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RESUMO

A leishmaniose ¢ um complexo de doencas causadas por protozodrios do género Leishmania,
endémica no Brasil e em paises do Velho e Novo Mundos. As manifestacdes clinicas da
doenca dependem da infectividade da espécie envolvida e da resposta imune dos hospedeiros.
Leishmania (Leishmania) infantum esté associada a forma visceral da doenga em humanos e
cdes, mas alguns estudos evidenciam o potencial de visceralizacdo de Leishmania (L.)
amazonensis. Casos de coinfeccdo com presenga de mais de uma espécie de Leishmania
infectando o mesmo hospedeiro sdo menos relatados na literatura podendo estar
subestimados. Sabe-se que esses tripanosomatideos possuem grande potencial de
adaptabilidade frente as mais adversas condigdes ambientais e seu ciclo bioldgico pode sofrer
alteracdes em virtude do meio em que estdo inseridos e, principalmente, pelas modificagdes
de carater antroponotico no ecossistema. A sobrevivéncia e perpetuacdo de Leishmania
dependem de modificacdes a nivel genético que podem alterar sua expressdo génica. Dessa
forma, existe grande relevancia em empregar amostras de campo isoladas de hospedeiros,
como caes ¢ humanos, provenientes de areas endémicas para leishmaniose visceral (LV),
onde de fato, os parasitos sofrem pressdes ambientais podendo alterar sua composi¢ao
gendmica e eventualmente a expressao génica em funcdo da oferta de reservatorios, vetores e
hospedeiros. Esse trabalho objetiva realizar uma andlise comparativa de isolados,
preponderantemente de cdes naturalmente infectados, oriundos de diversas regides
geograficas do Brasil — Bahia, Governador Valadares, Januéria, Rio Grande do Norte e Santa
Catarina. Através de ferramentas de bioinformatica e biomarcadores moleculares, 85 isolados
foram analisados quanto a variacdo do nimero de cépias cromossomicas, variagdo de SNVs
(Single Nucleotide Variants), filogenia, estrutura populacional e enriquecimento génico. Além
disso, 24 amostras de campo de caes do municipio de Sdo Joaquim de Bicas e de um Hospital
Veterinario em Belo Horizonte foram caracterizadas através de biomarcadores subgénero-
especificos, Viannia e Leishmania, a fim de identificar as espécies circulantes na regido. Os
estudos in silico demonstraram que existem variagdes intra e interpopulacionais entre as areas
geograficas e diferentes espacos de tempo para essas amostras ndo clonais, o que evidencia a
dindmica da variagdo populacional que ocorre na espécie com formacao de subpopulagdes
distintas ao longo de varios anos. As analises também apontam para a ocorréncia de mais de
uma populacdo ancestral entre os isolados sugerindo a coexisténcia e interacdo entre parasitos
de origens distintas em um mesmo ambiente elevando a diversidade genotipica e fenotipica
desses parasitos. As andlises de CCNV (Chromossome Copy Number Variation) revelaram
aneuploidias evidentes nos cromossomos 8, 23 e 31, nos quais estdo contidos genes
enriquecidos relacionados as atividades metabolicas, sobrevivéncia e viruléncia dos parasitos.
A segunda parte do trabalho demonstrou a ocorréncia de padrdes atipicos de infec¢do em
cinco cdes da regido metropolitana de Belo Horizonte que tiveram amostras caracterizadas
sendo que quatro deles foram positivos para ambos subgéneros, Viannia e Leishmania,
evidenciando um padrdo de coinfecc¢do, e um deles positivo apenas para o subgénero Viannia,
sugerindo um perfil de visceralizagdo de uma espécie até entdo relacionada com a forma
tegumentar da doenca, uma vez que a amostra utilizada foi obtida através de aspirado de
medula 6ssea. Quatro dessas caracterizacdes foram confirmados através de sequenciamento
de produtos de PCR. As andlises populacionais e de enriquecimento génico mostram-se
bastante promissoras no desenvolvimento de potenciais alvos terapéuticos e de marcadores de
subpopulagdes o que ird permitir uma maior compreensao dos isolados circulantes nas regides
endémicas para a leishmaniose. Ainda, o estudo da LV a campo aliada as ferramentas
moleculares e de bioinformatica sdo de grande relevancia para o melhor entendimento da
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dindmica populacional e adaptativa de isolados de Leishmania, o que pode influenciar
diretamente no controle atualmente preconizado para a LV.

PALAVRAS-CHAVE: Leishmaniose Visceral. Caes; Leishmania spp.. Variabilidade
gendmica. Adaptabilidade. Coinfecgao.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a complex of diseases caused by protozoan parasites of the Leishmania
genus, endemic in Brazil and in countries of the Old and New worlds. The clinical
manifestations of the disease depend on the infectivity of the species involved and the host
immune response. Leishmania (Leishmania) infantum is associated with the visceral form of
the disease in humans and dogs, but some studies evidence the potential of visceralization of
Leishmania (L.) amazonensis. Coinfection cases with the presence of more than one
Leishmania species infecting the same host are less reported in the literature and may be
underestimated. It is known that these trypanosomatids have great potential of adaptability in
the face of the most adverse environmental conditions. The biological cycle of these parasites
can undergo changes due to the environment in which they are exposed and, mainly, by
anthroponotic changes in the ecosystem. The survival and perpetuation of Leishmania are
related to modifications at the genetic level, which can modify its gene expression. Hence,
there is great relevance in employing field samples from hosts, such as dogs and humans,
from endemic areas for visceral leishmaniasis (VL), where parasites certainly undergo
environmental pressures and can alter their genomic content and eventually their gene
expression due to reservoirs, vectors and hosts availability. This work aims at performing a
comparative analysis of Leishmania infantum isolates, predominantly from naturally infected
dogs from different geographic regions of Brazil — Bahia, Governador Valadares, Januaria,
Rio Grande do Norte and Santa Catarina. Through bioinformatics tools and molecular
biomarkers, 85 isolates were analyzed for variation of chromosome number, variation of
SNVs (Single Nucleotide Variants), phylogeny, population structure and gene enrichment. In
addition, 24 field samples from dogs from the municipality of Sdo Joaquim de Bicas, MG and
from a Veterinary hospital in Belo Horizonte were characterized by employing subgenus-
specific biomarkers, Viannia and Leishmania, in order to identify the circulating species in
the region. The in silico analyses have demonstrated that there are intra and interpopulational
variations between geographic areas and different time lapse for these non-clonal samples,
which displays the dynamics of population variability that occurs defining distinct
subpopulations over several years. The analyzes also point to the occurrence of more than one
ancestral population among the isolates, suggesting the coexistence and interaction between
parasites of different origins in the same environment increasing the genotypic and
phenotypic diversity of these parasites. The CCNV (Chromossome Copy Number Variation)
analyzes revealed aneuploidies more evident on chromosomes 8, 23 and 31, which contain
enriched genes related to the metabolic activities, survival and virulence of the parasites. The
second part of the work demonstrated the occurrence of atypical patterns of infection in five
dogs from the metropolitan region of Belo Horizonte that had characterized samples, and four
of them were found positive for both subgenus, Viannia and Leishmania, presenting a pattern
of coinfection, and one of them was positive only for Viannia subgenus, suggesting a
visceralization profile of species so far related to the tegumentary form of the disease, since
the sample used was obtained through bone marrow aspiration. PCR products sequencing
confirmed four of these results. Population and gene enrichment analyzes are very promising
in the development of potential therapeutic targets and subpopulation markers, which will
allow a greater understanding of circulating isolates in endemic regions for leishmaniasis.
Moreover, the study of VL in field conditions associated to molecular tools and
bioinformatics are of great relevance for better understanding population and adaptive
dynamics of Leishmania, which may directly influence the VL control employed so far.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose compreende um complexo de doencas causadas por parasitos
digenéticos do género Leishmania (Familia Trypanosomatidae) com distribui¢do mundial e
um espectro de manifestagdes clinicas que variam de lesdes cutaneas leves a acometimento
visceral e 6bito de acordo com a espécie envolvida e stafus imune e nutricional do hospedeiro
vertebrado (DEN BOER et al., 2011; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

De maneira geral, a doengca manifesta-se por duas principais formas clinicas:
tegumentar e visceral e pode ser causada por cerca de 20 diferentes espécies de protozoarios
do género Leishmania (GUTIERREZ et al., 2015). No Brasil a espécie L. infantum (Mauricio
et al., 1999, Mauricio et al., 2000) ¢ aquela mais associada aos quadros de leishmaniose
visceral (LV) e as espécies como L. amazonensis e L. braziliensis, estdo relacionadas a forma
clinica tegumentar da doenga, embora alguns estudos indiquem o potencial de visceralizacao
de L. braziliensis (Hernandez et al., 1993; Kaye & Beattie, 2016) e alguns grupos de pesquisa
tenham isolado tanto L. braziliensis (CARVALHO et al., 2015; DANTAS-TORRES et al.,
2010; MARQUEZ et al., 2017) como L. amazonensis (DIAS et al., 2011; TOLEZANO et al.,
2007; VALDIVIA et al., 2017) de caes naturalmente infectados com quadros de manifestacao
clinica de LV.

Dados recentes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimam a incidéncia anual
da leishmaniose em 1,3 milhdo de casos. Destes, 0,3 milhdo corresponde a LV e um milhdo a
leishmaniose tegumentar humana. Ainda, foi reportado que as leishmanioses estdo
distribuidas mundialmente entre 200 paises sendo que cinco deles — Afeganistdo, Brasil, Ira,
Iraque e Siria - concentram 75% dos casos de LT (leishmaniose tegumentar) e sete deles —
Brasil, Etiopia, india, Quénia, Somalia, Suddo e Sudio do Sul — abrangem 90% dos casos
reportados de LV (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). Em termos globais,
estimam-se 20.000-40.000 6bitos de humanos relacionados a leishmaniose ao ano (ALVAR et
al., 2012).

No Brasil, estimou-se no triénio 2016-2018 uma incidéncia de 15,8 casos/100.000
habitantes representada por 15.632 novos casos de leishmaniose cutdnea (LC) e 800 novos
casos de leishmaniose muco-cutanea (LMC) que representam 84% do total de casos
notificados nas Américas (PAHO/WHO, 2019). A forma visceral da doenga ¢ a mais grave e,
se ndo tratada, estima-se que 90% dos casos possam evoluir para o 6bito (PAHO/WHO,

2019). O Brasil representa um dos quatro paises com o maior nimero de casos de
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leishmaniose visceral humana (LVH), representando 14% dos casos globais e 97% das
Américas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). A incidéncia anual no ano de 2018
foi de 5,05 casos/100.000 habitantes com 276 mortes contabilizadas (PAHO/WHO, 2019).

Nos caes a prevaléncia da leishmaniose visceral canina (LVC) ¢ bastante varidvel entre
regides geograficas e periodos distintos de levantamento com auséncia de dados oficiais
completos. Através de estudos epidemioldgicos pela deteccdo de anticorpos especificos anti-
Leishmania ¢ possivel realizar uma estimativa da ocorréncia de LVC no Brasil. Em um
estudo conduzido por Camargo-Neves ef al. (2001) em Aracatuba, Sdo Paulo, foi encontrada
uma prevaléncia geral de 12,1% referente ao ano de 1999; em Pancas, Espirito Santo, foi
observada uma prevaléncia de 57,0% dentre 43 caes testados entre 2003-2004 (FALQUETO
et al., 2009). No periodo entre setembro de 2015 e novembro de 2016, foram testados 516
caes de Goiana, Pernambuco e 307 caes de Sdo Joaquim de Bicas, Minas Gerais, € em 14,7%
e 19,5%, respectivamente, foram detectados anticorpos anti-Leishmania (DANTAS-TORRES
et al.,2020).

Dados adicionais do estado de Minas Gerais demonstraram uma prevaléncia de 10,2%
dentre 957 caes estudados (BORGES et al., 2014); além disso, um levantamento realizado por
Bruhn ef al. (2018) demonstrou uma propor¢ao de soroprevaléncia canina (razao entre os caes
soropositivos no ELISA e IFATT e o nimero de cdes incluidos no estudo) em Belo
Horizonte, Minas Gerais, no periodo entre 2006 a 2012 de 7,31%. Em Governador Valadares,
no periodo de 2008 a 2011 foi conduzido um estudo por Barata ef al. (2013) em 35 distritos
da cidade com um total de 16.529 caes e foi encontrada uma soroprevaléncia de 30,2%.

O diagnostico clinico para a LV em humanos ¢ complexo, uma vez que a
sintomatologia se confunde com a de outras doengas, sobretudo na ocorréncia de coinfec¢do e
imunossupressdo. Para os cdes, o Ministério da Saude preconiza a realizacdo do teste
imunocromatografico para triagem- DPP (Dual Path Platform) — e o ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) como teste confirmatorio (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Ainda
ndo existe um farmaco de uso veterindrio eficaz capaz de conduzir a cura parasitologica dos
cdes, mas promove a redu¢do da carga parasitaria e o abrandamento ou supressao dos sinais
clinicos (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

O controle indicado para a contencdo da leishmaniose consiste em uma triade, que
preconiza o tratamento dos humanos infectados, combate dos flebotomineos com inseticidas
de efeito residual aspergidos no domicilio e peridomicilio e a eutanasia dos caes soropositivos

(TESH, 1995). Porém, levando em consideragdo os dados de incidéncia de casos de LVC e
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LVH, mortalidade e prevaléncia disponibilizadas pelas institui¢des de saude (MINISTERIO
DA SAUDE, 2014; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017) fica claro que existe uma
falha nos métodos de controle vigentes.

Muito além disso ¢ importante considerar o comportamento biolodgico de Leishmania
spp. ¢ sua elevada capacidade de adaptacdo frente a condi¢des adversas determinadas pela
terapéutica incorreta da doenca, processo de urbaniza¢do e mudangas ambientais (LAFFITTE
et al., 2016; RAMEZANKHANI et al., 2018). Essa plasticidade gendmica dos parasitos
contribui para a ocorréncia de populacdes variadas do parasito, adaptadas a diferentes
condi¢des ambientais e, por vezes, mais virulentas e resistentes. Além disso, o conhecimento
da ocorréncia de coinfeccdo com mais de uma espécie e diferentes populagdes de Leishmania
spp. no mesmo hospedeiro, assim como o potencial de visceralizacdo de espécies
dermatotropicas do parasito ainda possui varias lacunas.

Dessa forma, caracterizagdo e genotipagem de isolados de Leishmania, assim como
estudos de gendmica de populagdo e de perfis de expressdo sdo abordagens promissoras para
uma maior compreensao do ciclo evolutivo e adaptativo desses parasitos e podem contribuir

para o direcionamento de diagnoéstico, tratamento e métodos de controle mais precisos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Leishmania spp. e as leishmanioses

A leishmaniose ¢ um complexo de doengas transmitidas por vetores, causada por
protozodrios do género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae). Os flebotomineos
(Diptera: Psychodidae), hospedeiros invertebrados, pertencem ao género Phlebotomous nos
paises do Velho Mundo (Europa, Africa e Asia) e Lutzomyia spp. em territorios do Novo
mundo (Américas) e podem transmitir os agentes etiologicos das leishmanioses (DANTAS-
TORRES et al., 2012; DEN BOER et al., 2011).

Durante o ciclo bioldgico desses parasitos, fémeas dos insetos vetores realizam o
repasto sanguineo em hospedeiros vertebrados infectados com Leishmania spp., dentre eles
humanos e caes, estes considerados os principais reservatdrios urbanos da LV no Brasil e em
outros paises endémicos (QUINNELL; COURTENAY, 2009; SERAFIM; INIGUEZ;
OLIVEIRA, 2020).

Nos hospedeiros vertebrados sdo encontradas formas amastigotas do parasito que
infectam os flebotomineos no momento do repasto sanguineo da fémea. Nestes, o protozoario
realiza parte de seu ciclo bioldgico que culmina com a evolucdo do parasito para a forma
promastigota metaciclica, infectante ao hospedeiro mamifero. As promastigotas metaciclicas
sdo regurgitadas no momento em que o flebotomineo realiza a hematofagia em seu
hospedeiro e estas alcancam células do sistema fagocitario mononuclear (SMF), dentre elas
neutrofilos e macréfagos, onde se diferenciam em amastigotas dentro do vacuolo parasitéforo
(KILLICK-KENDRICK, 1999; LAINSON; RYAN; SHAW, 1987). As amastigotas possuem
curso de replicagdo rapida e apds sucessivas divisoes bindrias as células infectadas se rompem
e liberam as amastigotas na corrente sanguinea (BARRAL-NETTO et al., 1986; BURZA;
CROFT; BOELAERT, 2018). De forma dinamica, estas irdo infectar novas células do SMF,
dentre as quais macrofagos residentes da pele, o que favorece a infecg¢@o de flebotomineos em
um proximo repasto sanguineo, podendo atingir também Orgdos hematopoiéticos, como

medula 6ssea, baco e figado (REITHINGER et al., 2007; WHO, 2015) (Figura 1).
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Figura 1 - Ciclo da Leishmania infantum nos hospedeiros mamiferos e inseto vetor. Disponivel
em SERAFIM; INIGUEZ; OLIVEIRA, (2020).

Sabe-se que atualmente, aproximadamente 50 espécies do parasito ja foram descritas
sendo que 31 delas parasitam mamiferos e destas, 20 sdo patogé€nicas para o homem
(AKHOUNDI et al., 2016; CHAUHAN et al., 2015; DESJEUX, 2004). Diferentes espécies
de Leishmania podem estar relacionadas com uma ou mais manifestagdes clinicas, o que ird
determinar a forma na qual as leishmanioses se apresentam.

Quando o hospedeiro vertebrado apresenta apenas lesdes ulcerativas no local da picada
do flebotomineo, a doenga ¢ caracterizada como leishmaniose cutinea localizada (LCL);
nédulos multiplos ndo ulcerados caracterizam a leishmaniose cutaneo-difusa (LCD); lesdes de
padrdo inflamatorio nas mucosas designam a leishmaniose muco-cutanea (LMC). Todas elas
constituem manifestacdes tegumentares da doenca (LT) (PACE, 2014; REITHINGER et al.,
2007). A forma dermal poés-calazar (PKDL) possui manifestacio cutdnea, mas estd
comumente associada a recidivas de pacientes com LV, causada por L. donovani que tiveram
cura clinica aparente. Os agentes etiologicos associados a cada forma clinica estdo

relacionados na Figura 2.
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Genus Leishmania

Leishmania Viannia Sauroleishmania
(New World) (Old World)

I |
Old World New World
Cutaneous Cutaneous L. tarentolae

Visceral L. gymnodactyli

L. major L. mexicana

L. tropica L. amazonensis

L. aethiopica L. braziliensis

L. peruviana

L. donovani )
L. panamensis

L. infantum

L. guyanensis

Figura 2 - Classificacdo das espécies de Leishmania sp. quanto aos trés subgéneros a que
pertencem e as principais espécies relacionadas ao complexo das leishmanioses. Disponivel em
BATES (2007).

Antes do desenvolvimento de ferramentas de biologia molecular aplicadas a
genotipagem do parasito, as espécies de Leishmania consideradas viscerotropicas eram L.
donovani, L. infantum, (sin. L. chagasi) e L. archibaldi (BATES, 2007; QUINNELL;
COURTENAY, 2009). Estudos adicionais realizados através de andlises bioquimicas e
filogenéticas (FRAGA et al., 2010, 2013; SCHONIAN; MAURICIO; CUPOLILLO, 2010)
demonstraram que essas espécies apresentavam variabilidade genética limitada. Dessa forma
L. infantum, (sin. L. chagasi) e L. archibaldi foram incluidas no complexo Leishmania
donovani como subespécies (FERNANDEZ-AREVALO et al., 2020; MAURICIO, 2018).
Populagdes de L. infantum e L. chagasi oriundas da Europa e América do Sul,
respectivamente sdo indistinguiveis através de biomarcadores moleculares (KUHLS et al.,
2007), dessa forma mantem-se o consenso de que L. infantum e L. chagasi referem-se a
mesma espécie sendo consideradas sinonimias (DANTAS-TORRES, 2006; MAURICIO;
STOTHARD; MILES, 2000). Atualmente, L. donovani ¢ considerado o agente etioldgico
causador da leishmaniose visceral antropondtica na Asia, Oriente Médio e Africa e L.
donovani infantum a espécie relacionada a LV de carater zoondtico nas Américas, Europa e

também em alguns territdrios asidticos e do Oriente Médio.
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De maneira geral, as infec¢des por L. donovani e L. infantum determinam episddios
irregulares de febre e esplenomegalia. Alteragdes como pancitopenia, hepatomegalia,
hipergamaglobulinemia com deposi¢dao de imunocomplexos em tecidos e caquexia também
podem ocorrer (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). Vale ressaltar que essa variagdo de
manifestagdes clinicas se deve, em parte, a existéncia de diferentes cepas de L. infantum, que
podem apresentar diversos niveis de viruléncia determinando a gravidade da doenca. Fatores
associados ao hospedeiro como raca, status imunologico e nutricional também implicam
diretamente no curso de evolucdo da doenga, determinando quadros sintomaticos ou

assintomaticos (OTRANTO; DANTAS-TORRES, 2013).

2.2. Variacoes no ciclo biologico de Leishmania

Virios relatos tém evidenciado casos de infecgdes e lesdes atipicas causadas por
Leishmania spp., além de alteracdes nos padrdes de desenvolvimento da doenga e mudangas
na relacdo entre os componentes da triade vetor-parasito-hospedeiro (BANETH et al., 2017;
DANTAS-TORRES et al., 2010; GOSCH et al, 2018; GULDEMIR; USLUCA;
NALBANTOGLU, 2020; MADEIRA et al., 2006; PIRES et al., 2014; POMBI et al., 2020;
VALDIVIA et al., 2017; VEASEY et al., 2020).

OLIVEIRA NETO et al. (1986b) descreveram pela primeira vez a ocorréncia de
infec¢do mista por diferentes espécies de Leishmania em uma crianga de cinco anos no Rio de
Janeiro, Brasil. Neste estudo, L. braziliensis foi isolada de uma ulcera na testa da crianga ¢ L.
infantum foi isolada de aspirado de medula 6ssea. O mesmo grupo também identificou L.
infantum em lesdo cutanea em um paciente humano e em um cdo, ambos sem manifestagdes
clinicas sistémicas (OLIVEIRA NETO et al., 1986a). Caso semelhante foi observado por
LYRA et al. (2015) em uma mulher de 89 anos, moradora de uma zona urbana do Rio de

Janeiro.

CARVALHO et al. (1986) estudaram a progressdao da leishmaniose visceral em
pacientes baianos no Brasil e relataram o primeiro caso humano de LV causada por L.
amazonensis. Neste estudo, a espécie do parasito foi identificada através de analise de perfil
de eletroforese de isoenzimas e por um painel de anticorpos monoclonais espécie e

subespécie-especificos.
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Em uma érea rural do Tocantins, no Brasil, L. (Viannia) guyanensis e L. (Leishmania)
amazonensis foram isoladas de lesdes cutaneas disseminadas de um homem de 68 anos
(GOSCH et al., 2018). Com o tratamento das infec¢des causadas por Leishmania spp., em
geral, espera-se a remissdo dos sinais clinicos. Contudo, particularmente nesse quadro de
coinfec¢do o paciente foi submetido a diversos esquemas terapéuticos em decorréncia de
recidivas das lesdes. Além disso, as analises histopatoldgicas e imunocitoquimica revelaram

um perfil misto de resposta inflamatoria.

Os autores sugeriram que a infeccdo por ambos os parasitos pode ter induzido falha
terapéutica, uma vez que infec¢des causadas por L. (V.) guyanensis induzem resposta celular e
humoral menos intensa, explicando o maior nimero de parasitos nas lesdes, enquanto que L.
(L.) amazonensis apresenta alta capacidade de bloquear a resposta imune celular especifica

(GOSCH et al., 2018).

Na medicina veterinaria existem diversos estudos que evidenciam padrdes de infecgdes
atipicas por Leishmania (BANETH et al., 2017; CARVALHO et al., 2015; DIAS et al., 2011,
MADEIRA et al., 2006; SANTOS et al., 2020; TOLEZANO et al., 2007; VALDIVIA et al.,
2017). Infec¢des mistas foram relatadas por FERREIRA ef al. (2015) em roedores de areas
urbanas no estado de Minas Gerais, Brasil. Aproximadamente 10% dos animais, considerados
reservatorios de parasitos relacionados a LT, foram positivos para L. braziliensis, isolada da
pele, e L. infantum, isolada do sangue periférico, figado, baco e medula dssea através de

nested PCR e sequenciamento de DNA, concomitantemente.

MADEIRA et al. (2006) reportaram o primeiro caso de infeccdo mista natural e
autoctone em um cao na cidade do Rio de Janeiro, Brasil. O animal apresentava uma ulcera
cutanea na superficie interna da orelha e sem sinais clinicos sistémicos. Amostras biologicas
foram coletadas e caracterizadas molecularmente como L. (V.) braziliensis isolada da lesdo
cutanea e L. (L.) infantum de células mononucleares e aspirado de linfonodo popliteo. Alguns
anos depois, o mesmo grupo de pesquisa utilizou a técnica RFLP-PCR para identificar dois
cdes com o mesmo padrdo de infec¢do mista, reforcando a ideia de que caes também podem
atuar como reservatorios para espécies de Leishmania associadas a forma cutdnea da doenca

(PIRES et al., 2014).

O trabalho de Santos ef al. (2020) também aponta para a possivel participa¢cdo do cdo no
ciclo de transmissdo da LT em vilarejos da Amazdnia brasileira, uma vez que foi detectado
DNA de L. braziliensis (3/40) e L. guyanensis (5/40) em amostras de sangue periférico, tendo

os achados sido confirmados por sequenciamento.
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Estudos como esses destacam a importancia de considerar outras espécies além de L.
infantum durante o diagndstico da LVC. Nesse sentido, SANCHES et al. (2016)
demonstraram a importancia de identificar corretamente as espécies de Leishmania em caes.
Nesse estudo, em andlises sorologicas e moleculares, 74,8% dos cdes incluidos testaram
positivo para L. amazonensis e 16,5% para L. infantum; os 8,7% restantes foram positivos

para ambos os parasitos.

Em diferentes estados brasileiros como Bahia, Pernambuco ¢ Parana, foram realizados
estudos com cdes e gatos infectados por L. braziliensis em diferentes tecidos bioldgicos e
através de técnicas moleculares, soroldgicas e parasitologicas distintas (CARVALHO et al.,
2015; COSTA-VAL et al., 2020; DANTAS-TORRES et al., 2010; FIGUEREDO et al., 2012;
MARQUEZ et al., 2017). Outros trabalhos detectaram L. amazonensis em caes com
manifestagoes clinicas viscerais (DIAS et al., 2011; TOLEZANO et al., 2007; VALDIVIA et
al.,2017).

DIAS et al. (2011) isolaram L. amazonensis de cinco cdes de uma area endémica do
estado de Minas Gerais e identificaram Lutzomyia (Nyssomyia) flaviscutellata como o vetor
deste parasito na area geografica estudada. A capacidade do parasito em colonizar o intestino
de flebotomineos que ndo sdo considerados seus vetores naturais eleva a possibilidade desses
parasitos infectarem outros hospedeiros em diferentes habitats. Alguns autores correlacionam
ainda, a competéncia do vetor e os LPGs de superficie de promastigotas de Leishmania spp.
como fatores determinantes para o desenvolvimento completo desses parasitos em diferentes
flebotomineos e na possivel transmissdo de diferentes espécies desses protozoarios durante o

repasto sanguineo (VOLF; PECKOVA, 2010).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa, em colaboracio com o grupo do Prof.
Alexandre Reis da Universidade de Ouro Preto, iniciou um estudo em Governador Valadares,
regido endémica de LV em Minas Gerais, com o objetivo de caracterizar os genomas de
isolados de Leishmania obtidos de cdes com manifestacdes clinicas sugestivas de LV. Por
meio de genotipagem molecular de parasitos isolados através de aspirados de medula dssea e
linfonodos de cdes com sinais clinicos viscerais foi possivel identificar dois isolados
caracterizados como L. amazonensis, confirmado através de sequenciamento, enquanto outros
34 isolados foram caracterizados como sendo L. infantum (VALDIVIA et al., 2017). Os testes
sorologicos realizados em todas as amostras utilizando o kit EIE-LVC revelaram reatividade
cruzada com soros de caes infectados com L. amazonensis. Este estudo enfatiza a necessidade

de uma investigacdo proativa das diferentes espécies de Leishmania que causam a forma
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visceral da doenca neste e em outros focos endémicos. Além disso, os esfor¢os de controle
nesta e outras regides endémicas brasileiras devem considerar a presenca de L. amazonensis e
avaliar a ocorréncia de padrdes de infecgdes atipicas e coinfecgdo em pacientes com

leishmaniose.

Todos esses estudos demonstram que os padrdes de infecgdo e a relagdo existente entre
a triade parasito-vetor-hospedeiro sdo mais complexos do que se tem conhecimento e

possivelmente, de ocorréncia mais frequente do que se tem noticiado.

Apesar de infecgdes experimentais serem extensivamente realizadas, as interagdes que
ocorrem em infec¢des naturais nem sempre vao de encontro aquilo que se observa em um
sistema controlado. Dessa forma, qualquer alteracdo que envolva aspectos bioldgicos desses
tripanosomatideos pode influenciar de forma direta na abordagem do paciente com
leishmaniose, de forma que o diagnostico, tratamento e profilaxia da doenga devem evoluir
juntamente com novas descobertas (QUINNELL; COURTENAY, 2009).

Hoje sabe-se que parasitos do género Leishmania possuem uma alta plasticidade
gendmica, o que os permite adaptar a diversas condigdes de pressdes ambientais (LAFFITTE
et al., 2016). Essa particularidade pode explicar, em parte, os casos atipicos de infeccdo que
ocorrem. Dessa forma, estudos de gendmica de populagdes podem contribuir para um melhor
entendimento das variagdes genotipicas temporais e espaciais de isolados do parasito obtidos

em diferentes areas endémicas.

2.3. Plasticidade genémica

2.3.1.Adaptabilidade frente a pressoes ambientais

Evolutivamente, os organismos de diferentes espécies tém se adaptado de acordo com
as pressdes ambientais dos habitats em que estdo inseridos (BATESON, 2017). A oferta de
alimento, nos mais variados niveis da cadeia alimentar, ¢ mudangas ambientais no que diz
respeito a estruturacdo de fauna e flora e variagdes climdaticas sdo fatores que tém
constantemente sofrido alteracdes, principalmente por agdo do homem (GAGE et al., 2008;
HENDRY; GOTANDA; SVENSSON, 2017; TUON; AMATO NETO; SABBAGA AMATO,
2008).

De maneira geral, tripanosomatideos possuem grande potencial de adaptacdo frente

mudangas ambientais (LUKES et al., 2014) e, mais recentemente, parasitos do género
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Leishmania estao sendo intensamente estudados pela sua plasticidade gendmica e capacidade
de adaptagdo na alternancia de seus hospedeiros (DUMETZ et al., 2017; SINHA et al., 2018).

Algumas evidéncias apontam que a evolucdo de Leishmania spp. acompanha a
migra¢do dos seus vetores (AKHOUNDI et al., 2016; PERROTEY et al., 2005). Além disso,
analises bayesianas e estudos de tempo de divergéncia permitem avaliar a proximidade ou
distanciamento entre populagdes ou até mesmo isolados do mesmo parasito ao longo do
tempo (NOYES, 1998; ZHARKIKH, 1994). Dessa forma ¢ possivel constatar a presenca de
um ancestral comum que fornecem indicios de uma longa perpetuacdo da populacao naquele
meio ou uma introducdo recente de novos individuos através de um relogio molecular
(IBRAHIM; BARKER, 2001; MOMEN; CUPOLILLO, 2000; VALDIVIA et al., 2017).

Contudo, mudangas climaticas que ocorrem em consequéncia do desmatamento e
urbanizacdo tém alterado a dindmica biologica dos parasitos (GRAMICCIA; GRADONI,
2005). Além de fatores imunoldgicos e genéticos, alguns estudos demonstram que a
interferéncia do homem no meio-ambiente pode afetar o comportamento dos parasitos
(AKHOUNDI et al., 2016).

A agdo antropogénica provocou mudangas expressivas em ambientes silvestres, onde
pequenos roedores, marsupiais e outros mamiferos figuravam como principais reservatorios
de Leishmania spp., sobretudo das espécies relacionadas a forma tegumentar da doenca
(TRUEB et al., 2018). Dessa forma, tanto a diminui¢io da oferta dos reservatorios naturais do
parasito como a entrada do homem nos ambientes silvestres para execucdo de atividades
como extracdo de madeira e agropecudria em geral, expuseram os humanos aos
flebotomineos, vetores de Leishmania spp. (REITHINGER et al., 2007; VALDERRAMA;
TAVARES; ANDRADE-FILHO, 2011). De maneira contraria, as destruigdes do habitat
natural dos insetos vetores propiciaram sua inser¢do nos meios urbanos. Os flebotomineos sao
altamente sinantropicos, o que propicia a sua permanéncia nas cidades e a expansao dos casos
de leishmaniose urbana (DINIZ et al., 2008).

A adaptabilidade dos parasitos a novos reservatorios, o aumento de viruléncia e
capacidade de visceralizacdo de espécies dermatotropicas de Leishmania sp. podem estar
relacionados a alta plasticidade gendmica do parasito, causando variacdes do niimero de
copias cromossOmicas e de expressdo gé€nica em resposta as modificagdes ambientais

(ROGERS et al., 2011).
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2.3.2. Variagdo do numero de copias cromossomicas e aneuploidia em mosaico

Os parasitos do género Leishmania apresentam grande plasticidade gendmica, o que
pode impactar em sua expressdo génica e conferir a eles capacidade de rapida adaptacdo a
condi¢des adversas como stress ambiental, pressdao de drogas, mudancas em seu habitat
natural ou na alternancia e adaptacdo em diferentes hospedeiros (DUMETZ et al., 2017;
LACHAUD et al., 2014; PRIETO BARJA et al., 2017; SHAW, 1997). Essas caracteristicas
sdo conferidas, preponderantemente, pela ocorréncia de SNVs (Single Nucleotide Variants),
variagdes no numero de copias cromossomicas e de copias génicas.

Nesse sentido, varios grupos de pesquisa tém se dedicado aos estudos de gendmica com
o intuito de melhor compreender os mecanismos de evolu¢do dos tripanosomatideos e sua
plasticidade genomica (BUSSOTTI et al., 2018; DUMETZ et al., 2017; LACHAUD et al.,
2014; ROGERS et al., 2011; STERKERS et al., 2012, 2014; VALDIVIA et al., 2017).

Em um estudo conduzido por Dumetz et al. (2017), demonstrou-se que L. donovani
possui a capacidade de alterar o padrdo do niimero de copias cromossOmicas em resposta a
manuten¢do do parasito in vitro ou in vivo, no hospedeiro invertebrado ou em hamsters. Essas
alteracdes do nimero de copias cromossdmicas foram acompanhadas por mudangas no nivel
de expressdo génica, através de um mecanismo conhecido como gene dosage, sendo
demonstrada uma correlagdo positiva entre ntimero de coOpias cromossdmicas € niveis
correspondentes de transcrigdo, apesar de mecanismos independentes de aneuploidia de
regulacdo génica terem sido observados para os cromossomos 5, 8 e 31. Promastigotas
reisoladas dos insetos vetores tiveram um aumento de ploidia significativo quando comparado
a amastigotas axénicas e isoladas de hamsters.

Ubeda et al. (2014) também demonstraram que subpopulacdes de Leishmania que
carreiam alteragdes no nuimero de copias cromossOmicas possuem uma capacidade de
resposta aumentada e mais rapida frente a mudangas ambientais. Alguns parasitos possuem
elementos extracromossomais de sequencias repetitivas, que caracterizam subpopulagdes com
plasticidade gendmica mais pronunciada (UBEDA et al., 2014).

Sabe-se que o tamanho do genoma e nimero de cromossomos possui variacao
interespecifica: enquanto L. donovani, L. infantum e L. major possuem 36 cromossomos
(WINCKER et al., 1996), L. braziliensis possui 35 cromossomos resultantes da fusdo entre os
cromossomos 20 e 34 (BRITTO et al, 1998) e L. mexicana, através de rearranjos

cromossomais entre os cromossomos 8 ¢ 29 ¢ 20 e 36 totaliza 34 cromossomos (BRITTO et
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al., 1998). Em todos os casos os experimentos foram realizados utilizando a tecnologia PFGE
(pulsed field gel electrophoresis). Esses rearranjos genOmicos que ocorrem durante a
evolucdo das espécies de Leishmania podem ter implicagdes para a adaptabilidade do parasito
em diversos hospedeiros, o que influencia diretamente no curso de infec¢do em cada espécie
(ROGERS et al., 2011).

Apesar da maior parte do contetido génico haploide estar conservado entre diferentes
espécies do género Leishmania, variagdes do nimero de copias cromossdmicas pode ocorrer
entre espécies, entre isolados da mesma espécie e entre células de uma mesma populagdo de
parasitos de uma mesma espécie. Esse padrao de heterogeneidade entre células de uma
mesma populagdo de parasitos constitui o que se chama de aneuploidia em mosaico
(LACHAUD et al., 2014; STERKERS et al., 2012). Acredita-se que este mecanismo permita
ao parasito se adaptar rapidamente a diferentes condi¢des ambientais a que ¢ submetido
durante seu ciclo de vida (DUMETZ et al., 2017; LAFFITTE et al., 2016).

A analise de SNVs avalia a variagdo de nucleotideo em uma posi¢do especifica do
genoma. A identificacdo de SNVs em todo o genoma pode ser feita através do alinhamento de
sequéncias de whole genome sequencing de diferentes isolados do parasito contra um genoma
de referéncia. Essas variagdes podem, por exemplo, levar a alteragdes nas sequéncias
proteicas correspondentes e/ou impactar os niveis de expressdo génica (BUSSOTTI et al.,
2018; DUMETZ et al., 2017). Esses polimorfismos podem afetar a diversidade de
manifestagdes clinicas, resisténcia a tratamento e adaptabilidade a pressdes ambientais que
ocorrem dentro da vasta diversidade populacional de isolados de Leishmania (PRIETO
BARIJA et al., 2017; RASTROJO et al., 2018).

Essas variacdes revelam-se frequentes quando se estuda parasitos de regides geograficas
diferentes, onde existem barreiras naturais, diversidade de ecossistema e influéncia
antropondtica, que exerce forte influéncia na disponibilidade tanto de reservatorios como
vetores dos parasitos (REIS-CUNHA et al., 2018; TRUEB et al., 2018; VALDIVIA et al.,
2015).

Estudos relacionados a variagdo que existe dentro de uma mesma populagdo de
parasitos e entre isolados de populagdes distintas permitem uma melhor compreensdo do
comportamento dos tripanosomatideos e a capacidade de rapidamente se adaptarem frente as
pressdes ambientais. Dados inerentes a alteracdes que ocorrem a nivel cromossdmico e que
alteram a expressdo génica dos parasitos para melhor se adaptarem sdo essenciais e,

especificamente para Leishmania sp. que possuem elevada plasticidade gendmica, estudos
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relacionados a variacdo de SNVs e divergéncia filogenética no tempo-espaco, tornam-se de
grande utilidade na compreensdo da dindmica de populacdes desses parasitos, assim como
fatores intimamente ligados a infectividade, viruléncia e resisténcia a farmacos (BOITE et al.,
2012; BUSSOTTI et al., 2018; STEVERDING, 2017).

O estudo do aumento do nimero de copias génicas contribui na compreensdo das vias
metabdlicas, mecanismos biologicos e fungdes e interacdes moleculares envolvidas quando o
organismo ¢ submetido a determinadas condigdes de pressdo ambiental. Fungdes génicas
podem ser descritas a partir de fungdes moleculares, componentes celulares e processos
bioldgicos (DESSIMOZ; WALKER, 2017). Dessa forma, pela observacdo dos cromossomos
aumentados de isolados de Leishmania spp. € possivel investigar os genes que potencialmente
se encontram enriquecidos em determinada circunstancia.

As andlises acima citadas foram aplicadas na execucao desse trabalho a fim de melhor
compreender as variagdes gendmicas e fenotipicas que ocorrem em isolados de Leismania
spp. provenientes de diversas regides geograficas brasileiras endémicas para LV. Também
foram explorados aspectos filogenéticos, de variacdo populacional e enriquecimento génico
dos isolados de campo o que possibilitaram uma melhor compreensdo acerca do
comportamento desses parasitos no ambiente em que estavam inseridos. Esse estudo, também
podera propiciar andlises futuras para o desenvolvimento de potenciais marcadores a serem
utilizados na investiga¢do de populacdes especificas de Leishmania sp. assim como fenotipos

populacionais que ocorrem em condi¢des naturais.
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3. JUSTIFICATIVA

A leishmaniose, doenga endémica no Brasil e em varios outros territérios nos Novo e
Velho Mundos, ¢ causada por parasitos do género Leishmania, sendo considerada pela
Organizacdo Mundial de Saude uma doenga tropical negligenciada. Diversos estudos tém
demonstrado uma elevada capacidade de adaptacdo de Leishmania sp. frente as mais diversas
pressdes e alteragdes ambientais, incluindo modificagdes de origem antropondtica.
Atualmente o tratamento e controle vigentes tanto para os humanos e caes infectados possuem
varias limitacdes, algumas delas relacionadas as variagdes genotipicas do parasito que podem
impactar sua expressao génica, resposta ao tratamento, eficacia vacinal e acurdcia dos testes
de diagnostico. Além disso, tem sido cada vez mais frequente o relato de casos de infec¢des
atipicas envolvendo uma ou mais espécies de Leishmania, o que pode impactar no tratamento
da LV atualmente preconizado. Diante do exposto, nosso trabalho envolve o estudo
minucioso e comparativo de isolados de Leishmania spp. de caes provenientes de diferentes
regides geograficas do Brasil, endémicas para a leishmaniose em diversos espagos temporais
e a analise populacional que compreende os estudos de variabilidade genomica, divergéncia

evolutiva e enriquecimento génico desses isolados, além do estudo de casos de coinfec¢ao.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivos gerais

CAPITULO I: Comparagio da variabilidade gendmica de isolados de Leishmania
infantum de caes e humanos naturalmente infectados provenientes de cinco regides brasileiras

distintas em diferentes espagos temporais.
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