brasil 6 6 79 0,167 0,833 0,792
45GTG 81 0,167
83 0,167
85 0,333
89 0,333
91 0,083
Sudéo 5 1 63 1 0 0
1GC Iraque
Brasil 6 1 63 1 0 0
Sudéo 5 3 64 0,600 0,200 0,500
Iraque 66 0,200
72 0,200
28AT Brasil 6 2 64 0,917 0,167 0,153
72 0,083
Sudéo 5 3 62 0,600 0,200 0,500
Iraque 64 0,200
T1AT 66 0,200
Brasil 6 3 62 0,333 0,500 0,553
68 0,417
70 0,250
Sudéo 5 1 69 0,333 0 0
1GACA Iraque
Brasil 6 2 69 0,500 0 0,444
73 0,500
Sudéo 5 2 85 0,750 0 0,375
1CA Iraque 101 0,250
Brasil 6 3 93 0,500 0 0,611
95 0,167
101 0,333

N: nimero de isolados; Ho: nimero de heterozigotos observados; He: nimero de heterozigotos esperado
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5.2.2 Genotipos identificados nas amostras de Leishmania estudadas

As amostras de Leishmania estudadas com os loci de microssatelites utilizados
apresentaram 36 genotipos. Esses genotipos foram nomeados com ndmeros de 1 a 36 (Tabela
12).

Tabela 12. Gendtipos identificados nas amostras de Leishmania estudadas por MLMT

Gendtipo gamanho Locus Amostras Alelos
os alelos
1 66/70 5ASKH, BH13 e BH15; BHA9 e BH122
2 64/66 BH10 e BH12; BH121
3 62/64 AGTG | BH129 5
4% 70172 BH135
5 66/66 BH70
6 7177 5ASKH
7 73173 BH10, BH12 e BH15: BH49, BH70, BH122 e
27GTG | BH129 4
8 65/65 BH13
o 7171 BH121 e BH135
10 65/65 5ASKH e BH15
1 63/63 BH10 e BH12: BH122 e BH129
12 67/67 36GTG | g3 4
13* 67/71 BHA49, BH70, BH121 e BH135
14 92/94 5ASKH. BH10, BH12, BH13 e BH15; BH122,
39GTG | BH129 4
15% 88/90 BH49, BH70, BH121 e BH135
16 85/85 5ASKH e BH13
17 83/83 BH15
18 79179 45GTG | BH10 e BH12; BH129 3
19* 81/85 BH49 e BH135
20 89/91 BH122
21 83/85 BH70 e BH121
5ASKH, BH10, BH12, BHI3 e BH15, BHA9,
22 63/63 1CG BH70, BH121, BH122, BH129 e BH135 1
23 64164 5ASKH, BH10, BH12: BH49, BH70, BH12L,
BH129 e BH135
24 66/66 28AT | BH13 4
25 64/72 BH122
26 72172 BH15
27 64/66 AT | BASKH
28 62/62 BH10, BH12, BH13 ¢ BH15; BH122 ¢ BH129 :
20 68/70 BHA49, BH70 e BH121
30* 68/68 BH135
31 69/69 5ASKH. BH10, BH12, BH13 ¢ BH15; BH122
1GACA | o BH135 2
3% 73173 BHA49, BH70, BH121 e BH129
33 85/85 A 5ASKH e BH13
34 101/101 BH10, BH12, e BH15: BH122 e BH129 .
35+ 93/93 BHA49, BH70 e BH121
36+ 95/95 BH135

*Genotipos Unicos de L. major-like
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Os gendtipos distintos identificados exclusivamente em uma determinada amostra
foram denominados genotipos unicos. Os genotipos presentes em mais de uma amostra foram

denominados gendtipos compartilhados.

5.2.2.1 Gendtipos Unicos

Nove dos 10 loci utilizados (4GTG, 27GTG, 36GTG, 39GTG, 45GTG, 28AT, 71AT,
1GACA e 1CA) identificaram genotipos Unicos nas amostras de Leishmania estudadas.
Somente o locus 1CG ndo identificou genétipos Unicos nas amostras de Leishmania
estudadas. Foram identificados dois gendtipos Unicos para a cepa de L. major 5ASKH do
Sudao, 6 e 27 com os loci 27GTG e 71AT, respectivamente. As cepas de L. major do Iraque
apresentaram cinco gendtipos unicos 8 (27GTG), 12 (36GTG), 17 (45GTG), 24 e 26 (28AT),
e os isolados de L. major-like apresentaram 15 geno6tipos unicos 3, 4, 5 (4GTG), 9 (27GTG),
13 (36GTG), 15 (39GTQG), 19, 20, 21 (45GTG), 25 (28AT), 29, 30 (71AT), 32 (1GACA), 35
e 36 (1CA). A analise de outliers nos loci dos microssatélites estudados apresentaram valores
dentro da normalidade. Trés loci apresentaram diferencas estatisticas significativas (p<0,05),
na analise da variabilidade genética dos isolados de L. major-like do Brasil: 39GTG para 0s
isolados BH49, BH70, BH121, BH135 (p = 0,0174); 71AT para os isolados BH49, BH70,
BH121, BH135 (p = 0,0260) e 1GACA para os isolados BH49, BH70, BH121, BH129 (p =
0,0004).

5.2.2.2 Gen6tipos compartilhados

Com relacdo aos genoOtipos compartilhados entre as amostras de Leishmania
estudadas, cinco gendtipos (1, 14, 22, 23 e 31) foram compartilhados entre as cepas de L.
major 5ASKH do Sudao, do Iraque e os isolados de L. major-like. O gendtipo 1 identificado
com o locus 4GTG foi compartilhado entre as cepas 5SASKH, BH13 e BH15, e os isolados
BH49 e BH122. O gendtipo 14 identificado com o locus 39GTG foi compartilhado entre
todas as cepas de L. major e os isolados BH122 e BH129. O gendtipo 22 identificado com o
locus 1GC foi compartilhado entre todas as cepas de L. major e todos os isolados de L. major-
like. O genotipo 23 identificado com o locus 28AT foi compartilhado entre as cepas SASKH,
BH10 e BH12, e os isolados BH49, BH70, BH121, BH129 e BH135. O gendtipo 31
identificado com o locus 1GACA foi compartilhado entre todas as cepas de L. major e 0s
isolados BH122 e BH135.
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Trés genotipos (10, 16 e 33) foram compartilhados somente entre as cepas de L. major
do Sud&o e do Iraque. O gen6tipol0 identificado com o locus 36GTG foi compartilhado entre
as cepas 5ASKH e BH15. Os genotipos 16 e 33 identificados respectivamente, com os loci
45GTG e 1CA foram compartilhados entre as cepas 5ASKH e BH13.

Além disso, seis genotipos (2, 7, 11, 18, 28, 34) foram compartilhados somente entre
cepas de L. major do Iraque e isolados de L. major-like. O gendtipo 2 identificado com o
locus 4GTG foi compartilhado entre as cepas BH10 e BH12 e o isolado BH121.0 gendtipo 7
identificado com o locus 27GTG foi compartilhado entre as cepas BH10, BH12 e BH15, e 0
isolados BH49, BH70, BH122 e BH129. O genoétipo 11 identificado com o locus 36GTG foi
compartilhado entre as cepas BH10 e BH12, e os isolados BH122 e BH129. O gendtipo 18
identificado com o locus 45GTG foi compartilhado entre as cepas BH10 e BH12 e o isolado
BH129. O genotipo 28 identificado com o locus 71AT foi compartilhado entre todas as cepas
de L. major do Iraque e os isolados BH122 e BH129. O gendtipo 34 identificado com o locus
1CA foi compartilhado entre as cepas BH10, BH12 e BH15 e os isolados BH122 e BH129
(Tabelal3).

5.2.3 Proporcéo de alelos unicos identificados nas amostras de Leishmania estudadas

Em relacdo a proporcdo de alelos Gnicos observados nos gendétipos das amostras de
Leishmania estudadas, a cepa de L. major 5ASKH do Sudéao apresentou trés alelos unicos
identificados com os loci 27GTG e 71AT. O locus 27GTG identificou o alelo 77 na proporc¢éo

de 50% e o locus 71AT identificou os alelos 64 e 66 na mesma proporc¢ao (Figura 11).
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Figura 11. Proporcédo dos alelos tnicos identificados pelos loci 27GTG e 71AT na cepa de L.
major 5ASKH do Sudao. Sublinhado: alelos Gnicos
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Somente a cepa de L. major do Iraque BH13 apresentou dois alelos Gnicos idenficados
pelos loci 27GTG e 28AT. Estes loci identificaram 25% dos alelos 65 e 66, respectivamente
(Figura 12).

A 27GTG B 28AT
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Figura 12. Proporgdo dos alelos unicos identificado pelos loci 27GTG e 28AT na cepa de L.
major BH13 do Iraque.  Sublinhado: alelos Unicos

Os isolados de L. major-like apresentaram 13 alelos Unicos identificados pelos loci
1CA, 4GTG, 36GTG, 39GTG, 1GACA, 45GTG e 71AT compartilhados entre esses isolados,
com porcentagens que variaram de 8% a 67% (Figura 13).

O locus 1CA identificou 50% do alelo 93 para os isolados BH49, BH70 e BH121, e
17% do alelo 95 no isolado BH135.

O locus 4GTG identificou 8% dos alelos 62 e 72 para os isolados BH129 e BH135,
respectivamente.

O locus 36GTG identificou 33% do alelo 71 para os isolados BH49, BH70, BH121 e
BH135.

O locus 39GTG identificou 33% dos alelos 88 e 90 para os isolados BH49, BH70,
BH121 e BH135.

O locus 1GACA identificou 67% do alelo 73 para os isolados BH49, BH70, BH121 e
BH129.

O locus 45GTG identificou 17% do alelo 81 para os isolados BH49 e BH135 e 8% dos
alelos 89 e 91 para o isolado BH122.

O locus 71AT identificou 42% do alelo 68 para os isolados BH49, BH70, BH121 e
BH135 e 25% do alelo 70 para os isolados BH49, BH70 e BH121.
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Figura 13. Proporgao dos alelos unicos compartilhados entre os isolados de L. major-
like identificados pelos loci A:1CA, B: 4GTG, C: 36GTG, D: 39GTG, E: 1GACA, F:
45GTG e G:71AT. Sublinhados: alelos Unicos
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5.2.4 Proporgao de alelos compartilhados entre as amostras de Leishmania estudadas

A Figura 14 apresenta a proporcdo dos alelos compartilhados entre as amostras
estudadas, identificados pelos os loci 27GTG, 28AT, 39GTG, 45GTG, 4GTG, 1GACA e 1GC
com porcentagens que variaram de 17 a 100%.

O locus 27GTG identificou 50% do alelo 71 para a cepa 5ASKH e 33% para 0s
isolados BH121 e BH135. Este locus também identificou 75% do alelo 73 para as cepas
BH10, BH12 e BH15, e 67% desse alelo para os isolados BH49, BH70, BH122 e BH129.

O locus 28AT identificou 100% do alelo 64 para a cepa 5SASKH, 50% para as cepas
BH10 e BH12, e 92% para todos os isolados de L. major-like. Esse locus também identificou
8% do alelo 72 para o isolado BH122 e 25% desse alelo para a cepa BH15.

O locus 39GTG identificou 50% dos alelos 92 e 94 para a cepa 5SASKH e 50% desses
alelos para todas as cepas de L. major do Iraque. Os isolados BH122 e BH129 apresentaram
17% de cada um desses alelos.

O locus 45GTG identificou 100% do alelo 85 para a cepa 5ASKH e 25% para a cepa
BH13. Os isolados BH49, BH70, BH121 e BH135 apresentaram 33% desse alelo. Esse locus
também identificou 25% do alelo 83 para a cepa BH15 e 17% para os isolados BH70 e
BH121, 50% do alelo 79 para as cepas BH10 e BH12, e 17% para o isolado BH129.

O locus 4GTG identificou 50% do alelo 70 para a cepa 5ASKH do Sudéo, 25% para
as cepas BH13 e BH15, e 25% para os isolados BH49, BH122 e BH135. Esse locus também
identificou 50% do alelo 66 para todas as cepas de L. major do lraque, 42% para os isolados
BH49, BH70, BH121 e BH122, e 25% do alelo 64 para as cepas BH10 e BH12, e 17% para
os isolados BH121 e BH129.

O locus 1GACA identificou 100% do alelo 69 para todas as cepas de L. major e 33%
desse alelo para os isolados BH121 e BH135.

O locus 1GC identificou 100% do alelo 63 para todas as cepas de L. major e para

todos os isolados de L. major-like.
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Figura 14. Proporcdo dos alelos comuns compartilhados entre as amostras de Leishmania estudadas identificados pelos loci A: 27GTG, B: 28AT, C:
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5.2.5 Proporcéao de alelos compartilhados entre cepas de L.major do Iraque e isolados de
L. major-like

Foram identificados oito alelos comuns compartilhnados somente entre cepas de
L.major do Iraque e isolados de L. major-like, com os loci 71AT, 1CA, 36GTG, 27GTG,
28AT e 45GTG, com porcentagens que variaram de 8 a 100% (Figura 15).

O locus 71AT identificou 100% do alelo 62 para todas as cepas de L. major do Iraque
e 33% desse alelo para os isolados BH122 e BH129.

O locus 1CA identificou 75% do alelo 101 para as cepas BH10, BH12 e BH15, e 33%
desse alelo para os isolados BH122 e BH129.

O locus 36GTG identificou 50% do alelo 63 para as cepas BH10 e BH12, e 34% desse
alelo para os isolados BH122 e BH129. Esse locus também identificou 25% do alelo 67 para a
cepa BH13 e 33% para os isolados BH49, BH70, BH121 e 135.

O locus 27GTG identificou 75% do alelo 73 para as cepas BH10, BH12 e BH15, e
67% para os isolados BH49, BH70, BH122 e BH129.

O locus 28AT identificou 25% do alelo 72 para a cepa BH15 e 8% desse alelo para o
isolado BH122.

O locus 45GTG identificou 50% do alelo 79 para as cepas BH10 e BH12, e 17% para
0 isolado BH129. Esse locus também identificou 25% do alelo 83 para a cepa BH15 e 17%
para os isolados BH70 e BH121.
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Figura 15. Proporcéo dos alelos comuns compartilhados entre as cepas de L. major de do Iraque e os isolados de L. major-like identificados pelos loci A: 71AT,
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5.3. Andlise do sequenciamento das cepas de L. major e isolados de L. major-like com os

alvos moleculares ITS1, hsp70 e nagt

Os alvos ITS1, hsp70 e nagt amplificaram o DNA gendmico de todas as amostras de
L. major e L. major-like estudadas, com fragmentos que variaram aproxidamente de 350,

1422 e 1450pb, respectivamente (Figuras 8, 16 e 17).
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Figura 16- Eletroforese em PAGE 5% dos produtos amplificados pelo alvo hsp70. M:
marcador molecular 1Kb (Promega USA). Linhas: 1- L. amazonensis
(IFLA/BR/1967/PH8), 2- L. braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903), 3- L. guyanensis
(MHO/BR/1970/M1176), 4- L. major (MHOM/SU/1973/5ASKH), 5-8 cepas de L. major
estudadas, 9-14 isolados de L. major- like estudados, CN Controle Negativo da reacéo.
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Figura 17- Eletroforese em PAGE 5% dos produtos amplificados pelo alvo nagt. M: marcador
molecular 1Kb (Promega, USA). Linhas: 1- L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8), 2- L.
braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903), 3- L. guyanensis (MHO/BR/1970/M1176), 4- L. major
(MHOM/SU/1973/5ASKH), 5-8 cepas de L. major estudadas, 9-14 isolados de L. major- like
estudados, CN Controle Negativo da reacéo.
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Os dados obtidos das analises dos 10 marcadores de microssatélites e as sequéncias
amplificadas pelos alvos moleculares ITS1, hsp70 e nagt com as amostras de Leishmania

estudadas foram utilizados na construcdo de dendogramas.
As arvores obtidas por MLMT e com o alvo nagt foram feitas somente com as cepas

de L. major e os isolados de L. major-like, pois esses marcadores sdo especificos para L.

major e, portanto, ndo amplificaram as demais espécies utilizadas como outgroup.
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A arvore concatenada obtida com os dados do MLMT mostrou que as cepas 5ASKH e
BH13 foram agrupadas em um mesmo ramo posicionadas com distancias iguais. Outro ramo
derivou trés agrupamentos. Um ramo derivou um grupo com a cepa BH15 e o isolado BH122
com distancias iguais e outro grupo foi formado com o isolado BH129, que derivou as cepas
BH10 e BH12 com distancias iguais. O ultimo grupo foi formado com isolados de L. major-
like. Nesse grupo o isolado BH135 ficou mais distante e derivou um ramo com o isolado
BH49, que por sua vez derivou os isolados BH70 e BH121 com distancias iguais. Os valores

de bootstrap ficaram acima de 70% (Figura 18).
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Figura 18- Arvore filogenética concatenada obtida com os dados do MLMT das amostras de Leishmania

estudadas. Analise filogenética por maxima verossimilhanga com1000 replicatas de bootstrap.
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A éarvore obtida utilizando as sequéncias das amostras de Leishmania estudadas
amplificadas pelo alvo ITS1 mostrou dois ramos mais distantes com as cepas referéncia do
Novo Mundo PH8, M2903 e M1176 utilizadas como outgroup. Um ramo derivado da cepa
5ASKH agrupou com a mesma distancia as outras cepas de L. major e os isolados de L.

major-like. Os valores de bootstrap foram superiores a 50% (Figura 19).
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Figura 19- Arvore filogenética das amostras de Leishmania estudadas utilizando as sequéncias amplificadas

pelo alvo ITS1. Anélise filogenética por maxima verossimilhanga com1000 replicatas de bootstrap.
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A éarvore obtida utilizando as sequéncias das amostras de Leishmania estudadas
amplificadas pelo alvo hsp70 mostrou que dois ramos distintos posicionaram as cepas
referéncia do Novo Mundo PH8, M2903 e M1176 utilizadas como outgroup. Outro ramo
derivou as cepas BH12 e 5ASKH mais distante, e sucessivamente mais um ramo, com 0
isolado BH135, o qual derivou ramos menores com a cepa BH13 e os isolados BH70, BH121,
BH122 e BH129. A cepa BH15 e o isolado BH49 agruparam-se num ramo derivado da cepa

BH10, que ficou mais distante. Os valores de bootstrap foram superiores a 60% (Figura 20).
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Figura 20- Arvore filogenética das amostras de Leishmania estudadas utilizando as sequéncias amplificadas

pelo alvo hsp70. Analise filogenética por maxima verossimilhanca com1000 replicatas de bootstrap.
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A éarvore obtida utilizando as sequéncias das amostras de Leishmania estudadas
amplificadas pelo alvo nagt mostrou um ramo agrupando as cepas 5ASKH, BH15 e BH13
posicionada mais distante, e os isolados BH49 e BH121 com sobreposicao de distancias em
pontos especificos. Esse ramo derivou as cepas BH10 e BH12 posicionadas com sobreposicéao
de distancias em pontos especificos, e os isolados BH70, BH129 e BH135. Desse grupo foi
derivado um ramo com o isolado BH122 mais distante das demais amostras de Leishmania

estudadas. Os valores de bootstrap foram superiores a 85% (Figura 21).
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Figura 21- Arvore filogenética das amostras de Leishmania estudadas utilizando as sequéncias amplificadas

pelo alvo nagt. Analise filogenética por maxima verossimilhanga com1000 replicatas de bootstrap.
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A Figura 22 mostra a arvore concatenada gerada com todos os dados obtidos do
sequenciamento dos alvos moleculares ITS1, hsp70 e nagt. Essa &rvore apresentou um ramo
que derivou trés agrupamentos: um grupo com as cepas BH10 em um ramo separado e outro
ramo com as cepas BH12 e 5ASKH mais distante, um grupo com o isolado BH121, a cepa
BH13 em um ramo mais distante, o isolado BH49 e a cepa BH15 posicionados com igual
distancia e um grupo com os isolados BH70 e BH129, que derivou um ramo com os isolados

BH135 e BH122 mais distante das demais amostras estudadas.
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Figura 22- Arvore filogenética concatenada das amostras de Leishmania estudadas utilizando as sequéncias

amplificadas pelos alvos ITS1, hsp70 e nagt. Anélise filogenética por méaxima verossimilhan¢ca com1000

replicatas de bootstrap.

As sequéncias de DNA obtidas com os trés alvos moleculares ITS1, hsp70 e nagt

serdo depositadas no banco de dados GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).
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6. DISCUSSAO

O numero de espécies de Leishmania tem aumentado continuamente desde a primeira
descricdo do género (Ross, 1903). Técnicas moleculares tém sido muito importantes para o
conhecimento da histéria natural das leishmanioses, possibilitando revelar as relacGes
filogenéticas desses parasitos.

Leishmania major é um dos principais agentes etiologicos da leishmaniose tegumentar
previamente descrito, como restrito ao Velho Mundo (ELFARI et al., 2005). Porém ja foram
identificados isolados semelhantes a L. major em diversos paises da América Latina como
Brasil, Equador, Peru, Venezuela, México e Paraguai que foram chamados de L. major-like
(MOMEN et al.,1985; HASHIGUSHI et al., 1991; SHAW, 1994; YAMASAKI et al., 1994;
CALVOPINA et al., 2004). Embora varios casos de infeccdo por L. major-like tenham sido
identificados no homem na América Latina, desde seu primeiro registro no Brasil por Momen
et al., em 1985, sua identidade e origem tém sido pouco estudadas e as abordagens cientificas
até agora utilizadas ndo foram suficientes para chegar a uma conclusdo definitiva, se esta €
uma espécie distinta ou importada do Velho Mundo. Portanto, novos estudos precisam ser
realizados no Brasil.

O presente estudo investigou a heterogeneidade genética de isolados de L. major-like
do Brasil, utilizando tipagem por microssatélites (MLMT), com um painel de marcadores
previamente descritos para L. major e o sequenciamento de fragmentos de DNA amplificados
com os alvos moleculares ITS1, hsp70 e nagt, em comparacdo com a cepa de L. major
5ASKH do Suddo e cepas de L. major do Iraque, a fim de verificar a ocorréncia de
diversidade genética inter e intraespecifica nesses parasitos.

A variabilidade genética dos parasitos é sempre objeto de muito interesse e
controvérsia. A heterogeneidade genética pode produzir diferentes fenétipos que podem estar
associados a diversidade de manifestacdes clinicas importantes. Especialmente no caso da
leishmaniose tegumentar, a identificacdo exata das espécies de Leishmania é de grande
importancia para o diagnostico, progndstico da doenca, vigilancia epidemiologica e a escolha
do tratamento (CARVALHO et al., 2019).

Muitas técnicas, incluindo microscopia, cultura in vitro, abordagens bioquimicas,
imunologicas e moleculares tém sido aplicadas para a deteccéo, identificacdo e caracterizacao
de Leishmania em areas endémicas. Métodos baseados em PCR, como a técnica de tipagem
por microssatélites e analises de sequéncias de DNA sdo altamente informativos, e tém
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permitido a correta identificacdo de espécies de Leishmania (SCHONIAN et al., 2008;
NEMATI et al., 2017).

A tipagem por microsstélites (MLMT) tem se tornado uma ferramenta cada vez mais
importante e utilizada para tipagem molecular e estudos genéticos de espécies de Leishmania,
principalmente num contexto eco-geografico. Dados altamente reprodutiveis e informativos
como os microssatélites sdo uma ferramenta importante para diferenciar parasitos estritamente
relacionados, como é o caso de L. major-like da América Latina e L. major do Velho Mundo,
que exigem marcadores de maior poder discriminatorio.

A técnica de MLMT (NEMATI et al., 2017) é uma das mais relevantes tecnologias
moleculares, no que diz respeito ao seu desempenho para classificagao e andlises filogenéticas
de populagbes de Leishmania a niveis inter e intraespecificos. Esta técnica revelou
significante variabilidade genética entre todas as espécies de Leishmania estudadas, como
citado por alguns autores no Velho Mundo em L. tropica (SALLOUM et al., 2020), L.
infantum (AMRO et al., 2013) e L. major (AL-JAWABREH et al., 2008) e no Novo Mundo
em L. braziliensis (KUHLS et al., 2013) e L. infantum (SEGGATO et al., 2012) isoladas de
varios estados do Brasil.

Neste estudo, 0 MLMT mostrou interessante heterogeneidade genética nas cepas de L.
major e nos isolados de L. major-like estudados, com diferentes perfis homozigotos e
heterozigotos. Mesmo sendo detectados poucos perfis de heterozigotos, os loci 4GTG,
36GTG, 39GTG e 45GTG identificaram esses perfis nas cepas e isolados de Leishmania
estudados, destacando o locus 45GTG que identificou perfis heterozigotos somente nos
isolados de L. major-like. Dependendo do locus analisado e mesmo que algumas amostras
tenham sido caracterizadas por baixa diversidade genética e genotipica, exibindo poucos
alelos por locus e menos gendtipos, ainda foi possivel identificar genétipos unicos e
compartilhados nas cepas e isolados de Leishmania estudados. Estudos prévios, que aplicaram
MLMT em diferentes popula¢bes de L. major relataram niveis variados de polimorfismo
geneético nesses parasitos (ALAM et al., 2014; AL-JAWABREH et al., 2008).

A presenca de perfis genotipicos Gnicos nas cepas de L. major do Sudéo, do Iraque e
nos isolados de L. major-like do Brasil também sugerem uma correla¢do entre a diversidade
genética dos parasitos e a sua origem geografica, o que ja foi descrito para L. major por varios
autores (AL-JAWBREH et al., 2008; MAHNAZ, T. et al., 2011; ALAM et al., 2014). Os
isolados de L. major-like apresentaram maior diversidade genética. BH70, BH121 e BH135
apresentaram o maior nimero de gendétipos Unicos. Trés marcadores de microssatélites

39GTG, 71AT e 1GACA apresentaram diferencas estatisticamente significantes para a
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presenca de alelos unicos nos isolados de L. major-like BH49, BH70, BH121, BH129 e
BH135. O MLMT revelou que L. major-like possui uma composi¢édo alélica diferente.

A comparacdo dos dados de genotipagem com os marcadores de microssatélites
utilizados também mostrou uma forte ligacdo entre as cepas e isolados de Leishmania
estudados, através do compartilhamento de genotipos e alelos. A cepa de L. major do Sudéo
usada como cepa-referéncia apresentou gendtipos pouco varidveis, mas o fato interessante é
que esses gendtipos foram identificados em cepas de L. major do Iraque e em isolados de L.
major-like do Brasil. Seis dos dez loci pesquisados identificaram alelos compartilhados
somente entre as cepas de L. major do Iraque BH10, BH12 e BH15 e os isolados de L. major-
like do Brasil BH49, BH70, BH122 e BH129.

ALAM et al., 2014 relatou fluxo génico entre populagdes de L. major, possivelmente
através de migracdo. Além disso, o polimorfismo genético de L. major e sua relacdo com a
area geografica de origem, também foi correlacionada com a diversidade genética de vetores
e/ou espécies de reservatorios vertebrados, presentes nas areas de estudo (HAMARSHEH et
al., 2009).

Desde os tempos remotos, existe uma importante rota comercial-migratdria que vai do
Suddo ao Iraque via Basra, uma das trés principais cidades do Iraque e o principal porto do
pais. Na década de 70, a empresa Mendes Junior de Minas Gerais levou cerca de 10 mil
trabalhadores brasileiros para trabalhar no Oriente Médio, principalmente no Iraque, quando
iniciou a construcdo da Ferrovia Baghdad-Akashat-Algaim, que liga trés cidades naquele pais
e esses brasileiros chegaram a morar e atuar nas obras no pais. Nessa época, muitos brasileiros
foram trabalhar, na construcdo de rodovias, estacdo de bombeamento do Rio Eufrates e
ferrovias. Dentre as ferrovias, a mais importante foi a que liga a capital de Bagda ao porto de
Basra, no golfo pérsico. As cepas de L. major do Iraque foram isoladas de pacientes que
trabalharam na construgdo dessa ferrovia entre as cidades de Bagdé a Basra.

Como resultado da grande mobilidade humana, as doengas infecciosas sdo
ocasionalmente transportadas, como ocorre muitas vezes com pacientes com leishmaniose,
que foram infectados em uma area endémica fora de seu préprio pais. Provavelmente mais
trabalhadores retornaram do Oriente Médio ao Brasil, infectados com L. major. O diagndstico
e tratamento precarios da doenca em &reas endémicas de leishmaniose constituem um cenério
favoravel a sobrevivéncia de varias espécies de Leishmania. Seria esta a provavel justificativa
para a presenca de L. major-like no Brasil, que foram isoladas de pacientes que nunca
viajaram para fora do pais, mas que residiam em areas endémicas de leishmanioses?

As amostras de L. major-like utilizadas neste estudo foram isoladas de casos humanos
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de leishmaniose cutdnea, de pacientes que residiam no Vale do Rio Doce, regido geogréafica
do estado de Minas Gerais no sudeste do Brasil, correspondente ao leste mineiro, que abrange
uma area de aproximadamente 41,8 mil km2, com uma populacdo de mais de 1,7 milhGes de
habitantes, segundo informacdes do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2020).

Diferentes combinacGes de vetores, parasitos, reservatorios, sintomas clinicos,
condicBes ecoldgicas, epidemioldgicas e culturais contribuem para a transmissdo de
Leishmania spp. (ASHFORD, 1996). Na area do Rio Doce a espécie de Leishmania
predominante é L. (V.) braziliensis (MAYRINK et al., 1979), mas Leishmania (Leishmania)
infantum também ocorre na area. A principal espécie de flebotomineo presente nessa regido é
Lutzomyia whitmani, mas outras espécies de flebotomineos, como Lu. migonei, Lu. fischeri e
Lu. intermedia também foram encontradas no Vale do Rio Doce e ja foram registradas
picando 0 homem em outras regiGes do Brasil. A regido também é uma area endémica para
leishmaniose visceral com presenca de Lu. longipalpis.

Notadamente, os isolados de L. major-like do Brasil exibiram diversidade genética,
com consideravel numero de alelos e gendtipos Unicos, sugerindo plena adaptacao local e
boas condicdes para transmissdo do parasito. Se a espécie L. major-like foi introduzida na
America Latina através de pessoas infectadas no Velho Mundo, pelo menos na regido do Vale
do Rio Doce, Lu. migonei e Lu. longipalpis, duas espécies oportunistas presentes na area,
poderiam funcionar como espécies vetoras. Estudos em laboratério tém mostrado que Lu.
migonei pode se infectar com diferentes espécies de Leishmania (GUIMARAES, V.C. et al.,
2016). Por sua vez, Lu. longipalpis tem sido mostrada em varios estudos experimentais, que é
uma espécie capaz de sustentar o desenvolvimento de outras espécies de Leishmania e ndo
somente de L. infantum. Recentemente foi relatado que Lu. longipalpis € um vetor competente
de L. major, sendo capaz ndo sé de se infectar com parasitos de lesdes cutaneas ativas de
leishmaniose, mas de sustentar a infecgéo e transmiti-las a hospedeiros “naive”, causando a
doenca. (CECILIO et al., 2020).

Segundo EL BAIDOURI et al., (2013) a manutencdo do parasito depende de sua
capacidade de sobreviver em um ciclo complexo, que envolve pelo menos um reservatorio e
um vetor competente (restritivo ou permissivo). Consequentemente, sua distribuigéo deve ser
principalmente influenciada pela regido geografica dos reservatorios e vetores. No entanto, a
capacidade do parasito de saltar de um ciclo para outro, pode modificar amplamente essa
relacdo e explicar a disseminacao inesperada de algumas espécies.

GUIMARAES et al., 2018 estudando lipofosfoglicanos (LPGs) demonstraram que,
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trés isolados de L. major-like aqui também estudados BH49, BH121 e BH129 foram capazes
de infectar com sucesso vetores do Velho e Novo Mundo, Phlebotomus papatasi e Lu.
longipalpis respectivamente, utilizando o método de infecgdo experimental por alimentador
artificial. Lu. longipalpis é amplamente distribuido no Brasil, conhecido por ser um vetor
permissivo ao desenvolvimento de varias espécies de Leishmania, que provavelmente séao
independentes do LPG para o estabelecimento de uma infeccdo (KAMHAWI, 2006;
MYSKOVA et al., 2007). Entretanto, considerando o carater rural da transmissdo de LT,
outros vetores poderiam também contribuir para a transmissdo de L. major-like no Brasil,
como por exemplo, L. migonei, L. whitmani, L. intermedia. Além disso, a presenca de um
isolado de L. major-like de cdo (BH70) implica indicios de infeccdo em outros vertebrados,
que ndo o homem. Cées ja foram encontrados infectados com L. major no Oriente Médio
(MORSY et al.,, 1987; BANETH et al., 2017). Devido a diversidade de reservatorios e
vetores potenciais, provavelmente muitos ciclos ainda precisam ser identificados. Essas
consideracdes reforcam a necessidade da importancia dos estudos epidemiol6gicos para novas
espécies de Leishmania em hospedeiros e vetores.

A arvore filogenética do MLMT reuniu todos os achados de variabilidade genética
inter e intraespecifica com essa técnica, mostrando que as cepas de L. major e L. major-like
compartilham varios genotipos entre si. Contudo, um brago dessa &rvore reuniu
separadamente, quatro dos seis isolados de L. major-like estudados BH49, BH70, BH121 e
BH135 das cepas de L. major utilizadas neste estudo. Isso demonstra a capacidade desta
técnica para o estudo de espécies intrinsicamente relacionadas e nos permite perguntar, até
gue ponto esse dado reflete somente heterogeneidade genética ou se estd apontando para a
evidéncia de formacao de um grupo filogeografico.

Sequéncias do espacador ribossémico transcrito interno - ITS1 (SCHONIAN et al.,
2003), do gene N-acetilglucosamina-1-fosfato transferase - nagt (SABERI et al., 2018) e da
subfamilia do gene da proteina de choque térmico 70 - hsp70 (FRAGA et al., 2010) tém sido
muito utilizadas como alvos para reconstrucao da filogenia dentro do género Leishmania.

A baixa diversidade genética mostrada pelo sequenciamento do fragmento amplificado
pelo alvo ITS1 ndo foi capaz de detectar variagdes intraespecificas. No entanto, esse alvo é
bastante especifico e foi capaz de distinguir as espécies, separando L. major e L. major-like
das espécies L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis usadas como outgroup. A arvore
filogenética gerada por esse alvo mostrou grande similaridade das cepas de L. major com
todos os isolados de L.major-like estudados. Como ja demonstrado por outros autores, a
caracterizagdo especifica por ITS1 é uma ferramenta polivalente para o diagnostico
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de Leishmania a partir de amostras clinicas, permitindo a determinagdo da espécie infectante
(SCHONIAN et al., 2003; CUPOLLILO et al., 2003; MONROY-OSTRIA et al., 2014).

Por outro lado, o sequenciamento do fragmento amplificado pelo alvo hsp70 foi mais
informativo, mostrando consideravel heterogeneidade entre as cepas e os isolados de
Leishmania estudados, o que se reflete nos agrupamentos formados e na distancia observada
entre 0s bracos que suportam as amostras estudadas. A arvore filogenética gerada por esse
alvo também mostrou que ndo foi possivel distinguir claramente cepas de L. major e isolados
de L. major-like, mas houve uma tendéncia de agrupamento dos isolados de L. major-like
BH70, BH121, BH122, BH129 e BH135 em bracos bem préximos, quase sem separacdo de
distancia. As espécies do Novo Mundo usadas como outgroup foram separadas corretamente.
Estes resultados estdo de acordo com a maioria dos estudos, direcionados as sequéncias do
gene da proteina hsp70 até o momento, que relatam baixos niveis de diversidade genética a
niveis intraespecificos, 0 que o torna bastante Gtil também para distinguir os parasitos em
nivel de espécie (SCHONIAN et al., 2013; GARCIA et al., 2004; FRAGA et al., 2010).

O sequenciamento do fragmento amplificado pelo alvo nagt mostrou similaridade
entre as amostras por ser um alvo especifico para L. major. Na arvore filogenética gerada por
esse alvo, as cepas de L. major e os isolados de L. major-like se mostraram intercalados, s
vezes com distancias sobrepostas entre os bragcos. Somente o isolado BH122 se posicionou
mais distante das outras amostras estudadas. SABERI et al 2018, estudando L. major no Ird
ndo observaram variages genéticas entre as sequéncias de nagt obtidas dos isolados
estudados. No entanto, outros pesquisadores iranianos relataram variabilidade intraespecifica
em L. major estudando esse gene (HAJJARAN et al., 2014; SARKARI et al., 2016).

Em vista disso, a arvore filogenética concatenada dos dados dos sequenciamentos dos
fragmentos de DNA amplificados pelos alvos moleculares ITS1, hsp70 e nagt quando
comparada com a arvore filogenética gerada pelos dados do MLMT, mostrou que ambas as
técnicas utilizadas identificaram variabilidade inter e intraespecifica entre as cepas e 0s
isolados de Leishmania estudados. Os dados dos sequenciamentos estdo de acordo com o que
foi observado no MLMT, mostrando variabilidade entre as cepas e os isolados de Leishmania
estudados, o que se reflete no posicionamento das amostras e nas distancias entre 0s ramos.
Ambas as arvores, com suas diferentes topologias revelaram existir um complexo
compartilhamento de perfis genotipicos entre as cepas de L. major e os isolados de L. major-
like. Mesmo neste contexto as arvores apontaram um agrupamento somente com isolados de
L. major-like. Os isolados BH49, BH70, BH121 e BH135 foram agrupados no MLMT e
BH70, BH122, BH129 e BH135 no sequenciamento. Desse modo, quatro dos seis isolados de
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L. major-like foram separados das cepas de L. major e desses, dois isolados BH70 e BH135
foram distribuidos de forma semelhante nas duas arvores. Além disso, quatro dos isolados
citados nos agrupamentos distintos formados com L. major-like (BH49, BH70, BH122 e
BH129) compartilharam gendtipos somente com cepas de L. major do Iraque, destacando
mais uma vez a provavel origem, introducédo e adaptacdo desses parasitos no Brasil.

Além do sequenciamento de fragmentos de DNA amplificados de loci simples para a
discriminacgdo de espécies, as informacfes gendémicas por meio do sequenciamento completo
podem revelar importantes diferencas intraespecificas em Leishmania. ALMEIDA, 2019
analisou trés dos isolados de L. major-like, aqui também estudados, (BH49, BH121 e BH129)
por abordagens de genémica comparativa baseando-se em andlises de filogenia nuclear, de
componentes principais, SNPs e busca por regibes especificas, concluindo que esses isolados
se tratam de L. major, que foram importadas do Velho Mundo em pelo menos dois eventos
diferentes. Segundo essa autora o0 sequenciamento genémico desses isolados apresentou um
complexo padrdo de aneuploidia em mosaico e diferengas no nimero de cdpias génicas
relacionadas a fatores de viruléncia nos isolados BH49 e BH121. Foi observado que todos 0s
isolados estudados eram aneuploides, ou seja, apresentaram a0 menos um Cromossomo
expandido ou reduzido, variando de acordo com o isolado estudado. Além disso, foram
encontrados poucos SNPs heterozigo6ticos (polimorfismos de nucleotideos Unicos) por
Cromossomo.

De fato, o presente estudo identificou baixo nimero de heterozigotos nas amostras de
Leishmania estudadas com os loci de microssatélites utilizados, mas com maior
heterogeneidade genética e presenca de gendtipos Unicos nos isolados de L. major-like do
Brasil. Ao mesmo tempo, esses isolados também compartilharam gen6tipos com as cepas de
L. major do Sud&o e do Iraque, assinalando sua ancestralidade no Velho Mundo. Contudo, as
arvores filogenéticas geradas por MLMT e pelas sequéncias dos fragmentos de DNA
amplificados com os alvos moleculares apontaram para a formagéo de um grupo distinto de L.
major-like do Brasil.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, posso corroborar que L. major-like do
Brasil possui um padrédo alélico diferente das cepas de L. major aqui estudadas. L. major é
uma espécie geograficamente muito distante e com diferentes vetores. Na verdade, ainda
existe uma série de interacbes complexas e ndo totalmente compreendidas envolvendo L.
major e L. major-like. A eventualidade da co-adaptacdo permanece uma questdao em aberto.

Distinguir as espécies de Leishmania ¢ um dos elementos chaves nos estudos
epidemioldgicos, no tratamento da doenga e na ado¢do de medidas de controle adequadas em
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areas endémicas de leismanioses.
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7. CONCLUSOES

Este é o primeiro estudo investigando a heterogeneidade genotipica de isolados de L.
major-like do Brasil em comparacdo com cepas de L. major por MLMT e sequenciamento de
fragmentos de DNA amplificados com os alvos moleculares 1TS1, hsp70 e nagt. No presente
trabalho foi possivel observar que:

e As cepas de L. major e os isolados de L. major-like estudados apresentaram

variabilidade genética inter e intraespecifica com as técnicas utilizadas.

e Trés marcadores de microssatélites 39GTG, 71AT e 1GACA apresentaram diferencas
estatisticamente significantes para a presenca de alelos Unicos nos isolados de L.
major-like BH49, BH70, BH121, BH129 e BH135.

e No MLMT as cepas de L. major do Sudao e do Iraque compartilharam genotipos com
os isolados de L. major-like do Brasil, assinalando a sua ancestralidade no Velho
Mundo.

e No MLMT foram encontrados genotipos compartilhados somente entre alguns

isolados de L. major-like e cepas de L. major do Iraque.

e O alvo molecular hsp70 mostrou maior variabilidade genética nas sequéncias de DNA
amplificado das cepas e isolados de L. major-like.

e As arvores filogenéticas geradas por MLMT e pelas sequéncias dos fragmentos de
DNA amplificados com os alvos moleculares apontaram para a formagédo de um grupo

distinto de L. major-like do Brasil.
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ANEXO A

FIGURA 23 - Eletroforese em PAGE 5% dos produtos amplificados com o iniciador 36GTG das amostras
estudadas. M: Marcador molecular 50pb (Promega, USA); 1- L. major (MHOM/SU/1973/5ASKH)
(SUDAO); 2-5 isolados de L. major (IRAQUE); 6-11 isolados de L.major-like (BRASIL); CN- Controle
negativo da reacéo.

FIGURA 24 - Eletroforese em PAGE 5% dos produtos amplificados com o iniciador 28AT das amostras
estudadas. M: Marcador molecular 50pb (Promega, USA); 1- L. major (MHOM/SU/1973/5ASKH)
(SUDAO); 2-5 isolados de L. major (IRAQUE); 6-11 isolados de L.major-like (BRASIL); CN- Controle
negativo da reacéo.

FIGURA 25 - Eletroforese em PAGE 5% dos produtos amplificados com o iniciador 71AT das amostras
estudadas. M: Marcador molecular 50pb (Promega, USA); 1- L. major (MHOM/SU/1973/5ASKH)
(SUDAO); 2-5 isolados de L. major (IRAQUE); 6-11 isolados de L.major-like (BRASIL); CN- Controle
negativo da reagéo.
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FIGURA 26 - Eletroforese em PAGE 5% dos produtos amplificados com o iniciador 1GC das amostras
estudadas. M: Marcador molecular 50pb (Promega, USA); 1- L. major (MHOM/SU/1973/5ASKH)
(SUDAO); 2-5 isolados de L. major (IRAQUE); 6-11 isolados de L.major-like (BRASIL); CN- Controle
negativo da reag&o.

FIGURA 27 - Eletroforese em PAGE 5% dos produtos amplificados com o iniciador 1GACA das amostras
estudadas. M: Marcador molecular 50pb (Promega, USA); 1- L. major (MHOM/SU/1973/5ASKH)
(SUDAO); 2-5 isolados de L. major (IRAQUE); 6-11 isolados de L.major-like (BRASIL); CN- Controle
negativo da reacéo.
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FIGURA 28 - Eletroforese em PAGE 5% dos produtos amplificados com o iniciador 1CA das amostras
estudadas. M: Marcador molecular 50pb (Promega, USA); 1- L. major (MHOM/SU/1973/5ASKH)
(SUDAO); 2-5 isolados de L. major (IRAQUE); 6-11 isolados de L.major-like (BRASIL); CN- Controle
negativo da reacéo.
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FIGURA 29 - Eletroforese em PAGE 5% dos produtos amplificados com o iniciador 4GTG das amostras
estudadas. M: Marcador molecular 50pb (Promega, USA); 1- L. major (MHOM/SU/1973/5ASKH)
(SUDAO); 2-5 isolados de L. major (IRAQUE); 6-11 isolados de L.major-like (BRASIL); CN- Controle
negativo da reag&o.

FIGURA 30 - Eletroforese em PAGE 5% dos produtos amplificados com o iniciador 27GTG das amostras
estudadas. M: Marcador molecular 50pb (Promega, USA); 1- L. major (MHOM/SU/1973/5ASKH)
(SUDAO); 2-5 isolados de L. major (IRAQUE); 6-11 isolados de L.major-like (BRASIL); CN- Controle
negativo da reacéo.

FIGURA 31 - Eletroforese em PAGE 5% dos produtos amplificados com o iniciador 39GTG das amostras
estudadas. M: Marcador molecular 50pb (Promega, USA); 1- L. major (MHOM/SU/1973/5ASKH)
(SUDAO); 2-5 isolados de L. major (IRAQUE); 6-11 isolados de L.major-like (BRASIL); CN- Controle
negativo da reacéo.
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FIGURA 32 - Eletroforese em PAGE 5% dos produtos amplificados com o iniciador 45GTG das amostras
estudadas. M: Marcador molecular 50pb (Promega, USA); 1- L. major (MHOM/SU/1973/5ASKH)
(SUDAO); 2-5 isolados de L. major (IRAQUE); 6-11 isolados de L.major-like (BRASIL); CN- Controle
negativo da reacéo.




