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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca distribuida mundialmente e potencialmente
fatal para 0 homem se ndo diagnosticada e tratada precocemente. Além de humanos a LV
acomete outros mamiferos, especialmente cées, que no contexto urbano séo os principais
reservatérios da doenca. Individuos portadores da infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) também s&o considerados grupos susceptiveis para LV
e merecem uma maior atencdo. O municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil
possui um dos maiores indices de letalidade humana por LV no pais, além de uma alta
prevaléncia da doenca em cdes. A Leishmania (Leishmania) infantum é o agente
etiologico da LV no Brasil e 0 objetivo central deste trabalho foi estudar a variabilidade
genética intraespecifica de parasitos provenientes de casos humanos e caninos do
municipio de Belo Horizonte e de alguns municipios proximos com o uso da técnica de
PCR-RFLP e diferentes alvos génicos: KDNA e gp63. Para este trabalho foram avaliadas
47 amostras de DNA extraidos de amostras clinicas (n=35) e de cultura de L. infantum
(n=12), sendo que estas amostras eram provenientes de trés grupos diferentes: adultos
(n=16), criancas (n=18) e caes (n=13). As amostras foram amplificadas para 0 alvo KDNA
com os iniciadores MC1 e MC2, especificos para 0 Complexo Leishmania donovani, e
que geram um fragmento de 447pb (pares de base). Para o alvo da glicoproteina gp63
foram utilizados os iniciadores Sgl e Sg2, que geram um fragmento de 1330pb. Para
avaliacdo por RFLP do alvo KDNA foram usadas cinco endonucleases de restricdo, sendo
elas: Vspl, Rsal, Bglll, Ddel e Hpa Il. Para avaliacdo por RFLP do alvo da glicoproteina
gp63 foram usadas duas endonucleases, sendo elas: Hinc Il e Taqgl. Os padrdes de
restricdo enzimatica das 47 amostras de DNA obtidos com as enzimas Rsal, Bglll, Ddel,
Hpa Il, Hincll e Tagl, revelaram-se monomarficos. Dois perfis distintos puderam ser
identificados com a enzima Vspl: Tipo | (apresentado por 46 amostras de DNA) e Tipo
Il (apresentado por apenas uma amostra de DNA avaliada no estudo). Este mesmo
resultado foi também visualizado por analise de fenograma, construido com matriz
binaria e agrupamento Neighbor-Joining. A amostra variavel é proveniente de individuo
adulto, que apresentou quadro classico de LV, residente do municipio de Minas Novas-
MG, ndo pertencente a Regido Metropolitana de Belo Horizonte. Esses achados revelam
um alto grau de homogeneidade entre amostras de Leishmania isoladas de casos humanos

e caninos de Belo Horizonte e outros municipios de Minas Gerais, Brasil.

Xiv



Palavras Chaves: Leishmania (Leishmania) infantum, variabilidade intraespecifica,
PCR-RFLP, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.

Xv



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a disease distributed worldwide and potentially fatal to
humans if not diagnosed and early treated. In addition to human, other mammals are also
affected, especially dogs in the urban context, which are the major reservoir of the disease.
Individuals showing human immunodeficiency virus (HIV) infection are also susceptible
to VL and deserve more attention. The city of Belo Horizonte, Minas Gerais state, has
one of the highest lethality rates for VL in humans in Brazil and a high prevalence for the
disease in dogs. Leishmania (Leishmania) infantum is the etiological agent for VL in
Brazil and the aim of this work was to study the intraspecific genetic variability of
Leishmania from human and dogs cases in Belo Horizonte, and some other municipalities
in Minas Gerais state, applying PCR-RFLP with different DNA targets: KDNA and gp63.
In this work were evaluated 47 DNA samples extracted from clinical specimens (n = 35)
and L. infantum culture (n = 12), and these samples were from three different groups:
adults (n = 16), children (n = 18) and dogs (n = 13). The samples were amplified for
kDNA using the primers MC1 and MC2, specific to the Leishmania donovani complex,
which generate a fragment of 447pb (base pairs). For gp63 glycoprotein the primers used
were SG1 and SG2, which generate a fragment of 1330bp. To perform the kDNA RFLP
five restriction enzymes were used: Vspl, Rsal, Bglll, Ddel and Hpa Il. The gp63
glycoprotein RFLP was performed with two enzymes: Hinc Il and Taql. The results
obtained with Rsal, Bglll, Ddel, Hpa Il, Hincll and Taqgl restriction enzymes proved to
be monomorphic. Two distinct profiles were identified with the Vspl enzyme: Type |
(revealed by 46 DNA samples) and Type Il (shown for only one DNA sample evaluated
in the study). This same result was also seen by phenogram analysis, constructed with
binary matrix and neighbor-joining clustering. The variable sample was from an adult
who presented classic VL and is resident of Minas Novas city, Minas Gerais state,
municipality not belonging to the Metropolitan Region of Belo Horizonte. These findings
reveal there is a high degree of homogeneity among Leishmania from human and dogs in

Belo Horizonte, and some other municipalities in Minas Gerais state, Brazil.

Key words: Leishmania (Leishmania) infantum, intraspecific variability, PCR-RFLP,

Belo Horizonte, Minas Gerais state, Brazil.
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Introducéo

1.0 INTRODUCAO

1.1 Leishmanioses

Atualmente, as leishmanioses encontram-se entre as seis endemias consideradas
prioritarias no mundo e sdo caracterizadas por sua grande diversidade e complexidade.
Estima-se que no mundo cerca de 12 milhGes de individuos estejam acometidos com a
doenca, e que aproximadamente 350 milhdes estdo expostos ao risco de infeccdo
(Ministério da Satde 2006).

As leishmanioses ocorrem em cinco continentes: Américas, Africa, Asia, Sul da
Europa e mais recentemente na Oceania (Australia) (Rose et al. 2004, OMS 2011,
Dougall et al. 2011, OMS 2013). Sao prevalentes em 98 paises, dos quais 72 sdo paises
em desenvolvimento. Em Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Suddo ocorrem 90% dos
casos de leishmaniose visceral; na Bolivia, Brasil e Peru ocorrem 90% dos casos de
leishmaniose mucocuténea; e no Afeganistdo, Brasil, Ird, Peru, Arabia Saudita e Siria
ocorrem 90% dos casos de leishmaniose cutanea (OMS 2011, OMS 2013).

As leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias causadas por varias espécies de
protozoarios do género Leishmania, ordem Kinetoplastida, familia Trypanossomatidae
(Ross 1903 apud Gallego 2004). Estes protozoarios possuem ciclo de vida heteroxénico,
portanto, alternam estadios de vida entre hospedeiros mamiferos e hospedeiros
invertebrados (Laison & Shaw 1987). Apresentam-se em duas formas principais,
amastigota e promastigota. A forma amastigota ndo possui flagelo livre, é arredondada e
encontrada nos tecidos de hospedeiros vertebrados em células do sistema mononuclear
fagocitario, especialmente em macrofagos. A forma promastigota é flagelada,
extracelular, e é encontrada no tubo digestivo dos hospedeiros invertebrados.

Dentre os hospedeiros vertebrados, as leishmanioses podem acometer o homem e
outros mamiferos como roedores, edentados (tatu, tamandua e preguica), marsupiais
(gambas), canideos e outros primatas (Laison & Shaw 1987). Os insetos vetores,
hospedeiros invertebrados, sdo pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae, assim denominados flebotomineos. Pertencem aos géneros
Lutzomyia, no Novo Mundo e Phlebotomus, no Velho Mundo. Através do repasto
sanguineo, realizado no momento da picada por fémeas desses insetos, as espécies do
género Leishmania sdo transmitidas ao homem e demais hospedeiros. Os flebotomineos

sdo encontrados nos mais diferentes nichos ecoldgicos da natureza e compreendem
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aproximadamente trinta espécies de vetores envolvidos no ciclo de transmissdo das
leishmanioses no Velho e no Novo Mundo (Shaw 2003).

As diferentes manifestagdes clinicas das leishmanioses dependem de vérios
fatores, dentre eles a espécie de Leishmania envolvida, sua viruléncia e aspectos
relacionados ao hospedeiro, como seu estado imunolégico e nutricional, dentre outros.
Nesse contexto, essas enfermidades podem ser agrupadas em leishmaniose tegumentar,
que acometem pele e mucosas, e visceral ou calazar, que acomete 6rgdos internos como
baco e figado, principalmente (Convit et al. 1972, Ministério da Saide 2006, Lynn &
McMaster 2008, OMS 2011).

1.2 Leishmaniose Visceral (LV)

A OMS estima que existam, por ano, 500 mil novos casos humanos de
leishmaniose visceral (LV) e 59 mil mortes em decorréncia da doenca em todo o mundo.
Nas Américas € denominada leishmaniose visceral americana (LVA) ou calazar neo-
tropical, encontrada desde o México até o norte da Argentina. Houve descri¢do de casos
em pelo menos 12 paises, sendo que 90% dos casos ocorrem no Brasil, especialmente na
Regido Nordeste (Miles et al. 1999, Desjeux 2004, OMS 2010).

O primeiro relato de LV no Brasil foi feito em 1934, quando foram encontradas
amastigotas de Leishmania em cortes histoldgicos de figado de pessoas que morreram
com suspeita de febre amarela. Estas pessoas eram provenientes de varios estados do
Nordeste e do Norte do pais (Penna 1934, Maia-Elkhoury et al. 2008).

Desde entdo, no Brasil, as estatisticas oficiais registram o aparecimento de novos
casos de LV e o aumento desses, de forma gradativa em todas as regibes brasileiras,
configurando ampla endemicidade da doenca. Segundo dados do Sistema de Informacao
de Agravos de Notificacdo (SINAN) do Ministério da Saude, até dezembro de 2011 a
doenca era encontrada em 21 das 27 unidades da federagdo, com incidéncia média anual
de 2 casos/100.000 habitantes. Possui nitida expansdo geografica e crescente nUmero de
casos, resultado estes decorrentes de fatores como a urbanizacdo acelerada e alteracGes
do meio ambiente. (Maia-Elkhoury et al. 2008, Werneck 2008, Brasil 2009, MS/SINAN
2011).

Em sua distribuicdo geografica inicial, a LV era mais frequente no meio rural. A
partir da década de 1980, quando uma epidemia de LV ocorreu em Teresina, Piaui (Costa
et al. 1990), tornou-se notodria a alteracdo do padrdo de transmissdo rural com tendéncia

a urbanizacdo da endemia com casos autoctones em outros grandes centros urbanos como
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Sdo Luis, Fortaleza, Natal, Aracaju, Belo Horizonte, Santarém e Corumba (Maia-
Elkhoury et al. 2008, Romero & Boelaert 2010, Harhay et al. 2011).

Acredita-se que diversos fatores contribuiram e ainda contribuem para esta
mudanca no perfil epidemiolégico da doenga como: desflorestamento, ou transformacdes
no ambiente, que levam a uma reducdo do espaco ecoldgico da doenca e facilita a
ocorréncia de epidemias em centros urbanos; migracdo de pessoas de areas rurais
endémicas para centros urbanos; boa adaptacdo do vetor ao ambiente doméstico e a
presenca do reservatorio (cdo); desnutricao, principalmente em vilas e favelas, levando a
uma alta susceptibilidade a doenca; entre outros (Reithinger & Davies 2002, Desjeux
2004, Werneck 2008).

E importante ressaltar que as medidas de controle preconizadas até ento, nio
foram suficientes para contencdo da doenca no ambiente urbano, principalmente em
relacdo ao controle de vetores e reservatérios da doenga.

A Leishmania (Leishmania) infantum, sinonimia de Leishmania (Leishmania)
chagasi), € a espécie causadora de LV no Brasil. A LV é uma doenga que apresenta,
geralmente, curso prolongado, caracterizado por febre, palidez, emagrecimento,
hepatoesplenomegalia, aumento de volume abdominal, pancitopenia, edema e
linfoadenopatia (Chappuis et al. 2007, Romero & Boelaert 2010), porém com
variabilidade entre os individuos (Zijlstra 1991, Herwaldt 1999).

Em atencdo aos hospedeiros, o cdo doméstico (Canis familiaris) é considerado o
principal reservatério urbano do parasito, desempenhando um papel importante na
transmissdo e epidemiologia da doenca. Observa-se que a enzootia canina precede a
ocorréncia de casos humanos, sendo que a infec¢do em cées € mais prevalente do que no
homem. Como o céo é considerado um importante hospedeiro e fonte de infecgcdo para os
vetores, vém sendo um dos principais alvos nas estratégias de controle, com a prética da
eutanasia em todos 0s animais sororreagentes e/ou com exame parasitoldgico positivo
(Ministério da Saude 2006).

Quanto ao vetor, o Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis € a principal espécie no
Brasil. Entretanto devido a sua importancia como vetor da LV, diversos estudos tem sido
realizados como, por exemplo, analises de genes associados a resisténcia a inseticidas e
genes envolvidos na biologia reprodutiva desses vetores. Assim, atualmente existe um
consenso de que o L. longipalpis respresenta um complexo de espécies, no entanto, o
namero e distribuicdo dessas ainda é incerto (Araki et al. 2009, Azevedo et al. 2012,

Ferreira et al. 2012, Lins et al. 2012). Alguns resultados indicam que este complexo de
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espécies pode ser dividido em dois grupos principais, um representando uma Unica
espécie e um segundo grupo mais heterogéneo e que provavelmente, representa um
namero de espécies incipientes (Lins et al. 2012). Ainda, recentemente o L. cruzi foi
descrito como vetor em um foco no estado de Mato Grosso do Sul (Santos et al. 1998).
As acBes de controle destinadas aos flebotomineos constam de levantamentos
entomoldgicos das duas espécies citadas anteriormente, e se caso estiverem presentes e
ainda dependendo das caracteristicas da localidade, é feito controle quimico por meio da
utilizacdo de inseticidas de acdo residual (Ministério da Satde 2006).

Os individuos que mais frequentemente sdo acometidos por LV sdo criancas e
idosos. Além desses, pessoas que possuem o sistema imunoldgico deficiente, como por
exemplo, individuos portadores da infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) também sdo considerados grupos susceptiveis (Alvar et al. 1997, Cota et al. 2011).

A razdo da maior susceptibilidade das criancas pode ser explicada pelo estado de
relativa imaturidade imunoldgica celular, agravado pela desnutricdo, tdo comuns nas
areas endémicas, além de uma maior exposi¢do ao vetor no peridomicilio (Palumbo
2010). De acordo com Botelho e Natal (2009) e Guimaraes e Almeida (2011), uma
possivel explicagdo para uma maior susceptibilidade em idosos € a diminuicdo da
capacidade de resposta do sistema imunologico.

A LV é comumente fatal quando ndo tratada, especialmente nos grupos mais
susceptiveis descritos anteriormente. Assim, o diagnostico e tratamento precoce da
doenca sdo de extrema importancia para a reducédo das taxas de letalidade e do grau de
morbidade da doenca. (Chappuis et al. 2007, OMS 2011)

Normalmente o diagndstico é realizado com base em parametros clinicos e
epidemiologicos. No entanto, para um diagndstico definitivo €é necessario a
complementacdo por exames laboratoriais, especialmente parasitologicos que exigem a
demonstracdo dos parasitos. Sendo os mais utilizados, a microscopia de aspirado de
medula 0ssea, baco, figado ou linfonodo e isolamento em cultivo in vitro do parasito com
a demonstracdo do mesmo em microscopio. Diferentes técnicas podem ainda ser
utilizadas para o diagndéstico de leishmaniose visceral, tais como 0s métodos sorolégicos
(Aglutinacdo Direta - DAT, Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta — RIFI, Ensaio
Imunoenzimatico — ELISA e os testes imunocromatogréaficos) e moleculares (Reacdo em
Cadeia da Polimerase -PCR).

Muitos avancos tém ocorrido nos ultimos anos, mas apesar do grande niamero de

testes disponiveis para o diagndstico da LV, nenhum apresenta 100% de sensibilidade e
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especificidade. A PCR tem se mostrado um método sensivel e promissor para o
diagndstico da LV. Possui a vantagem de poder ser utilizado em uma grande variedade
de amostras clinicas, entretanto ainda possui custo elevado para utilizagdo em larga escala
(Tavares et al. 2003, Gontijo & Melo 2004).

1.3 Variabilidade genética em Leishmania

A variabilidade genética em parasitos pode ser a principal estratégia evolucionaria
dos mesmos e tem profundo impacto nas caracteristicas biologicas daqueles de
importancia médica (Tybayrenc & Ayala 1988). De acordo com Alvarenga (2007) ha
necessidade de um conhecimento confidvel e consensual sobre a taxonomia, baseado no
conhecimento da estrutura da populacdo e na diversidade filogenética, sendo estes pré-
requisitos indispensaveis para um melhor entendimento da epidemiologia de parasitos
patogénicos. Neste contexto, Salotra et al. (2001) e Schallig e Oskam (2002) afirmam
que a identificacdo correta da espécie do parasito responsavel pela doenca € de extrema
importancia para delinear estratégias de controle e tratamento apropriado.

Desde a primeira descri¢do do género Leishmania em 1903, o numero de novas
espécies dentro deste género vem se expandindo e diferentes classificagdes vém sendo
propostas. Inicialmente as diferentes espécies de Leishmania eram classificadas de acordo
com aspectos extrinsecos (externos), tais como aspectos geograficos, clinicos, biologicos
e epidemioldgicos. Nos dias atuais, a classificacdo, além dos caracteres extrinsecos, é
baseada em caracteristicas intrinsecas (internas) do parasito, tais como caracteristicas
bioguimicas, composicdo de lipidios, composicdo de proteinas, entre outros. Atualmente
com o desenvolvimento das técnicas moleculares, a analise de polimorfismos no DNA
tem sido bastante utilizada na caracterizacao desses parasitos. A vantagem de se trabalhar
com caracteres intrinsecos € que esses normalmente nao sdo modificados ou mascarados
por hospedeiros ou fatores ambientais (Grimaldi et al. 1987, Grimaldi & Tesh 1993,
Cupolillo et al. 2001, Kuhls et al. 2007, Lukes et al. 2007).

A diversidade genética em Leishmania é alvo de intenso estudo, visto que o
nimero de espécies patogénicas ao homem € elevado, sendo aproximadamente 22
espécies. Alguns trabalhos tém mostrado grandes variagdes inter e intraespecificas em
populacdes naturais de Leishmania. Segundo Tibayrenc e Ayala (1988), este fen6meno
pode estar relacionado ao mecanismo de reproducdo destes parasitos e parece ter grande

importancia para o entendimento da epidemiologia destas doencas.
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A forma de reproducdo dos parasitos do género Leishmania ainda é bastante
discutida. A maioria dos estudos de genética de popula¢cGes mostra uma estrutura de
populacdo basicamente clonal em diferentes espécies de Leishmania (Bafiuls et al. 1999).
Assim, se a espécie reproduz de forma clonal, seus genotipos se propagam como
fotocOpias genéticas e, portanto, podem ser usados como marcadores epidemioldgicos
confiaveis. Entretanto, se h4 recombinacdo génica, ou seja, se a espécie se reproduz
sexuadamente, seus multilocos genéticos séo incertos, assim ndo devem ser usados como
marcadores epidemioldgicos. Alguns autores ja registraram a ocorréncia da recombinacao
génica em populagdes naturais de Leishmania no Novo e Velho Mundo (Evans et al.
1987, Tibayrenc et al. 1990, Belli et al. 1994, Dujardin et al. 1995, Akopyants et al. 2009).

Ainda, além de eventos de recombinacdo génica, Ravel et al. (2006), descreveram
a ocorréncia de hibridos naturais, cruzamento entre L.infantum e L.major. Na natureza,
estas duas espécies de Leishmania sdo transmitidas por diferentes vetores e possuem
diferentes reservatorios. A infeccdo por L. infantum, é uma zoonose onde 0 cdo € o
principal reservatério. No mediterraneo essa espécie é transmitida por varias espécies de
vetores do subgénero Larroussius (Killick-Kendrick 1999, Volf et al. 2007). Em
contraste, L. major é tipica de areas aridas e semi-aridas, tendo como principal
reservatorio os roedores (Gramiccia & Gradoni 2005), e é transmitida principalmente por
Phebotomus papatasi (Killick-Kendrick 1999, Volf et al. 2007). A descoberta de hibridos
naturais entre espécies tdo divergentes veio levantar a questdo sobre o processo de troca
genética nestes parasitos e a possivel circulacéo de hibridos em condi¢des naturais (Ravel
et al. 2006).

Todas estas questdes citadas anteriormente devem ser levadas em consideragéo
num estudo de variabilidade genética desses protozoarios do género Leishmania.
Segundo Schoénian et al. (2008), a epidemiologia das leishmanioses esta evoluindo
rapidamente tanto na regido mediterranica como em outras regiées do mundo. Assim, é
importante unirem esfor¢os para que ocorram novos estudos, nomeadamente com
aplicacdo das técnicas moleculares de forma a complementarem 0s convencionais

inquéritos epidemioldgicos.

1.4 Métodos moleculares e isoenzimaticos como instrumentos epidemioldgicos na LV
As metodologias de analise génica inter e intraespécies possibilitam a obtencao
de informac0es Uteis para se estudar a influéncia da variabilidade genética sobre fatores

epidemiologicamente importantes, como a infecciosidade, viruléncia, patogenicidade,
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imunogenicidade e suscetibilidade a acdo de quimioterdpicos entre populagdes de
parasitos (Alvarenga 2007).

1.4.1 Andlise de isoenzimas (Multi-locus enzyme electorphoresis — MLEE)

A técnica de isoenzimas consiste em analisar e diferenciar organismos através das
diferencas na mobilidade eletroforética de proteinas, que varia em funcdo da carga
elétrica, forma estrutural ou peso molecular.

A anélise de polimorfismos presentes em isoenzimas metabdlicas constituiu uma
das primeiras metodologias a ser utilizada, e é universalmente aceita até os dias atuais,
como método de referéncia para caracterizar e identificar Leishmania. Esta metodologia
comecou a ser utilizada no inicio da década de 80, pelo laboratério de referéncia da OMS:
“Laboratoire d’Ecologie Médicale et Pathologie Parasitaire, Montpellier, France”. Os
zimodemas sdo internacionalmente aceitos e nomeados pela sigla “MON”, derivada ao
local onde foi feita a tipagem (Montpellier). Apos diversos estudos, o zimodema
denominado MON-1 ainda € o0 zimodema mais frequente para L. infantum, tanto em cepas
do velho mundo como do novo mundo (Rioux et al. 1990).

As isoenzimas podem ocorrer devido a diversos fatores tais como: presenca de
mais de um loco que codifica a enzima; presenca de mais de um alelo para o loco
codificador da enzima; modificacbes ou alteracbes pos-traducionais na cadeia
polipeptidica formada e enzimas poliméricas cujos componentes sao de alelos ou locus.
Neste tipo de analise, as cepas sdo divididas em grupos com padrdes enzimaticos
idénticos ou homogéneos, sdo o0s chamados zimodemas. Os zimodemas podem
representar diferencas enzimaticas simples ou conjunto de diferencas ocorrendo entre
grupos populacionais de organismos (Momen 1984). A ampla distribui¢cdo de um Unico
zimodema pode indicar a estrutura populacional clonal, como proposto para Leishmania
(Tibayrenc et al.1990).

Apesar dessa metodologia ser amplamente aceita, ela pode nao identificar de
forma eficaz a diversidade genética, pois algumas substituicbes nucleotidicas ndo sdo
suficientes para alterar os aminoacidos o que permite que mutacdes silenciosas passem
desapercebidas e, assim, cepas distintas possam ser consideradas idénticas. Ainda, esta
metodologia tem a desvantagem de requerer o isolamento e o cultivo do parasito, 0 que
impede a caracterizacdo de algumas amostras (Cortes 2008).

A técnica é bastante sensivel e possui conveniéncia de que cada variante

enzimatica seja considerada na pratica como um genoétipo e cada eletromorfo (banda
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eletroforética) como um alelo. Todavia, dois organismos ndo podem ser considerados
idénticos apenas por possuirem a mesma migracdo para uma ou duas enzimas. Assim,
para que ndo haja interpretacdes incorretas deve-se aumentar o nimero de enzimas
analisadas e consequentemente, o nimero de caracteres observados (Miles et al. 1981,
Momen 1984).

1.4.2 Reacgdo em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR é considerada uma técnica extremamente sensivel, que possibilita a
amplificagdo exponencial de uma sequéncia especifica de DNA de interesse a partir de
uma mistura complexa, sem a necessidade de clonagem molecular. E amplamente
utilizada em pesquisa basica, em medicina forense e no diagnostico de doencas genéticas
e infecciosas (Nascimento et al. 2003).

A utilizagdo da PCR para diagnostico das leishmanioses foi descrita
primeiramente por Rodgers et al. (1990) e atualmente tem sido amplamente utilizada.
Essa técnica possui a vantagem de empregar uma grande variedade de amostras
biologicas como medula 6ssea, bago, linfondo, sangue total e pele. Existe necessidade
também de uma boa padronizacdo para este tipo de diagndstico, pois uma serie de
variaveis, tais como: método empregado na extracao de DNA, protocolo de amplificacéo,
forma de deteccdo do material amplificado e possiveis contaminantes da PCR podem
prejudicar o desempenho da técnica.

Um dos alvos mais utilizados para PCR no diagndstico de Leishmania é a regido
conservada do minicirculo do cinetoplasto (kDNA). E caracteristico das leishmanias e
outros membros da ordem Kinetosplatidae, onde esta contido cerca de 10 a 20% do DNA
extracelular. O KDNA é uma rede enorme de DNA constituido de milhares de moléculas
circulares em um arranjo conectado. E funcionalmente semelhante ao DNA mitocondrial
e constituido por dois tipos de moléculas de DNA, os maxicirculos (25-50 copias por
célula) e minicirculos (20000-30000 cépias por célula). Os minicirculos possuem duas
regibes: uma é denominada regido conservada e a outra regido variavel. A regido
conservada do minicirculo de KDNA possui aproximadamente 150-200 pares de base (pb)
e possui grande homologia dos nucleotideos entre as diferentes espécies de Leishmania.
Ja a regido variavel possui entre 650-800 pb e apresenta alto grau de heterogeneidade ndo
SO entre espécies, mas também entre minicirculos de um mesmo parasito (Shapiro &
Englud 1995). Devido ao alto numero de coOpias dos minicirculos de kDNA de

Leishmania e ao alto grau de heterogeneidade, estes se tornaram um bom alvo para
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técnicas de deteccdo e diferenciacdo molecular das leishmanias (Rodgers et al. 1990,
Degrave et al. 1994).

Muitos trabalhos foram realizados utilizando a PCR do KDNA como ferramenta
no diagndstico molecular diferencial das leishmanias. Entretanto, outros alvos, tais como
0 gene da pequena subunidade do RNA ribossomal (SSU rRNA) (Van Eys et al. 1992),
regidao ITS1 do gene rRNA (EI Tail et al. 2000), gene hsp70 (Garcia et al. 2004), gene
codificador para gp63 (Guerbouj et al. 2001) entre outros, também foram estudados e se

revelaram alvos promissores na deteccgéo e identificacdo de Leishmania.

1.4.3 Polimorfismo por tamanho de fragmento de restricdo (RFLP)

A descoberta das endonucleases, ou enzimas de restri¢do revolucionou a biologia
molecular. Elas sdo divididas em varias classes, dependendo da estrutura, da atividade e
dos sitios de reconhecimento e clivagem. As enzimas do Tipo Il s&o as mais utilizadas na
tecnologia do DNA Recombinante, pois sdo proteinas monoméricas ou dimeéricas e
clivam o DNA no mesmo sitio do seu reconhecimento. Reconhecem sequéncias
especificas de 4 a 8 pares de base (pb) na moléecula de DNA e fazem dois cortes, um em
cada fita (Nascimento et al. 2003).

A técnica de PCR-RFLP é baseada na amplificacdo pela PCR de um sitio
especifico do DNA e a subsequente digestdo desse fragmento com diversas enzimas de
restricdo. O perfil de restricdo normalmente € analisado em um gel de agarose ou
poliacrilamida. Assim, através desta analise, espera-se identificar as diferentes espécies
ou subtipos de parasitas. Muitos autores como Chicharro et al. (2002) utilizaram esta
técnica para estudos de variabilidade em Leishmania.

Alguns alvos estdo sendo utilizados para estes estudos, tais como: a regido
variavel dos minicirculos do KDNA, pois conforme descrito anteriormente, esta regido
apresenta alto grau de heterogeneidade mesmo entre cepas da mesma espécie de
Leishmania. Acredita-se que o0 DNA do cinetoplasto esta mais propenso a mudancas
(mutacdes) de maneira mais rapida do que o DNA nuclear, podendo mostrar um nivel
maior de polimorfismo dentro das espécies, 0 que o torna um bom alvo para
caracterizacdo de espécies do género Leishmania (Pacheco et al.1986, Alonso et al. 2010)

O gene codificador para a glicoproteina de superficie de Leishmania spp.
denominada gp63 também tem sido utilizado como alvo potencial para estudos de
variabilidade. Segundo Hoya et al. (1999), a gp63 desempenha importante papel na

viruléncia do parasito e também confere protecdo ao mesmo contra estimulagdo do
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sistema imune do hospedeiro. O gene da gp63 possui polimorfismos e sequéncias
repetidas em tandem e a heterogeneidade destas sequéncias ja foram descritas como bons
alvos na identificacdo de espécies ou diferenciacdo de cepas de uma mesma espécie
(Guerbouj et al. 2001, Elamin et al. 2008).

1.4.4 Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD)

A técnica de RAPD consiste basicamente em uma varia¢do do protocolo de PCR,
entretanto com algumas caracteristicas distintas, como por exemplo, utiliza apenas um
Unico iniciador ao invés de um par deles. Este contém aproximadamente 10 a 15 bases, €
uma sequéncia construida aleatoriamente, ou seja, ndo ha necessidade de se conhecer
previamente a sequéncia que se quer amplificar e nem suas extremidades, para que se
possa sintetizar os iniciadores a elas complementares. A reacdo de amplificacdo utiliza
condicdes de baixa estringéncia, para que este iniciador possa se ligar de forma arbitraria
ao DNA molde (Willans et al. 1990, Welsh & Mcclelland 1990).

E considerado um método de baixo custo, sensivel, rapido, relativamente simples
e que revela varios locus dispersos pelo genoma. Assim, a tecnica de RAPD apresenta
muitas vantagens metodoldgicas que justificam sua utilizacéo, tornando-a uma poderosa
ferramenta para estudos genéticos em diferentes organismos. Entretanto, a RAPD,
apresenta algumas desvantagens em relacdo a outras técnicas, entre as quais se destaca a
baixa reprodutibilidade da técnica quando realizada em diferentes centros de pesquisa,
sendo dificil a comparacao dos resultados entre estes (Tibayrenc et al. 1993).

Alguns pesquisadores tém empregado a técnica de RAPD para identificar
polimorfismo genético inter e intra-especifico em parasitos do género Leishmania (Hide
et al. 2001, Chicharro et al. 2002, Toledo et al. 2002, Zemanova et al. 2004, Botilde et al.
2006, Alvarenga 2007, Segatto et al. 2012).

1.4.5 Analise de regides de DNA com marcadores microssatélites (MLMT)

Os microssatélites sdo pequenas sequéncias repetitivas em tandem (segmentos
consecutivos) consistindo de unidades de aproximadamente 1-6 nucleotideos, sendo
flanqueadas por sequéncias conservadas para individuos da mesma espécie ou género.
Esses marcadores exibem uma quantidade substancial de variabilidade em varios
genomas eucariotos. Dessa forma, estdo se tornando um dos principais marcadores
moleculares para filogenia, genética de populacbes e epidemiologia molecular. (T6th et
al. 2000)
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Segundo Rossi e colaboradores (1994), o genoma das espécies de Leishmania é
considerado relativamente rico em microssatélites com cerca de 600 loci por genoma
hapldide, sendo as repeti¢des de dinucleotideos CA as mais abundantes.

A técnica de MLMT consiste em analisar a variagdo no tamanho dos loci
individuais apds a amplificacdo com iniciadores que se anelam especificamente a regido
flanqueadora aos microssatélites (Kuhls et al. 2007, Segatto 2012). Vérios pesquisadores
tém desenvolvido painéis de marcadores que permitem o estudo de populagdes
especificas de Leishmania (Jamjoom et al. 2002, Schwenkenbecher et al. 2004,
Ochsenreither et al. 2006).

Assim, a MLMT tem se mostrado uma ferramenta promissora para estudos
taxondmicos, epidemiologicos e de genética populacional em Leishmania e muitos
pesquisadores tem utilizado esta metodologia para tais fins (Ochsenreither et al. 2006,
Botilde et al. 2006, Kuhls et al. 2007, Cortes 2008, Alonso 2011, Kuhls et al. 2011,
Segatto et al. 2012, Ferreira et al. 2012).

Essa metodologia possui a vantagem de ser simples e rapida na deteccdo de
polimorfismos de microssatélites por PCR, possui boa reprodutibilidade, alto poder
discriminatorio entre amostras analisadas e é facil de ser comparada entre diferentes
centros de pesquisas. Ainda possui a vantagem de ndo precisar isolar os parasitos em
cultura, sendo que os experimentos podem ser realizados partindo diretamente de
amostras clinicas provenientes dos hospedeiros. Entretanto, possui a desvantagem de
ainda ser uma metodologia de custo consideravel e ha necessidade de conhecer
previamente a sequéncia que se quer amplificar e principalmente suas extremidades
(Ochsenreither et al. 2006, Kuhls et al. 2007).

1.5 Variabilidade genética em L. infantum no Brasil

Diversos estudos tém sido realizados no intuito de compreender melhor a
epidemiologia da leishmaniose visceral em diversas regides do mundo, especialmente em
areas endémicas para doenca. Tem-se investigado a variabilidade genética intraespecifica
em cepas de L. infantum e suas possiveis correlacfes com diferentes tipos de hospedeiros,
diferentes origens geogréaficas, dinamica de transmissdo do parasito, disseminacdo da LV,
viruléncia das diferentes cepas, resisténcia a drogas entre outros. No entanto, poucos
utilizam um namero representativo de amostras provenientes do Brasil.

Neste contexto, em 2007, Alvarenga avaliou a variabilidade genética

intraespecifica de L. infantum, em amostras isoladas de casos humanos e de reservatorios
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caninos, utilizando as técnicas de RAPD (polimorfismo de DNA amplificado ao acaso),
PCR-RFLP (Reacdo em cadeia da polimerase seguida da técnica de polimorfismos de
tamanho de fragmento de restricdo), SSR-PCR (PCR com iniciadores de repeticdes de
sequéncias simples) e LSSP-PCR (PCR de Unico iniciador sob baixa estringéncia). Para
isso, foram avaliadas 20 amostras provenientes da Regido Metropolitana de Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil e 20 amostras da Regido do Mediterraneo, Portugal.
Desse estudo pdde ser concluido que as amostras foram geneticamente muito similares,
independentemente da origem geografica (Brasil e Portugal) e do ciclo de transmiss&o.

Alguns anos depois, Alonso e colaboradores (2010) estudaram variabilidade
genética intraespecifica de L. infantum provenientes de casos humanos, caninos e
flebotominios (Lutzomyia longipalpis) de 40 amostras do municipio de Teresina, Piaui.
Para tal estudo foi utilizada a técnica de PCR-RFLP tendo como alvo minicirculos do
kDNA de Leishmania. As amostras deste estudo apresentaram um nivel significativo de
heterogeneidade genotipica. Em um trabalho mais recente de Alonso (2011), foi utilizada
a mesma abordagem e técnica do trabalho anterior, porém foi adicionada a analise por
genotipagem de microssatélites e sequenciamento do gene ITS (Internal Transcribed
Spacer). O total de 88 amostras de Teresina foram comparadas com 54 amostras
provenientes da cidade de Campo Grande, no estado de Mato Grosso do Sul e 15 amostras
da cidade de Bauru, no estado de Sao Paulo. Neste trabalho pode-se concluir que houve
uma correlacdo entre variabilidade genética e origem geogréafica das amostras, ja que a
maioria das amostras ficaram separadas em dois grupos na analise por arvore filogenética.
Um grupo foi composto somente por amostras de Teresina (PI) e 0 outro por amostras de
Campo Grande (MS) e de Bauru (SP), visto que esses dois ultimos estados sao “vizinhos”.
Esse resultado foi gerado principalmente pela técnica de PCR-RFLP dos minicirculos do
kDNA, que neste trabalho também foi considerada a melhor técnica para estudar
variabilidade genética de amostras geograficamente proximas.

Também em 2011, Coutinho e colaboradores avaliaram e compararam a
variabilidade fenotipica de 153 amostras de L. infantum isoladas de cées oriundos dos
municipios do Rio de Janeiro- RJ (57 amostras) e Belo Horizonte- MG (96 amostras)
através da analise de eletroforese de isoenzimas (MLEE), padrdo ouro para caracterizacao
de espécies. Como resultado deste trabalho, todas as amostras analisadas apresentaram
perfil eletroforético idéntico, sugerindo que as populacées circulantes de L.infantum dos
municipios citados anteriormente podem ser agrupadas num unico zimodema (cepas que

possuem o mesmo perfil isoenzimatico).
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Kuhls e colaboradores (2011) através da técnica MLMT estudaram a variabilidade
intraespecifica de L.infantum a fim de compreender melhor as hipoteses existentes da
origem da LV no Novo Mundo (Américas). Para isso 98 isolados de L. infantum de
diferentes focos do Novo Mundo foram avaliados, sendo que 62 amostras eram
provenientes do Brasil. Estas amostras foram comparadas a outras 308 amostras de
L.infantum e 20 de L. donovani, que representavam populacées ja bem definidas do Velho
Mundo (Europa, Africa e Asia). A maioria das cepas de L. infantum do Novo Mundo foi
agrupada em uma Unica populacdo (Populacdo 1). Todas as cepas de L.infantum
brasileiras foram agrupadas em uma Unica populacdo, estas representavam 61% da
amostra e eram provenientes de nove estados brasileiros, sendo eles: Rio de Janeiro,
Espirito Santo, Ceara, Bahia, Par4, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Piaui e Mato
Grosso do Sul. Houve uma maior semelhanca entre cepas do Novo Mundo com cepas do
sudoeste europeu, quando comparadas a cepas de outras regides do Velho Mundo, como
a regido do Mediterraneo, Oriente Médio e Asia Central. Esses achados corroboram com
a hipotese de que a L.infantum foi introduzida nas Américas, diversas vezes, a partir do
sudoeste europeu na época das grandes navegacaoes.

Outro trabalho utilizando amostras do Brasil foi realizado por Segatto e
colaboradores em 2012. Neste estudo, a diversidade genética das amostras foi avaliada
através das técnicas RAPD, SSR-PCR e analise por MLMT. Foram utilizadas 53
amostras, sendo que 49 eram amostras de Leishmania isoladas de casos humanos e 4 de
casos caninos. Essas amostras eram provenientes de cinco estados do Brasil, sendo eles:
Espirito Santo (5 amostras), Maranhdo (7 amostras), Minas Gerais (20 amostras), Paraiba
(8 amostras) e Piaui (13 amostras). Neste estudo concluiu-se que houve uma baixa
diversidade genotipica entre amostras das diversas regifes do Brasil. Entretanto, os perfis
gerados com as técnicas de RAPD e SSR-PCR permitiram a formacdo de grupos de
acordo com a regido geografica dos isolados. No perfil apresentado na arvore filogenética,
as amostras de Minas Gerais e Espirito Santo ficaram mais préximas, assim como as
amostras do Piaui, Maranhdo e Paraiba. Também neste trabalho ndo foi possivel
relacionar a variabilidade genética com o tipo de hospedeiro (humanos e caes).

Em trabalho recente, Ferreira e colaboradores (2012) utilizaram 14 marcadores de
microssatélites para avaliar a estrutura populacional de cepas de L.infantum isoladas de
diferentes hospedeiros: humanos (84 amostras), cdes (87 amostras), gamba (Didelphis
marsupialis) (1 amostra) e raposa (Cerdocyon sp.) (1 amostra). Estas amostras eram

provenientes da cidade se Assungéo, capital do Paraguai (11 amostras) e da maioria das
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regibes endémicas para LV no Brasil (162 amostras). No Brasil, as amostras eram
provenientes do Distrito Federal e diferentes estados, sendo eles: Amazonas, Bahia,
Ceard, Espirito Santo, Maranhdo, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Para,
Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Sergipe e
Sdo Paulo. Os resultados mostram uma baixa diversidade genética entre as amostras,
sugerindo que a forma principal de reproducao dos parasitos ainda é clonal. Entretanto
também foi possivel observar neste estudo sinais de reproducdo sexual, pois através de
valores estatisticos pode se perceber que dois locus da POP1 e um da POP3 apresentavam
altos niveis de heterozigose e esta caracteristica ja foi associada em estudos prévios, como
indicador da existéncia de troca genética entre os parasitas. Trés popula¢fes puderam ser
identificadas a partir da analise de agrupamento, que apresentou uma boa inferéncia
estatistica F e parcialmente corrobora a hip6tese de variabilidade genética estar
relacionada a distancia geografica. Cepas originarias de um surto de LV canina no Sul do
Brasil ficaram agrupadas na POP1 juntamente com as cepas provenientes do Paraguai, 0
que corrobora para a hipdtese da dispersdo dos parasitos ter ocorrido do nordeste da
Argentina e Paraguai. Ainda a distribuicdo de LV no Mato Grosso do Sul parece ter
seguido a direcd@o oeste-leste, juntamente com a existéncia do gasoduto Bolivia-Brasil, no
municipio de Corumba. Esta distribuicdo sugere que o0s genotipos que inicialmente
formam a POP3 podem estar associados a presenca do vetor Lutzomyia cruzi, o qual € o
principal vetor para LV em Corumba.

Também em trabalho recente, Batista e colaboradores (2012) fizeram uma
avaliacdo da diversidade genética de L. infantum em 44 amostras de cées provenientes de
Jequié-BA (20 amostras) e Campo Grande-MS (24 amostras). Para esta avaliacdo foram
utilizadas a técnica de RAPD e MLMT. Houve uma baixa variabilidade genética
encontrada nas amostras analisadas neste trabalho e estes achados corroboram com a
hipdtese de que L. infantum foi recentemente introduzida nas Américas, juntamente com
as grandes navegacOes, e este tempo ainda ndo foi o suficiente para a espécie se
diversificar geneticamente de forma significativa.

Devido a relevancia da leishmaniose visceral no pais, novos estudos de
variabilidade genética de L. infantum com um maior nimero de amostras, de diferentes
localidades, devem ser realizados. Visto que os resultados dos estudos ja existentes nessa
linha de pesquisa tem sido promissores e gradualmente vem contribuindo para um melhor

entendimento da epidemiologia das leishmanioses no Brasil.
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2.0 JUSTIFICATIVA

A leishmaniose visceral (LV) ocorre em grandes centros urbanos do Brasil, desde
a década de 1980. Atualmente, a incidéncia média da doenca é de 2,0 casos/100.000
habitantes. Segundo dados do Ministério da Satde entre o periodo de 2001 a 2009 foram
notificados 30.373 casos autoctones de LV, o que resulta uma média anual de 3.375 casos.
Desse total de casos, 12,9% ocorreu no estado de Minas Gerais (Brasil 2009, OMS 2010).

O primeiro caso autéctone na Regido Metropolitana de Belo Horizonte (RMBH),
Minas Gerais, ocorreu em 1993, em Sabara. A partir dai, a doenca se expandiu para Belo
Horizonte e outras areas da RMBH. Segundo Luz et al. (2001), no municipio de Belo
Horizonte (BH), o nimero de casos de LV tem se elevado a cada ano desde 1994. No
periodo de 1994 a 2011 foram confirmados 1.527 casos de LV, com ocorréncia de 204
obitos. A incidéncia da doenca neste periodo variou de 1,2 a 7,2/100.000 habitantes.
Atualmente a LV se distribui em todo o municipio, de maneira desigual.

Em 2011, de acordo com a Geréncia de Epidemiologia e Informacgdo (GEEPI) da
Secretaria Municipal de Saude de Belo Horizonte (SMSA/PBH) a taxa de letalidade foi
de 16,1%. O grande numero de 6bitos tem contribuido para que BH tenha uma das
maiores taxas de letalidade do pais.

Além de Belo Horizonte, outras cidades que pertencem a RMBH também
apresentam crescimento no nimero de casos de LV e altas taxas de letalidade da doenca.
Em Contagem, por exemplo, registrou-se uma elevacéo no namero de casos confirmados
de LV a partir de 2004, semelhante ao que ocorre na regido metropolitana de Belo
Horizonte. O nimero de casos em Contagem no periodo 1999-2009 variou de um (2000
e 2003) a 23 (2008). Em 2001, houve um ébito por LV e no periodo de 2004-2009 houve
registro de pelo menos um 6bito, em cada ano (SMS/PMC).

Entre os anos de 2007 a 2012, altas taxas de letalidade foram registradas em
algumas cidades da RMBH, entre elas, Betim (11,8%), Ribeirdo das Neves (10,8%),
Ibirité (9,2%) e Contagem (9,1%).

Além dos casos humanos deve-se também levar em consideracdo 0s casos caninos
de LV na RMBH. Segundo Fiuza et al. (2008) e Araujo et al. (2012) o municipio de Belo
Horizonte possui alta positividade canina, sendo gque entre 0s anos de 1996 e 2007 houve
uma variacdo de 4,3 a 9,3%. O estudo de Oliveira et al. (2001) avaliou a distribuicéo
espacial da LV em Belo Horizonte (BH) no periodo de 1994 a 1997. Observaram que 0s

casos humanos ocorreram em areas com elevada densidade de cdes sororreagentes.
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Margonari et al. (2006), utilizando técnicas de andlise espacial, definiram locais de
concentragdo de leishmaniose canina em BH e demonstraram que 84,2% dos casos
humanos estavam relacionados aos casos caninos.
Ainda deve-se levar em consideracdo o aparecimento da AIDS, na década de 80,
e sua rapida disseminacdo. A partir de entdo foi observada a presenca de co-infeccao entre
0 virus HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana) e Leishmania spp. Segundo a
Organizacdo Mundial de Salde a co-infeccdo Leishmania/HIV é considerada como
doenca emergente e crescente em varios paises do mundo. Tem se observado que a forma
visceral € mais frequente nos casos de co-infeccBes, apesar de formas cutaneas também
ja terem sido descritas (Lindoso et al. 2009, Lindoso & Lindoso 2009). No Brasil, estima-
se que 620.000 pessoas estejam infectadas pelo HIV, o que corresponde a um terco da
infeccdo na América do Sul (Alvar et al. 2008). A infeccdo pelo HIV aumenta o risco de
desenvolvimento de LV de 100 para 2.320 vezes em areas endémicas e, por outro lado, a
LV promove a progressdo clinica da AIDS (Cota et al. 2011). Neste contexto, a co-
infeccdo Leishmania/HIV vem ganhando importéncia sendo considerada um padréo de
doenca grave, inclusive na RMBH.
Muitos trabalhos tem sido realizados no intuito de verificar a diversidade genética de
L. infantum (Ochsenreither et al. 2006, Alvarenga 2007, Kuhls et al. 2007, Alonso et al.
2010, Alonso 2011, Kuhls et al. 2011, Segatto et al. 2012, Ferreira et al. 2012, Batista et
al. 2012) e compreender melhor sobre a epidemiologia da doenca, mas poucos trabalhos
abordaram a regido metropolitana de Belo Horizonte, Brasil (Coutinho et al. 2011,
Alvarenga 2007). Nesse contexto, um estudo que busca avaliar se ha variabilidade
genética de L. infantum proveniente de diferentes amostras humanas e de caes do
municipio de Belo Horizonte e outras cidades proximas, podera contribuir para o melhor
entendimento de sua epidemiologia, dado sua relevancia no municipio, bem como aos

altos indices de letalidade humana e prevaléncia canina.
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3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Estudar a variabilidade intraespecifica de L. infantum em amostras de casos humanos
e caninos pela técnica de PCR-RFLP para os alvos kKDNA e gp63.

3.2 Objetivos especificos
e Investigar a ocorréncia de polimorfismos no DNA de L. infantum pela técnica de
PCR-RFLP com os alvos KDNA e gp63;
e Determinar as relacfes fenéticas entre amostras de cdes e humanos usando a
taxonomia numérica para agrupar amostras com caracteristicas semelhantes;
e Associar a existéncia da diversidade genética com fatores epidemiologicos da LV
humana, tais como: localizacdo geografica, hospedeiro, idade, sexo e presenca de

co-infeccdo Leishmania/HIV.
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4.0 MATERIAL E METODOS

4.1 Municipios de selecdo das amostras

As amostras foram selecionadas de casos de leishmaniose visceral humana e
canina que ocorreram em municipios do estado de Minas Gerais. Entre 0s municipios de
ocorréncia dos casos, cinco pertencem a Regido Metropolitana de Belo Horizonte
(RMBH), constituida por 34 municipios com uma &rea de aproximadamente 9.467.797
Km?. As amostras estudadas foram selecionadas de cinco municipios, que sdo: Belo
Horizonte, Betim, Contagem, Ibirité e Ribeirdo das Neves.

Foram incluidas também uma amostra proveniente de Minas Novas (Vale do
Jequitinhonha) e uma amostra de Aimorés (Vale do Rio Doce). (Figura 1) Estas duas
amostras foram obtidas de casos humanos hospitalizados em Belo Horizonte.

Minas Novas

J Lﬁi,

Ribeirio das
Neves

Contagem

Belo
Betim Horizonte

Ibirité

Aimorés

Legenda:
Bl Municipios selecionados para o estudo:
[ Regido Metropolitana de Belo Horizonte;
[ Minas Gerais.

Figura 1: Municipios de selecdo das amostras.

4.2 Amostras clinicas e de cultura de L. infantum

Para este trabalho foram utilizadas 35 amostras clinicas (sangue total, aspirado de
medula éssea ou biopsia de baco) e 12 amostras de cultura de L. infantum provenientes
de casos humanos e caninos. As amostras eram provenientes de trés grupos diferentes:

criancas (n=18), adultos (n=16) e cdes (n=13), todos sintométicos para LV. Entre 0s
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adultos existiam também individuos co-infectados Leishmania/HIV. As amostras de
humanos (criancas e adultos) pertencem ao banco de amostras do Laboratorio de
Pesquisas Clinicas (LPC) do Centro de Pesquisas René Rachou (CPgRR-FIOCRUZ),
onde os experimentos foram realizados. As amostras de cées pertencem ao banco de
amostras do Laboratério de Imunopatologia do Ndcleo de Pesquisa em Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP).

No grupo das criangas foram utilizadas amostras de 18 individuos, sendo uma
amostra de cultura de L. infantum isolada por meio de puncéo de medula éssea e 17 eram
amostras clinicas de sangue total ou aspirado de medula 6ssea. Nove individuos eram do
sexo masculino e nove do sexo feminino. Dez amostras eram do municipio de Belo
Horizonte e as demais de outros municipios da RMBH (Tabela 1). A média da idade dos
individuos deste grupo foi 4,5 anos.

No grupo dos adultos foram utilizadas amostras de 16 individuos, sendo que seis
eram amostras de cultura L. infantum isoladas através de puncdo de medula 0ssea e dez
eram amostras clinicas de sangue total ou aspirado de medula ¢ssea. Doze individuos
eram do sexo masculino e quatro do sexo feminino. Das dezesseis amostras, dez séo de
individuos que apresentam a co-infeccdo Leishmania/HIV e seis de individuos
sintomaticos apenas para leishmaniose visceral. Nove amostras eram provenientes do
municipio de Belo Horizonte e as demais dos outros municipios da RMBH (Tabela 2).
Neste grupo foram incluidas as amostras provenientes dos municipios de Minas Novas,
isolada de um adolescente de 14 anos do sexo feminino; e de Aimorés, isolada de um
adulto de 39 anos, do sexo masculino. A média da idade dos casos deste grupo foi 37,2

anos.
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Tabela 1: Caracteristicas relacionadas ao grupo das criancas, tipo de amostra utilizada na
identificagdo molecular do estudo.

Idade

Identificacdo Sexo (anos) Cidade Tipo de amostra
CR%1 MP 7 Belo Horizonte MO®
CR2 Fd 1 Belo Horizonte CL®
CR3 F 6 Contagem MO
CR4 M 2 Contagem MO
CR5 F 4 Ribeirdo das Neves MO
CR6 M 7 Ribeirdo das Neves MO
CR7 M 3 Belo Horizonte STf
CR8 M 2 Belo Horizonte ST
CR9 M 6 Belo Horizonte ST
CR10 M 5 Belo Horizonte ST
CR11 F 3 Belo Horizonte ST
CR12 F 1 Belo Horizonte MO
CR13 F 5 Belo Horizonte ST
CR14 F 4 Belo Horizonte MO
CR15 M 5 Ribeirdo das Neves MO
CR16 F 7 Betim MO
CR17 M 5 Ibirité MO
CR18 F 8 Ribeirdo das Neves MO

3CR: Crianga; °M: Masculino; “MO: Aspirado de medula dssea; 9F: Feminino; ®CL: Cultura de L.infantum,
fST: Sangue total.

Tabela 2: Caracteristicas relacionadas ao grupo de adultos, presenca da co-infeccdo Leishmania/HIV,
tipo de amostra utilizada na identificacdo molecular do estudo.

Identificagdo  Sexo |dade Cidade HIV Tipo de amostra
(anos)
AD1 FP 14 Minas Novas Negativo CL®
AD2 Mmd 53 Ibirité Positivo CL
AD3 M 30 Belo Horizonte Positivo CL
AD4 M 44 Ibirité Positivo CL
AD5 M 39 Aimorés Negativo CL
ADG6 M 38 Contagem Positivo CL
AD7 M 54 Belo Horizonte Negativo MO*®
ADS8 M 50 Belo Horizonte Positivo STf
AD9 M 51 Belo Horizonte Positivo ST
AD10 F 37 Belo Horizonte Poitivo MO
AD11 M 41 Belo Horizonte Positivo ST
AD13 F 20 Belo Horizonte Negativo ST
AD15 M 34 Contagem Positivo ST
AD16 M 37 Contagem Negativo ST
AD18 M 20 Belo Horizonte Positivo MO
AD19 F 33 Belo Horizonte Negativo MO

3AD: Adulto; °F: Feminino; °CL: Cultura de L.infantum; “M: Masculino; ®MO: Aspirado de medula dssea;
fST: Sangue total
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No grupo dos cées foram utilizadas amostras de treze animais, sendo que cinco
eram culturas de L. infantum isoladas através de puncdo de medula éssea e oito eram
amostras clinicas de bidpsia de baco. Todas as amostras de cdes foram provenientes do
municipio de Belo Horizonte.

Para o presente estudo todas as amostras foram analisadas por técnicas
moleculares (PCR-RFLP) (Figura 2). As amostras de cultura de Leishmania, além da
analise molecular, foi feita a classificacdo segundo a espécie realizada na Colecdo de
Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC), pela técnica de MLEE, de acordo com
protocolo estabelecido por Cupolillo et al. (1994). A CLIOC possui um painel com
diversos sistemas enzimaticos, tais como: G6PDH/ Glicose 6-fosfato-desidrogenase e
6PGDHY/6-fosfo-glico-desidrogenase, que foram usados nas amostras deste estudo. Todas
as amostras foram caracterizadas como L. infantum (Anexo 1).

As amostras clinicas (sangue total, aspirado de medula 0ssea e bidpsia de baco)
foram amplificadas para a regido do kDNA com os iniciadores MC1 e MC2, seguindo
protocolo descrito por Cortes et al. 2004. Esses iniciadores sdo especificos para o
complexo Leishmania donovani, assim conclui-se que para todas as amostras clinicas
havia DNA proveniente de L. infantum, visto que originam do estado de Minas
Gerais/Brasil, aonde a Unica espécie circulante do complexo Leishmania donovani é a L.

infantum.

4.3 Delineamento do estudo

/ Amostras \
Clinica Cultura
* cdes sintomaticos p/ LV? (bidpsia de bago) * cdes sintomaticos p/ LV
* criangas sintomaticas p/ LV (MOP ou ST¢) * criangas sintomaticas p/ LV Isolados por
*Adultos sintomaticos p/ LV (MO ou ST) *Adultos sintomaticos p/ LV punc¢do de MO
PCR RFLP | CLIOC?->caracterizagdo por MLEEel

Figura 2: Delineamento do estudo. ?Leishmaniose visceral; *Aspirado de medula dssea; ‘Sangue
total; “Colecdo de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz; *Analise por isoenzimas.
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4.4 Obtencdo de massa de promastigotas de L. infantum

Aliguotas de cultura de promastigostas de L. infantum foram isoladas através de
puncdo de medula dssea tanto de humanos quanto de cées. Algumas amostras estavam
criopreservadas no LPC e no Laboratério de Imunopatologia do Nucleo de Pesquisa em
Ciéncias Bioldgicas, respectivamente, outras encontravam-se vidveis em ambos 0s
laboratorios. As amostras que encontravam-se congeladas, foram descongeladas para
obtencdo das culturas.

Todas estas amostras foram cultivadas em meio de cultura LIT (Liver Infusion
Triptose) suplementado com 20% de Soro Fetal Bovino inativado e meio NNN-sangue
(&gar bacteriol6gico com sangue de coelho desfibrinado). Ap6s aproximadamente 45 dias
de cultivo foi possivel obter volume suficiente para a obtencdo de aliquotas do cultivo
que foram usadas na anéalise isoenzimatica pela técnica MLEE e na analise molecular,

esta Ultima apos extracdo do DNA gendmico.

4.5 Extragdo do DNA

O DNA total das amostras clinicas (sangue total, aspirado de medula 0ssea e
bidpsia de baco) e 0 DNA gendmico de cultura de L. infantum foram extraidos com uso
do kit “DNA QIAamp DNA mini kit” (QIAGEN GMbH, Hilden, Alemanha), de acordo
com as especificacbes do fabricante. Controles negativos do processo de extracdo de
DNA foram realizados para cada ensaio mediante a adicdo de todos os reagentes, exceto
a amostra. O rendimento da extracdo foi determinado com a leitura da absorbancia a
260nm em espectrofotdbmetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE, EUA). A razdo de absorbancia Azso/A2g0 foi calculada para verificar a
pureza do DNA obtido.

4.6 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para este estudo dois alvos de DNA de L. infantum foram usados na reacdo de
PCR, sendo eles: regifes do minicirculo de KDNA e regido intragénica da glicoproteina
gp63.

A reacdo especifica para as regibes dos minicirculos do KDNA foi descrita
segundo Cortes et al. (2004), porém com algumas modificacdes. Os iniciadores utilizados
foram MCI1 (5 GTTAGCCGATGGTGGTCTTG 3) e MC2
(5’CACCCATTTTTCCGATTTTG 3°). Estes amplificam uma sequéncia com 447 pares

de base (pb), dos quais 38 pb pertencem a regido conservada do minicirculo e o restante
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aregido variavel. A reacdo foi preparada para um volume final de 100ul, contendo 5-10pl
de DNA (volume suficiente para completar 50ng do DNA), 3 unidades de Platinum Taq
DNA Polymerase (Invitrogen, Sdo Paulo, Brazil), 1X PCR Buffer (200 mM Tris-HCI, pH
8.4, 500 mM KCL - Invitrogen), 0,6 uM de cada iniciador, 2 mM MgCl; e 0,4mM de
dNTPs (Promega, WI, EUA). O programa de ciclagem consistiu de uma etapa inicial de
94° C por 2 minutos e 35 ciclos a 94 °C por 20 segundos, 58 °C por 20 segundos e 72°C
por 30 segundos. Uma etapa final de extensdo de 72°C por 5 minutos foi adicionada.

A reacdo de PCR especifica para regido intragénica da glicoproteina gp63 foi
descrita segundo Guerbouj et al. (2001), porém com algumas modifica¢bes. Os
iniciadores utilizados foram SG1 (5> GTCTCCACCGAGGACCTCACCGA3’) e SG2
(5’TGATGTAGCCGCCCTCCTCGAAG 3°). Estes iniciadores amplificam uma
sequéncia de 1330pb. A reacédo foi preparada para um volume final de 40ul, contendo
aproximadamente 4pl de DNA (volume suficiente para completar 30ng do DNA), 1,5
unidades de Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen, Sao Paulo, Brazil), 1X PCR
Buffer (200 mM Tris-HCI, pH 8.4, 500 mM KCL - Invitrogen), 0,6 M de cada iniciador,
1,5 mM MgCl: e 0,2 mM de dNTPs (Promega, WI, EUA). O programa de ciclagem
consistiu de uma etapa inicial de 94° C por 4 minutos e 35 ciclos a 94 °C por 1 minuto,
67 °C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto. Uma etapa final de extensdo de 72°C por 8
minutos foi adicionada.

Apo6s a amplificagdao, 5 pL dos produtos de amplificacdo de ambas as reagdes
foram fracionados em gel de poliacrilamida a 6% e submetidos a eletroforese a 150V por
50min. As bandas foram visualizadas pela coloragcdo com nitrato de prata 0,2%. O restante
dos produtos de amplificacdo foi conservado a -20°C até o momento da andlise por
restricdo enzimatica.

Para todos os ensaios foram incluidos controles negativos da PCR (mix da PCR
sem o DNA), controles negativos da extracdo de DNA (mix da PCR com o controle
negativo da extracdo do DNA) e controles positivos da PCR (DNA extraido de
promastigotas de L. infantum da amostra referéncia MHOM/BR/2002/LPC-RPV).

4.6.1 Desempenho dos métodos — limite de detec¢édo

Para determinar o limite de deteccdo do ensaio de PCR para o alvo KDNA e para
o alvo da regido intragénica da glicoproteina gp63, o DNA genémico da amostra
referéncia de L. infantum (MHOM/BR/2002/LPC-RPV) foi diluido em série (1:10).
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4.7 Polimorfismo por Tamanho de Fragmento de Restri¢cdo (RFLP)

Para digestdo do fragmento de 447pb do kDNA foram utilizadas cinco
endonucleases: Vspl, Ddel, Hpall, Bglll, Rsal (Promega, WI, EUA) (Tabela 3) e para a
digestdo do fragmento de 1330pb da regido intragénica da glicoproteina gp63 foram
utilizadas 2 endonuclases: Hincll e Tagl (Promega, WI, EUA) (Tabela 3). A Figura 3
mostra 0s mapas de restricdo enzimatica dos fragmentos de DNA construido com o
Programa NebCutter V2.0, com as sequéncias nucleotidicas correspondentes ao KDNA e
gp63 deposistadas no GenBank sob nimeros de acesso: AF103741.1 e U48798.1,
respectivamente. Néo foi possivel visualizar um mapa de restricdo enzimética para a
endonuclease Bglll analisada para os minicirculos do KDNA, ja que este fragmento ndo
possui sitio de ligacdo especifico para esta enzima.

As reacdes para cada enzima foram realizadas separadamente em um volume final
de 20uL. Todas as reacfes continham 15uL do produto de amplificagdo, 5U da enzima
de restricdo, tampéo 1X especifico para cada enzima usada e 1jug de BSA. As reacOes de
todas a enzimas, exceto a Taql, foram submetidas a incubacéo a 37°C (temperatura 6tima
para atuacdo dessas enzimas) por 3horas e 30 minutos, seguido de 10 minutos a 65°C
(desativacao da enzima), conforme o protocolo do fabricante. As reacdes com a enzima
Taql foram submetidas a incubacdo a 65°C (temperatura Otima para atuacdo dessa
enzima) por 3horas e 30 minutos.

Tabela 3: Enzimas de restricdo utilizadas na
PCR-RFLP com seus respectivos sitios de

restricao
Enzimas utilizadas para o alvo kDNA
En2|ma~de Sitio de Restricdo
Restricao
Vspl SATVTA AT 3
P 3TA ATATAS'
55CVINA G 3
Deel 3'G ANTAC S
Hoall 5CVCG G 3
P 3G GCACS'
Balll 5'AVGATC T3
g 3T CTAGAAS
Rsal 5'GTVAC 3
3'CAATG S

Enzimas utilizadas para o alvo gp63
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Enzima de . o
Restricdo Sitio de Restrigéo
Hincl | 5' GT(T/C) ¥ (A/G)AC 3'
3' CA(A/G) A (T/C)TG 5'
Tagl S5TVCG A3
| 3'A GCATY

Apbs a etapa de restricdo enzimatica, 13 pL dos produtos digeridos foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%, que apresentava 1,5mm de
espessura, 16cm de altura e 14cm de comprimento. Em cada gel de poliacrilamida a 6%
foi possivel utilizar 15 canaletas, sendo que em todos os géis foram adicionados 2 padrfes
de tamanho molecular: 100pb e Phixp174 ambos da marca Promega. A eletroforese foi
padronizada para ser realizada em 2h45min a 150v na cuba “SE 400 Vertical Unit” (GE
Healthcare Bio-Sciences, Piscataway, NJ, US). Apo0s esta etapa, os géis de poliacrilamida
a 6% foram corados em solucao de brometo de etidio (0,5 pg/ml) e fotografados em foto-
documentador L-Pix Ex (Loccus Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil).

A imagem dos geéis foram analisadas no programa GelAnalyzer 2010. Este
programa esta disponivel em: http://www.gelanalyzer.com e foi usado para detectar
bandas nos geis e estimar com maior precisao o tamanho dos fragmentos analisados. Este
programa possui diversas ferramentas para melhorar a qualidade da imagem do gel e
minimizar problemas ocorridos durante a eletroforese, permitindo que a analise seja mais
valida e menos subjetiva.

Adicionalmente, ap0s a restricdo enzimatica algumas amostras de cada grupo
foram analisadas no equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies GmbH,
Waldbronn, Alemanha). Este equipamento possui a capacidade de detectar e separar com
precisdo, fragmentos de DNA com tamanhos moleculares proximos pelo uso de
eletroforese capilar em microchip e deteccdo de fluorescéncia induzida a laser. Esta
técnica € considerada eficiente, sensivel e precisa. Estabelece com precisdo o tamanho

dos fragmentos analisados.
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Figura 3: Mapas de restri¢cdo enzimatica dos fragmentos KDNA e gp63.

4.8 Teste padrdo com uso de amostras referéncia

Como padréo de referéncia para a reacdo de PCR-RFLP foram utilizados cinco

amostras de cultura (Tabela 4) que eram mantidas criopreservadas no Laboratorio de

Pesquisas Clinicas do Centro de Pesquisas René Rachou-FIOCRUZ. Foram realizados

experimentos como extracdo do DNA (descrito no item 4.5), reacdo em cadeia da

polimerase para 0s alvos KDNA e gp63 (descrito no item 4.6 ) e a técnica de polimorfismo

por tamanho de fragmento de restricdo (descrito no item 4.7) com todas as cepas

referéncia (Tabela 4).

Tabela 4: Cepas referéncias utilizadas no trabalho como padrao referéncia na reacdo de PCR-RFLP

Identificacéo

Espécie

Cadigo Internacional

Cepa Referéncia n°1 (Refl)
Cepa Referéncia n°2 (Ref2)
Cepa Referéncia n°3 (Ref3)
Cepa Referéncia n°4 (Ref4)
Cepa Referéncia n° (Refb)

Leishmania (Leishmania) infantum
Leishmania (Leishmania) infantum
Leishmania (Leishmania) donovani
Leishmania (Leishmania) amazonensis
Leishmania (Viannia) braziliensis

MHOM/BR/2002/LPC-RPV
MHOM/BR/1974/PP75
MHOM/ET/1967/HU3
IFLA/BR/1967/PH-8
MHOM/BR/75/M2903
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4.9 Andlise de sequéncias de nucleotideos depositadas no GenBank e posterior andlise in
silico no programa “RestrictionMapper”

Foi utilizado o banco de dados Blast (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi) para
busca de sequéncias de nucleotideos correspondente aos alvos do trabalho: KDNA e
regido intragénica da glicoproteina gp63. Para isso, foram usadas as sequéncias dos
iniciadores correspondentes MC1 e MC2, bem como os iniciadores SG1 e SG2, descritos
anteriormente. Foram usadas apenas sequéncias que obedeciam aos parametros de
qualidade: alto grau de identidade (aproximadamente 100%) com os iniciadores e ao
organismo Leishmania. Os dados das sequéncias escolhidas encontram-se nas Tabelas 5
e 6.

Posteriormente, estas sequéncias nucleotidicas foram digeridas in silico no
programa “RestrictionMapper version 3” disponivel em:
http://www.restrictionmapper.org/. Neste programa existe um painel de enzimas
disponiveis para digestdo virtual. Dessa forma, foram escolhidas as mesmas enzimas
utilizadas nos experimentos laboratorias: Vspl, Ddel, Hpall, Bglll, Rsal para o alvo
kDNA e Hincll e Taqgl para o alvo gp63. Apdés a restricdo, 0 programa gera o tamanho
exato dos fragmentos obtidos. Estas sequéncias foram utilizadas para serem comparadas
com as amostras do estudo na analise por fenograma. Estas sequéncias ndo correspondem
aos critérios estabelecidos para selecdo das amostras bioldgicas deste trabalho, como por
exemplo, pertencer ao estado de Minas Gerais. As sequéncias correspondentes as regides
dos minicirculos do kDNA sdo de amostras de L. infantum de diferentes paises,
correspondentes & amostras da Africa, América Central e Sul, além da Europa (Tabela 5).

Foram também utilizados perfis de restricdo encontrados para amostras descritas
na literatura em artigos que foram usados como referéncia para este estudo (Cortes et al.
2006, Cortes 2008, Guerbouj et al. 2001), e incluidos na andlise por fenograma para

comparacdo com os resultados obtidos em experimentos realizados no laboratorio.
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Tabela 5: Dados das sequéncias nucleotidicas depositadas no GenBank para o alvo KDNA que foram selecionadas
para analise por fenograma.

Namero de
Acesso e Espécie Descricéo Query Max Pais/Continente
Identificacéo Coverage Ident
AF169140.1 . Leishmania i_nfantum, minicir?ulc_) do . . Tunisia
(GenBank1) L.infantum DNA do cnnceot%ppllaesg, sequéncia 100% 100% Africa do Norte
AF169133.1 Leishmania infantum, cepa Algéri
. . MHOM/DZ/85/LIPA141, minicirculo geria
(GenBank?2) L.infantum do DNA do cinetoplasto, sequéncia 100% 100% Africa do Norte
completa
AF103741.1 Leishmania infantum, cepa Tunisi
. . MCAN/TN/78/LEM78, minicirculo unisia
(GenBank3) L.infantum do DNA do cinetoplasto, sequéncia 100% 100% Africa do Norte
completa
Leishmania infantum, cepa Portugal
AF169131.1 . MCAN/PT/88/REBELO2, minicirculo
(GenBankd) L.infantum do DNA do cinetoplasto, sequéncia 100% 95% Sudoeste da
completa Europa
Leishmania infantum, cepa Reino Unido
AF103740.1 . MHOM/UK/88/CILLONICZ,
(Genbank5) L.infantum minicirculo do DNA do cinetoplasto, 100% 95% Noroeste da
sequéncia completa Europa
Leishmania donovani, minicirculo do 5
AJ010077.2 L.donovani DNA do cinetoplasto, isolado 100% 100% S"L;d.ao
(GenBank6) MHOM/SD/85/FORSTER, clone 14 Africa
AF103739 1 Leishmania chagasi, cepa Nordeste d
. . MHOM/BR/74/PP75, minicirculo do oraeste do
(Gen Ban k7) L'ChagaSI DNA do cinetoplasto, sequéncia 100% 100% ) Brasil
completa America do Sul
AF169137 1 Leishmania chagasi, cepa P i
. . MHOM/PA/79/WR317, minicirculo anama
(GenBanka8) L.chagasi do DNA do cinetoplasto, sequéncia 100% 100% America Central

completa
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Tabela 6: Dados das sequéncias nucleotidicas depositadas no GenBank para o alvo gp63 selecionadas para
analise por fenograma.

Namero de Acesso .~ X Query Max
e Identificacdo Especie Descrigao Coverage ldent
Y08156.1 . L.infantum, gene que codifica a o 0
(GenBankl) L.infantum glicoproteina Gp63 100% 100%
Z83677.1 . . o o
(GenBank?) L.infantum L.infantum, gene da GP63 100% 100%
U48798.1 Leishmania infantum, glicoproteina de
GenB k3 L.infantum superficie gp63, gene (gp63), cds 100% 100%
(GenBank3) completos
Leishmania infantum, JFCM5 GP63,
KN 090002 L.infantum leishmanolysin (GP63-4) MRNA, cds 100% 100%
(Genbank4) completos
Leishmania donovani, mspC gene para
AJ495003.1 L.donovani GP63, cepa MHOM/KE/1954/LRC- 100% 100%
(GenBankb5) L53
AJ495006.1 - Leishmania donovani, mspC gene para o o
(GenBanks) L.donovani GP63, cepa MCAN/IQ/1977/Bumms3 100% 100%
Leishmania donovani, mspC gene para
,DC\;J49I§’OOﬁ.71 L.donovani GP63, cepa 100% 100%
(GenBank7) MHOM/CN/0000/WangJiel
4.10 Anélise

Inicialmente, cada padréo de restrigdo resultante da hidrolise dos produtos da PCR
pelas endonucleases foi analisado visualmente em geéis de poliacrilamida 6%. Em
seguida, as imagens dos geéis foram avaliadas com o programa GelAnalyzer
(www.gelanalyzer.com) para determinar, com precisdo, o tamanho dos fragmentos
observados. Estes padrdes de bandas foram utilizados para a determinacdo de perfis ou
gendtipos e interpretados através de analise qualitativa. Cada perfil de restricdo foi
inserido em uma matriz binaria, onde as bandas visualizadas no gel foram codificadas
como presentes (1) ou ausentes (0) em cada isolado. A partir da matriz binaria, foram
geradas 100 novas matrizes binarias ficticias através de embaralhamento dos perfis
obtidos por meio do programa SEQBOOT (PHYLIP - Phylogeny Inference Package -
http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html). A partir de cada uma das matrizes
binarias, foi obtida uma matriz de distancia com o programa RESTDIST (PHYLIP) em
modo restriction fragments. Em seguida foram construidas arvores para inferir relactes

filogenéticas entre os isolados, com o programa NEIGHBOR (PHYLIP) no modo
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UPGMA. A partir das 100 &rvores geradas, foi obtida uma arvore consenso com o
programa CONSENSE (PHYLIP). A topologia da arvore consenso, com os valores de

suporte dos nds foi visualizada com o programa MEGA (http://www.megasoftware.net/).

4.11 Considerac0es éticas

O uso das amostras clinicas de aspirado de medula 6ssea, sangue total, bidpsia de
baco e de cultura de L. infantum no presente estudo foi submetido a analise do Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais, que conjuntamente com as
outras instituicdes envolvidas no trabalho: Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ
e Universidade Federal de Ouro Preto gerou o protocolo de aprovacdo CAEE-
03904112.0.0000.5149 (Anexo 2).
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5.0 RESULTADOS

5.1 Produtos da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

5.1.1Produtos da PCR da regido do minicirculo do kDNA.

Todas as 47 amostras utilizadas para este estudo (amostras clinicas e amostras de
cultura de L. infantum) foram amplificadas para regido de minicirculo do kDNA,
utilizando os iniciadores MC1 e MC2 descrito por Cortes e colaboradores em 2004. Todas
as amostras apresentaram um fragmento de 447pb (Figura 4).

Amostras amplificadas para o alvo kDNA
A

4 2
g &

[

447pb

Figura 4: Visualizacdo dos produtos de amplificacdo da reacdo de PCR para o alvo KDNA(447pb)
em gel de poliacrilamida 6% corado com nitrato de prata 0,2%. *Padrdao de Tamanho Molecular—
100pb(PROMEGA); °Controle Negativo da PCR.

5.1.2 Produtos da PCR da regido intragénica da glicoproteina gp63.

Todas as 47 amostras utilizadas para este estudo (amostras clinicas e amostras de
cultura de L. infantum) foram amplificadas para regido intragénica da glicoproteina gp63,
utilizando os iniciadores SG1 e SG2 descrito por Guerbouj e colaboradores em 2001.

Todas as amostras apresentaram um fragmento de 1330pb (Figura 5).

s . Amostras amplifica‘das parao alvogp63
g & v

1500pb

1000pb —1330pb

500pb
Figura 5: Visualizacdo dos produtos de amplificacdo da reacdo de PCR para o alvo gp63(1330pb)
em gel de poliacrilamida 6% corado com nitrato de prata 0,2%. *Padrdo de Tamanho Molecular—
100pb(PROMEGA)); "Controle Negativo da PCR.

5.2 Desempenho dos métodos — limite de detecgéo

O ensaio de PCR para o alvo kDNA apresentou limite de deteccdo de 1 pg de
DNA gendmico da amostra referéncia de L. infantum (MHOM/BR/2002/LPC-RPV)
diluido em seérie (1:10) (Figura 6).
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800pb

447pb
500pb

300pb

Figura 6: Limite de deteccdo do ensaio de PCR para o0 alvo kDNA/Visualizagdo dos produtos de
amplificacdo da reagdo de PCR para 0 alvo KDNA(447pb) em gel de poliacrilamida 6% corado
com nitrato de prata 0,2%. ®Padrio deTamanho Molecular— 100pb(PROMEGA); "Controle
Negativo da PCR; °L. infantum — MHOM/BR/2002/LPC-RPV (dosagem do DNA total:
10,42ng/pL).

O ensaio de PCR para o alvo da regido intragénica da glicoproteina gp63
apresentou limite de deteccao de 10,42 fg de DNA gendmico da amostra referéncia de L.
infantum (MHOM/BR/2002/LPC-RPV) diluido em série (1:10) (Figura 7).

1500pb
1 IS ——>1330pb

\\
1000pb 10,42fg/uL

500pb

Figura 7: Limite de deteccdo do ensaio de PCR para o alvo da regido intragénica da
gp63/Visualizacdo dos produtos de amplificacdo da reacdo de PCR para o alvo gp63(1330pb) em
gel de agarose 2% corado com brometo de etidio 0,5 pg/ml - *Padrdo de Tamanho Molecular—
100pb(PROMEGA); "Controle Negativo da PCR; °L. infantum — MHOM/BR/2002/LPC-RPV
(dosagem do DNA total: 10,42ng/uL).

5.3 Especificidade do ensaio de PCR
5.3.1 Especificidade do ensaio de PCR para 0 alvo KDNA

Todas as amostras desse estudo foram amplificadas para a regido do KDNA com
os iniciadores MC1 e MC2, seguindo protocolos descritos por Cortes et al. 2004. Esses
iniciadores sdo especificos para 0 complexo Leishmania donovani, assim conclui-se que
para todas as amostras deste trabalho, havia DNA proveniente de L. infantum, visto que
essas amostras originam-se do estado de Minas Gerais/Brasil, aonde a Unica espécie

circulante do complexo Leishmania donovani é a L. infantum. Foram feitos testes com
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outras espécies de Leishmania, como L. donovani, L. amazonensis e L. braziliensis
(Figura 8).

447pb

300pb

Figura 8: Especificidade do ensaio de PCR para 0 alvo kDNA (447pb) , em gel de poliacrilamida
6% corado com nitrato de prata 0,2%. *Padrio de Tamanho Molecular — 100pb(PROMEGA); "
Controle Negativo da reacdo de PCR, L. infantum — MHOM/BR/2002/LPC-RPV; °L. infantum
— MHOMY/BR/1974/PP75; °L. donovani — MHOM/ET/1967/HU3; L. amazonensis—
IFLA/BR/1967/PH-8; ¢ L. braziliensis— MHOM/BR/75/M2903.

Como visualizado na imagem do gel anterior, 0 DNA proveniente das cepas
referéncia de L.amazonensis e L.braziliensis ndo puderam ser amplificados para o alvo
do kDNA (447pb), j4 que estas especies ndo pertencem ao complexo Leishmania

donovani.

5.3.2 Especificidade do ensaio de PCR para o alvo da regido intragénica da gp63

Todas as amostras desse estudo foram também amplificadas para a regido
intragénica da glicoproteina gp63 com os iniciadores SG1 e SG2, seguindo protocolos
descritos por Guerbouj et al. 2001. Esses iniciadores sdo para tripanossomatideos. Foram
feitos testes com outras espécies de Leishmania, como L. donovani, L. amazonensis e L.

braziliensis (Figura 9).

1500pb

1330pb

1000pb

700pb

Figura 9: Especificidade do ensaio de PCR para o alvo da regido intragénica da gp63 (1330pb),
em gel de poliacrilamida 6% corado com nitrato de prata 0,2%. *Padrdo de Tamanho Molecular
— 100pb(PROMEGA); ° Controle Negativo da reagio de PCR, °L. infantum —
MHOM/BR/2002/LPC-RPV; ‘L. infantum — MHOM/BR/1974/PP75; °L. donovani —
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MHOM/ET/1967/HU3; L. amazonensis— IFLA/BR/1967/PH-8; 9L. braziliensis—
MHOM/BR/75/M2903.

Como visualizado na imagem do gel anterior, o0 DNA proveniente das cepas
referéncia de L. amazonensis e L. braziliensis foram amplificados para o alvo da regido
intragénica da glicoproteina gp63 (1330pb), uma vez que estes iniciadores sdo para

tripanossomatideos.

5.4 Reacdo em Cadeia da Polimerase - Polimorfismo por Tamanho de Fragmento de
Restricdo (PCR-RFLP)

Para avaliacdo da variabilidade intraespecifica de L. infantum foram utilizadas
diversas endonucleases de restricdo direcionadas para a avaliacdo das regides de
minicirculos do kDNA e da regido intragénica da glicoproteina gp63.

Todos os perfis de cada enzima foram analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida 6% e confirmados no equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies GmbH, Waldbronn, Alemanha) com a utilizacdo do kit “Agilent High
Sensitivity DNA Kit”, que através da eletroforese capilar ¢ capaz de separar, quantificar
e determinar exatamente os tamanhos dos fragmentos em pb. Este kit € ideal para analise

de fragmentos entre 50 e 7000pb.

5.4.1 PCR-RFLP para a regido de minicirculo do kDNA

Para o alvo da regido do minicirculo do KDNA (447 pb) foram avaliadas cinco
endonucleases, sendo elas: Vspl, Rsal, Bglll, Ddel e Hpa Il. Dessas, os padrdes de
restricdo obtidos com as enzimas Rsal, Bglll, Ddel, Hpall revelaram-se monomorficos
para as amostras do estudo e apenas 0s padrdes de restricdo da enzima Vspl mostraram-

se polimorficos.

5.4.1.1 Endonuclease Vspl

Na andlise do perfil da reacdo de PCR-RFLP do alvo da regido do minicirculo do
KDNA (447 pb) com a enzima Vspl dois perfis puderam ser identificados, sendo eles:
Perfil tipo I — Perfil apresentando trés bandas: 134pb, 152pb e 161pb (Figura 10).
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Figura 10: Perfil tipo | da restricdo enzimatica realizada com a endonuclease Vspl a partir de
produtos de amplificacdo da reacdo de PCR para o alvo KDNA(447pb). A) Gel de poliacrilamida
6% corado com brometo de etidio 0,5 pg/ml; ?Padrio de Tamanho Molecular —
100pb(PROMEGA); ® Padriio de Tamanho Molecular — Phix@174(PROMEGA); ¢ Produto de
amplificacdo do minicirculo do KDNA intacto, sem a etapa de digestdo enzimatica; °L. infantum
— MHOMY/BR/2002/LPC-RPV; °L. infantum — MHOM/BR/1974/PP75; "Amostras do grupo de
cdes; 9 Amostras de cultura; "Amostras clinicas; 'Amostras do grupo de adultos; !Amostras do
grupo de criancas. B) Eletroforese capilar em microchip no equipamento Bioanalyzer 2100,
%Padrdo de Tamanho Molecular Bioanalyzer; ° L. infantum — MHOM/BR/2002/LPC-RPV.

Perfil tipo IT — Perfil apresentando duas bandas: 310pb e 164pb (Figura 11).
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Figura 11: Perfil tipo 1l da restricdo enzimatica realizada com a endonuclease Vspl a partir de
produtos de amplificacdo da reacéo de PCR para o alvo kDNA(447pb). A) Gel de poliacrilamida
6% corado com brometo de etidio 0,5 pg/ml; *Padrdo de Tamanho Molecular —
100pb(PROMEGA); "Amostra do grupo de adultos; “Amostra de cultura. B) Eletroforese capilar
em microchip no equipamento Bioanalyzer 2100; *Padrao de Tamanho Molecular Bioanalyzer;
bAmostra do grupo de adultos; “Amostra de cultura.

Apenas uma amostra de cultura de L. infantum, AD1, apresentou o Perfil tipo II,
todas as outras quarenta e seis amostras apresentaram o Perfil tipo I.

A amostra que apresentou variabilidade genética com a restrigdo enzimatica
realizada pela endonuclease Vspl, que apresentou o Perfil tipo Il, foi isolada de uma
paciente do grupo de adultos, que é residente do municipio de Minas Novas, localizado
no Alto Jequitinhonha na regido Nordeste do estado de Minas Gerais, a 485Km do
municipio de Belo Horizonte.

Os parasitos da amostra AD1 foram isolados através da puncdo de medula 6ssea
e cultivados em meio de cultura LIT (Liver Infusion Triptose), suplementado com 20%
de Soro Fetal Bovino inativado e meio NNN-sangue (&gar bacterioldégico com sangue de
coelho desfibrinado). A coleta dessa amostra clinica foi realizada no ano de 2011 e a
paciente era sintomatica para leishmaniose visceral, do sexo feminino, tendo 14 anos de
idade, sem histdrico de infeccdo pelo HIV e sem nenhuma outra comorbidade. A paciente
apresentava a forma clinica classica de LV e todos 0s seus outros exames para O
diagnostico da doenca foram considerados positivos (exame direto - medula dssea, RIFI
e Teste Rapido). A paciente iniciou o tratamento com Anfotericina B no hospital e depois
da melhora do quadro clinico, o tratamento foi finalizado com a administracdo de
Glucantime, no ambulatorio. Apds o fim do tratamento, a paciente fez acompanhamento

regular com médicos especializados e atualmente encontra-se em bom estado de saude.

5.4.1.1.1 Dendograma sem raiz — endonuclease Vspl

Para melhor visualizacdo dos resultados obtidos com a andlise do perfil da reacéo
de PCR-RFLP do alvo da regido do minicirculo do kDNA (447 pb) usando a
endonuclease de restricao Vspl, os dados foram agrupados em um dendograma sem raiz
(Figura 12).
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Figura 12: Dendograma sem raiz - endonuclease Vspl. CA—Amostras do grupo de cides; CR—
amostras do grupo de criancas; AD— Amostras do grupo de adultos; Cult—Amostras de cultura;
Clin— Amostras clinicas; Ref (Tabela 4); Genbank (Tabela 5); Perfil 1,2 e 3 (Cortes et al. 2006 e
Cortes 2008).

Através da analise da imagem do dendograma sem raiz é possivel perceber que a
Unica amostra variavel foi a amostra AD1_cult, Perfil tipo Il deste trabalho (bandas de
310 e 164pb). Este Perfil encontrado é semelhante ao Perfil 3, para enzima Vspl (bandas
310 e 137pb) descrito por Cortes (2008).

Também € possivel perceber que as outras quarenta e seis amostras que
apresentaram o Perfil tipo | deste trabalho (bandas 134,152 e 161pb) ficam pareadas com
o Perfil 1 (bandas134,152 e 161pb) descrito por Cortes e colaboradores (2006) e Cortes
(2008). Estas amostras também ficaram pareadas com todas as demais oito sequéncias de
nucleotideos para o alvo KDNA obtidas ap6s busca no GenBank (Tabela 5) e posterior

analise in silico no programa “RestrictionMapper” sendo elas: AF169140.1/Genbank,
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AF169133.1/GenBank2, AF103741.1/GenBank3, AF169131.1/Genbank4,
AF103740.1/Genbank5, AJ010077.2/GenBanke, AF103739.1/GenBank7,
AF169137.1/GenBank8. Ainda, estas amostras ficaram pareadas com as cepas referéncia
MHOM/BR/2002/LPC-RPV (Refl), MHOM/BR/1974/PP75 (Ref2) e
MHOM/ET/1967/HU3 (Ref3) (Tabela 4).

O Perfil 2 descrito por Cortes e colaboradores (2006) e Cortes (2008) para enzima
Vspl formou um grupo separado dos demais, e isto deve-se ao fato deste padrdo ser
representado por bandas de 170, 137, 90 e 50pb, e para o qual nenhuma das amostras
deste trabalho demonstraram, além das sequéncias obtidas apds busca no GenBank
(Tabela 5) e amostras referéncia (Tabela 4).

5.4.1.1.2 Dendograma sem raiz com analise Bootstrap — endonuclease Vspl

Foi gerado um outro tipo de representacdo para analise dos dados do perfil da
reacdo de PCR-RFLP do alvo da regido do minicirculo do kDNA (447 pb) com a enzima
Vspl. Um novo dendograma sem raiz foi criado com adi¢cdo da analise por Bootstrap
(Figura 13). Este ¢ um método de simulacdo que objetiva a obtencdo de intervalos de
confianca para as estimativas dos parametros de interesse, por reamostragem do conjunto
de dados original (Matinez-Espinosa et al. 2006). Os resultados visualizados sdo 0s
mesmos encontrados na representacdo anterior no item 5.4.1.1.1. Ainda, nesta
representacdo € possivel analisar os valores de Bootstrap, que indicam o percentual de
suporte calculado pelo teste as relacbes apresentadas, como por exemplo, a amostra
AD1 cult que fica pareada com o Perfil 3 Cortes (2008) apresenta um valor de suporte
do nd de 92%. Ja o Perfil 2 descrito por Cortes e colaboradores (2006) e Cortes (2008)
para enzima Vspl que formou um grupo separado dos demais possui um valor de suporte
do nd de 100%.
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Figura 13: Dendograma sem raiz com analise Bootstrap - endonuclease Vspl. CA—Amostras do
grupo de cées; CR— amostras do grupo de criangas; AD—Amostras do grupo de adultos;
Cult— Amostras de cultura; Clin— Amostras clinicas; Ref (Tabela 4); Genbank (Tabela 5); Perfil
1,2 e 3 (Cortes et al. 2006 e Cortes 2008).
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5.4.1.2 Endonuclease Rsal

Na analise do perfil da reacdo de PCR-RFLP do alvo da regido do minicirculo do
KDNA (447 pb) com uso da enzima Rsal foi possivel observar apenas um perfil, sendo
ele:
Perfil tipo I — Perfil apresentando duas bandas: 194pb e 253pb (Figura 14).
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Figura 14: Perfil da restricdo enzimatica realizada com a endonuclease Rsal a partir de produtos
de amplificacdo da reacdo de PCR para o alvo kKDNA(447pb) . A) Gel de poliacrilamida 6%
corado com brometo de etidio 0,5 pg/ml; ®Padrdo de Tamanho Molecular — 100pb(PROMEGA);
b Padrdo de Tamanho Molecular — Phixg174(PROMEGA); ¢ Produto de amplificacio do
minicirculo do kKDNA intacto, sem a etapa de digestdo enzimatica; °L. infantum—
MHOM/BR/2002/LPC-RPV; °L. infantum — MHOM/BR/1974/PP75; "Amostras do grupo de
caes; 9 Amostras de cultura; "Amostras clinicas; ‘Amostras do grupo de adultos; /Amostras do
grupo de criancas. B) Eletroforese capilar em microchip no equipamento Bioanalyzer 2100,
%Padrdo de Tamanho Molecular Bioanalyzer; ° L. infantum— MHOM/BR/2002/LPC-RPV.

Este Perfil tipo I, encontrado neste trabalho (bandas 194 e 253pb) também foi
descrito por Cortes e colaboradores (2006) e Cortes (2008), como Perfil | para enzima
Rsal (bandas 194 e 253pb).

5.4.1.2.1 Dendograma sem raiz com andlise Bootstrap — endonuclease Rsal
Através da andlise da imagem do dendograma sem raiz com a andlise Bootstrap
para a enzima Rsal (Figura 15) é possivel perceber que a Gnica amostra que apresentou

variabilidade e com um valor de suporte do n6 de 97% foi a sequéncia de nucleotidios
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AF169140.1/Genbankl (Tabela 5), que ficou pareada com o Perfil 3, descrito por Cortes
e colaboradores (2006) e Cortes (2008).

O Perfil 2 descrito por estes autores também ficou num grupo separado das
demais e com um valor de suporte do n6 de 86%.

As outras sequéncias de nucleotideos para o alvo KDNA obtidas ap6s busca no
GenBank (Tabela 5) e posterior analise in silico no programa “RestrictionMapper”:
AF169133.1/GenBank2, AF103741.1/GenBank3, AF169131.1/Genbank4,
AF103740.1/Genbankb, AJ010077.2/GenBanke, AF103739.1/GenBank?,
AF169137.1/GenBank8, as cepas referéncia MHOM/BR/2002/LPC-RPV (Refl),
MHOM/BR/1974/PP75 (Ref2) e MHOM/ET/1967/HU3 (Ref3) (Tabela 4) apresentaram
o mesmo perfil das 47 amostras avaliadas neste estudo e que corresponde ao Perfil 1,
descrito por Cortes e colaboradores (2006) e Cortes (2008).
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Figura 15: Dendograma sem raiz com anélise Bootstrap - endonuclease Rsal. CA—Amostras do
grupo de cées; CR— amostras do grupo de criangas; AD—Amostras do grupo de adultos;
Cult— Amostras de cultura; Clin— Amostras clinicas; Ref (Tabela 4); Genbank (Tabela 5); Perfil
1,2 e 3 (Cortes et al. 2006 e Cortes 2008).
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5.4.1.3 Endonuclease Bglll

Na analise do perfil da reacdo de PCR-RFLP do alvo da regido do minicirculo do
kDNA (447 pb) com uso da enzima Bglll apenas um perfil pode ser identificado, sendo
ele:

Perfil tipo I — Perfil apresentando apenas uma banda: 447pb (Figura 16).
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Figura 16: Perfil da restricdo enzimatica realizada com a endonuclease Bglll a partir de produtos
de amplificacdo da reacdo de PCR para 0 alvo KDNA(447pb). A) Gel de poliacrilamida 6% corado
com brometo de etidio 0,5 pg/ml; *Padrio de Tamanho Molecular — 100pb(PROMEGA); °
Padrdo de Tamanho Molecular — Phixpl74(PROMEGA); ¢ Produto de amplificacdo do
minicirculo do kKDNA intacto, sem a etapa de digestdo enzimatica; °L. infantum—
MHOM/BR/2002/LPC-RPV; °L. infantum — MHOM/BR/1974/PP75; "Amostras do grupo de
caes; 9 Amostras de cultura; "Amostras clinicas; ‘Amostras do grupo de adultos; /Amostras do
grupo de criancas. B) Eletroforese capilar em microchip no equipamento Bioanalyzer 2100,
%Padrdo de Tamanho Molecular Bioanalyzer; ° L. infantum— MHOM/BR/2002/LPC-RPV.

As sequéncias de nucleotideos para o alvo KDNA obtidas apds busca no GenBank
(Tabela 5) e posterior analise in silico no programa “RestrictionMapper”:
AF169140.1/Genbank1 AF169133.1/GenBank2, AF103741.1/GenBank3,
AF169131.1/Genbank4, AF103740.1/Genbank5, AJ010077.2/GenBanks,
AF103739.1/GenBank7, AF169137.1/GenBank8, bem como as cepas referéncia
MHOM/BR/2002/LPC-RPV (Refl), MHOM/BR/1974/PP75 (Ref2) e
MHOM/ET/1967/HU3 (Ref3) (Tabela 4) apresentaram o mesmo perfil das 47 amostras
avaliadas neste estudo e que corresponde ao Perfil 1(banda 447pb) , descrito por Cortes
e colaboradores (2006) e Cortes (2008).
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5.4.1.4 Endonuclease Ddel

Na andlise do perfil da reacdo de PCR-RFLP do alvo da regido do minicirculo do
kDNA (447 pb) com uso da enzima Ddel apenas um perfil pode ser identificado, sendo
ele:

Perfil tipo I — Perfil apresentando duas bandas: 100pb e 319pb (Figura 17).
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Figura 17: Perfil da restricdo enzimatica realizada com a endonuclease Ddel a partir de produtos
de amplificacdo da reacdo de PCR para 0 alvo KDNA(447pb). A) Gel de poliacrilamida 6% corado
com brometo de etidio 0,5 pg/ml; *Padrio de Tamanho Molecular — 100pb(PROMEGA); °
Padrio de Tamanho Molecular — Phix@l74(PROMEGA); ¢ Produto de amplificacdo do
minicirculo do kKDNA intacto, sem a etapa de digestdo enzimatica; °L. infantum—
MHOM/BR/2002/LPC-RPV; °L. infantum — MHOM/BR/1974/PP75; "Amostras do grupo de
caes; 9 Amostras de cultura; "Amostras clinicas; ‘Amostras do grupo de adultos; /Amostras do
grupo de criangas. B) Eletroforese capilar em microchip no equipamento Bioanalyzer 2100,
%Padrdo de Tamanho Molecular Bioanalyzer; ° L. infantum— MHOM/BR/2002/LPC-RPV.

As sequéncias de nucleotideos para 0 alvo kKDNA obtidas apos busca no GenBank
(Tabela 5) e posterior analise in silico no programa “RestrictionMapper”:
AF169140.1/Genbank1 AF169133.1/GenBank2, AF103741.1/GenBank3,
AF169131.1/Genbank4, AF103740.1/Genbank5, AJ010077.2/GenBanks,
AF103739.1/GenBank7, AF169137.1/GenBank8, bem como as cepas referéncia
MHOM/BR/2002/LPC-RPV (Refl), MHOM/BR/1974/PP75 (Ref2) e
MHOM/ET/1967/HU3 (Ref3) (Tabela 4) apresentaram o mesmo perfil das 47 amostras
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avaliadas neste estudo e que corresponde ao Perfil 1(bandas 100 e 319pb) , descrito por
Cortes e colaboradores (2006) e Cortes (2008).

5.4.1.5 Endonuclease Hpall

Na analise do perfil da reacdo de PCR-RFLP do alvo da regido do minicirculo do
kDNA (447 pb) com uso da enzima Hpall apenas um perfil pode ser identificado, sendo
ele:
Perfil tipo I — Perfil apresentando duas bandas: 37pb e 410pb (Figura 18). A banda de
37pb por ser de tamanho bastante pequeno ndo pode ser observada em todas as amostras.
Apesar de padronizado o tempo de corrida na eletroforese, muitas vezes esta banda era

perdida na mesma, ou aparecia com pouca intensidade.
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Figura 18: Perfil da restricdo enzimatica realizada com a endonuclease Hpall a partir de produtos
de amplificacdo da reagdo de PCR para 0 alvo kDNA(447pb). A) Gel de poliacrilamida 6% corado
com brometo de etidio 0,5 pg/ml; *Padrio de Tamanho Molecular — 100pb(PROMEGA); °
Padrio de Tamanho Molecular — Phix@l74(PROMEGA); ¢ Produto de amplificacdo do
minicirculo do kKDNA intacto, sem a etapa de digestdo enzimatica; °L. infantum—
MHOM/BR/2002/LPC-RPV; °L. infantum — MHOM/BR/1974/PP75; "Amostras do grupo de
caes; 9 Amostras de cultura; "Amostras clinicas; ‘Amostras do grupo de adultos; '/Amostras do
grupo de criangas. B) Eletroforese capilar em microchip no equipamento Bioanalyzer 2100,
%Padrdo de Tamanho Molecular Bioanalyzer; ° L. infantum— MHOM/BR/2002/LPC-RPV.

Este Perfil tipo I, encontrado neste trabalho (bandas 37 e 410pb) também foi
descrito por Cortes e colaboradores (2006) e Cortes (2008), como Perfil 1 para enzima

Hpall (bandas 37e 410pb).
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5.4.1.5.1 Dendograma sem raiz com analise Bootstrap — endonuclease Hpall

Através da analise da imagem do dendograma sem raiz com a analise Bootstrap
para a enzima Hpall (Figura 19) € possivel perceber que duas amostras apresentaram
variabilidade com um valor de suporte do n6 de 97%, sendo elas: a sequéncia de
nucleotidios AF169140.1/Genbankl (Tabela 5), que ficou pareada com o Perfil 2,
descrito por Cortes e colaboradores (2006) e Cortes (2008).

A sequéncia AF169133.1/GenBank2, que mostra-se num grupo separado com um
valor de suporte do n6 de 50%. Para esta Ultima ndo foi encontrado nenhum perfil
semelhante na literatura que utilizasse 0 mesmo alvo e analise pela mesma enzima.

O Perfil 4 descrito por Cortes e colaboradores (2006) e Cortes (2008) também
ficou num grupo separados das demais amostras com um valor de suporte do né de 84%.

A sequéncia de nucleotidios AF169137.1/GenBank8 (Tabela 5) ficou pareada
com o Perfil 3, descrito por Cortes e colaboradores (2006) e Cortes (2008), com um valor
de suporte do n6 de 54%.

As outras sequéncias de nucleotideos para o alvo KDNA obtidas apds busca no
GenBank (Tabela 5) e posterior analise in silico no programa ‘RestrictionMapper”:
AF103741.1/GenBanks3, AF169131.1/Genbank4, AF103740.1/Genbank5,
AJ010077.2/GenBank6, AF103739.1/GenBank7, bem como as cepas referéncia
MHOM/BR/2002/LPC-RPV (Refl), MHOM/BR/1974/PP75 (Ref2) e
MHOM/ET/1967/HU3 (Ref3) (Tabela 4), e o Perfil 1 descrito por Cortes e colaboradores

(2006) e Cortes (2008) apresentaram 0 mesmo perfil das outras 47 amostras do estudo.
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Figura 19: Dendograma sem raiz com analise Bootstrap - endonuclease Hpall. CA— Amostras
do grupo de cées; CR— amostras do grupo de criangas; AD—Amostras do grupo de adultos;
Cult— Amostras de cultura; Clin— Amostras clinicas; Ref (Tabela 4); Genbank (Tabela 5); Perfil
1,2,3 e 4 (Cortes et al. 2006 e Cortes 2008).

48



Resultados

5.4.2 PCR-RFLP para a regido intragénica da glicoproteina gp63

Para 0 alvo da regido intragénica da glicoproteina gp63 foram avaliadas duas
endonucleases, sendo elas: Hincll e Tagq|l.

Os padrdes de restricdo obtidos com as enzimas Hincll e Taql revelaram-se

monomorficos para as amostras do estudo.

5.4.2.1 Endonuclease Hincll

Na analise do perfil da reacdo de PCR-RFLP do alvo da regido intragénica da
glicoproteina gp63 com a enzima Hincll apenas um perfil pode ser identificado, sendo
ele:
Perfil tipo I — Perfil apresentando quatro bandas: 80pb, 400pb, 850pb ¢ 1250pb (Figura
20). Importante ressaltar que as bandas de 80 e 1250pb sempre eram as mais nitidas e de

melhor resolugédo, enquanto as bandas de 400 e 850pb mostravam-se mais fracas e menos
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Figura 20: Perfil da restricdo enzimatica realizada com a endonuclease Hincll a partir de produtos
de amplificacdo da reacdo de PCR para o alvo gp63(1330pb). A) Gel de poliacrilamida 6% corado
com brometo de etidio 0,5 pg/ml; Padrio de Tamanho Molecular — 100pb(PROMEGA); "
Padrdo de Tamanho Molecular — Phix@l174(PROMEGA); ¢ Produto de amplificacdo da regido
intragénica da gp63 intacta, sem a etapa de digestdo enzimatica; °L. infantum—
MHOM/BR/2002/LPC-RPV; °L. infantum — MHOM/BR/1974/PP75; "Amostras do grupo de
caes; 9 Amostras de cultura; "Amostras clinicas; ‘Amostras do grupo de adultos; '/Amostras do
grupo de criangas. B) Eletroforese capilar em microchip no equipamento Bioanalyzer 2100,
%Padrdo de Tamanho Molecular Bioanalyzer; ° L. infantum— MHOM/BR/2002/LPC-RPV.
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Este Perfil tipo I, encontrado neste trabalho (bandas 80, 400, 850 e 1250pb)
também foi descrito por Guerbouj e colaboradores em 2001 para enzima Hincll (bandas
80, 400, 850 e 1250pb).

5.4.2.2 Endonuclease Taql

Na andlise do perfil da reacdo de PCR-RFLP do alvo da regido intragénica da
glicoproteina gp63 com a enzima Tagl apenas um perfil pode ser identificado, sendo ele:
Perfil tipo I — Perfil apresentando cinco bandas: 80pb, 84pb, 180, 414 ¢ 504 (Figura 21).
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Figura 21: Perfil da restricdo enzimatica realizada com a endonuclease Taqgl a partir de produtos
de amplificacdo da reacdo de PCR para o0 alvo gp63(1330pb). A) Gel de poliacrilamida 6% corado
com brometo de etidio 0,5 pg/ml; *Padrio de Tamanho Molecular — 100pb(PROMEGA); °
Padrdo de Tamanho Molecular — Phix@174(PROMEGA); ¢ Produto de amplificacdo da regido
intragénica da gp63 intacta, sem a etapa de digestdo enzimatica; °L. infantum—
MHOM/BR/2002/LPC-RPV; ‘L. infantum — MHOM/BR/1974/PP75; "Amostras do grupo de
caes; 9 Amostras de cultura; "Amostras clinicas; ‘Amostras do grupo de adultos; '/Amostras do
grupo de criangas. B) Eletroforese capilar em microchip no equipamento Bioanalyzer 2100,
%Padrdo de Tamanho Molecular Bioanalyzer; ° L. infantum— MHOM/BR/2002/LPC-RPV.
Vérios autores utilizaram a técnica de PCR-RFLP para o alvo da regido
intragénica da glicoproteina gp63 com a endonuclease de restricdo Tagl, entretanto os
padrdes de fragmentos gerados ndo foram demonstrados com clareza nestes trabalhos
(Quispe- Tintaya et al. 2004, Botilde et al. 2006, Seridi et al. 2008). Dessa maneira, 0
Perfil tipo | encontrado neste trabalho (bandas 80, 84, 180, 414 e 504pb) pode ser
comparado com sequéncias de nucleotideos para o alvo gp63 obtidas apds busca no

GenBank e posterior analise in silico no programa “RestrictionMapper” (Tabela 6). As

50



Resultados

47 amostras analisadas neste trabalho, obtiveram perfil semelhante as sequéncias de
nucleotideos Z83677.1/Genbank2 e U48798.1/Genbank3 (Tabela 6).
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6.0 DISCUSSAO

A importéncia das leishmanioses nos contextos social, econdémico e sanitario esta
baseada na ampla distribuicdo geografica das mesmas e na gravidade de suas
manifestacdes clinicas. O crescimento dessa importancia nos Ultimos anos esta
relacionado ao aumento da incidéncia e da disseminacdo de algumas formas de
leishmaniose para novas areas geogréaficas, bem como da sua tendéncia a urbanizacao.

Nas Ultimas décadas, com o aparecimento e aprimoramento da biologia molecular,
avancos tecnoldgicos tém contribuido para o estudo da caracterizacdo de linhagens
patogénicas e melhor compreensdo da epidemiologia de muitas doencas infecto
parasitarias bem como de suas dindmicas de transmissao.

O estudo da diversidade genética de uma espécie permite que as diferencas
encontradas entre grupos, possam ser relacionadas a caracteristicas observadas entre
populacdes analisadas, como por exemplo: manifestacdes de diferentes formas clinicas,
apresentacdo de diferentes distribuicdes geograficas, acometimento de diferentes
hospedeiros ou vetores, apresentacdo de resisténcia ou sensibilidade a tratamentos
especificos, entre outros (Alvarenga 2007, Segatto et al. 2012).

Considerando a importancia da leishmaniose visceral para a satde publica e a
necessidade de um melhor entendimento da epidemiologia desta doenca, estudos focando
identificar a variabilidade genética do parasito tém sido amplamente abordados. No
presente estudo, avaliou-se a variabilidade genética intraespecifica de L. infantum
provenientes de casos humanos e caninos do municipio de Belo Horizonte, de alguns
municipios préximos e de outros do estado de Minas Gerais, atraves do uso da técnica de
PCR-RFLP e diferentes alvos génicos: regido intragénica da glicoproteina gp63 e
minicirculos do DNA do cinetoplasto (kDNA).

Diversos estudos apontam que os minicirculos do KDNA sao excelentes alvos a
serem analisados para estudos de variabilidade genética, pois estes estdo mais envolvidos
com uma rapida resposta a diferentes condices ambientais e situacGes de estresse
fisiologico. Essa resposta provavelmente interfere na adaptabilidade do parasita que pode
adquirir vantagens seletivas diferentes conforme a classe de minicirculos que mais
prevalece dentro da rede de KDNA (Alonso et al. 2010, Alonso 2011).

A gp63 é uma glicoproteina de 63kDa expressa na superficie de promastigotas e

amastigotas de todas as espécies de Leishmania e representa mais de 1% da proteina total
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do parasito. Esta enzima cliva o componente C3b do Sistema Complemento em C3bi,
facilitando assim a fixacdo da Leishmania ao macrofago e sua ligagdo as células natural
killer (células NK), o que inibe a multiplicacdo destas células e facilita a infeccdo
parasitaria (Guerbouj et al. 2001, Silva-L6pez 2010). Esta glicoproteina possui grande
importancia na viruléncia do parasito e sofre constantes pressdes seletivas frente a
adaptacao do mesmo. Dessa forma, o gene codificador da gp63 € um outro alvo promissor
para o estudo de variabilidade genética em Leishmania (Guerbouj et al. 2001, Elamin et
al. 2008).

Varias abordagens moleculares vem sendo escolhidas para estudos de
variabilidade genética de espécies do género Leishmania: Polimorfismo de DNA
amplificado ao acaso - RAPD (Bafiuls et al.1999, Hide et al. 2001, Chicharro et al. 2002,
Toledo et al. 2002, Zemanova et al. 2004, Botilde et al.2006, Segatto et al. 2012); analise
de regides de DNA com marcadores microssatélites - MLMT (Jamjoom et al. 2002, Bulle
et al. 2002, Schwenkenbecher et al. 2004, Schwenkenbecher et al. 2005, Botilde et al.
2006, Ochsenreither et al. 2006, Kuhls et al. 2007, Kuhls et al. 2011, Segatto et al. 2012,
Ferreira et al. 2012); PCR de repeti¢cdes de sequéncias simples —-SSR-PCR (Oliveira et al.
1997, Segatto et al. 2012); analise por hibridizacdo de sondas de DNA - Southern blotting
(Sreenivas et al. 2004) e analise por polimorfismo de tamanho de fragmentos de restricao-
RFLP (Mauricio et al. 2001, Guerbouj et al. 2001, Morales et al. 2001, Chicharro et al.
2002, Cupolillo et al. 2003, Quispe-Tintaya et al. 2004, Cortes et al. 2006, Cortes 2008;
Laurent et al. 2007, Alonso et al. 2010, Alonso 2011). Embora todas essas técnicas
tenham apresentado bons resultados, na maioria dos trabalhos a MLMT e RFLP tem se
revelado como as melhores ferramentas para investigaces de genética de populacdes,
assim como para investigacdes epidemioldgicas.

A MLMT possui um alto poder discriminatorio, pois se trata de marcadores
moleculares codominantes (ambos os alelos do gene se expressam), abundantes
(amplamente distribuidos nos organismos), ubiquos (presentes em todo genoma),
hipervariaveis e estaveis (eventualmente ocorrem mutacdes). A diversidade desses
marcadores pode ser explicada, especialmente, pela derrapagem da DNA polimerase no
momento da replicacdo, devido as repeti¢des, ocasionando ganho ou perda de unidades
repetitivas e, com isso, alteragdes em seu tamanho (Tachida & lizuca 1992). A aplicacéo
dessa metodologia pode ser considerada simples e rapida na deteccdo de polimorfismos
de microssatélites por PCR, com boa reprodutibilidade e alto poder discriminatério entre

isolados, possuem o mais elevado conteddo de informacbes de polimorfismo na
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terminologia de marcadores moleculares. (Ochsenreither et al. 2006, Botilde et al. 2006,
Kuhls et al. 2007, Cortes 2008, Alonso 2011, Kuhls et al. 2011, Ferreira et al. 2012,
Segatto et al. 2012).

A RFLP permite uma discriminacéo refinada entre linhagens do parasita, pois gera
diferentes padrdes de restricdo através de polimorfismos, mutacdes pontuais, inser¢des
ou delecdes encontradas no sitio de restricdo das endonucleases utilizadas. Entretanto
essas mutacOes tornam-se estaveis quando sao transmitidas aos seus descentes (Alonso et
al. 2010, Alonso 2011). Nesse contexto, deve-se levar em consideragdo que a maioria das
leishmanias sdo espécies clonais, ou seja, seus gendtipos podem ser usados como
marcadores epidemioldgicos confiaveis, facilitando assim o estudo de dispersdo desse
parasita. Entretanto, eventos de recombinagdo genetica tém sido registrados por alguns
autores, mas ainda sdo considerados eventos mais raros, sendo que a forma mais comum
de reproducdo entre espécies de Leishmania seria ainda a forma clonal (Dujardin et al.
1995, Barfiuls et al. 1999, Akopyants et al. 2009).

Em 1986, Pacheco e colaboradores, foram pioneiros ao utilizar a técnica de PCR-
RFLP do KDNA para analisar diversidade genotipica entre isolados de L. infantum dos
estados do Rio de Janeiro e Bahia. Uma amostra referéncia de L. infantum da Franca e
outra da india também foram analisadas. A RFLP foi capaz de distinguir essas duas cepas
referéncia com clareza, pois essas apresentaram perfis nitidamente diferentes. Tambem
foi possivel observar que os isolados da Bahia eram genotipicamente distintos daqueles
encontrados nas amostras do Rio de Janeiro. Guerbouj et al. (2001), também através da
RFLP, avaliaram o polimorfismo do gene codificador para a gp63 de L. infantum
proveniente de diferentes paises, e demonstraram o agrupamento dos isolados de acordo
com a regido de origem. Do mesmo modo Toledo et al. (2002) mostraram a formacao de
dois grupos de L. infantum da Espanha que tiveram associacdo com a origem geografica.
Em trabalho mais recente, Alonso (2011), através da técnica de RFLP dos minicirculos
do kDNA foi capaz de distinguir em dois grupos as amostras do estudo, sendo eles: um
grupo composto somente por amostras de Teresina (Pl) e o outro por amostras de Campo
Grande (MS) e de Bauru (SP), visto que esses dois Ultimos sdo regides geograficamente
proximas, evidenciando assim uma relacdo entre distancia genética e origem geografica.

Assim, para o presente estudo, optou-se por utilizar a PCR-RFLP em dois alvos
(gene codificador da glicoproteina gp63 e minicirculo do kDNA) como ja descrito
anteriormente. Para o alvo KDNA foram utilizadas cinco endonucleases de restricéo,

sendo elas: Vspl, Rsal, Bglll, Ddel e Hpa Il. Para o alvo da glicoproteina gp63 foram
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utilizadas duas endonucleases, sendo elas: Hincll e Tagl. Das sete endonucleases de
restricdo utilizadas para a técnica de RFLP, apenas uma endonuclease, Vspl, foi capaz de
detectar dois perfis diferentes (Tipo | e Tipo Il) e assim variabilidade genotipica entre as
amostras de DNA avaliadas no estudo.

As amostras deste trabalho eram principalmente provenientes do municipio de
Belo Horizonte-MG ou de municipios bem proximos a esse como: Contagem, Ribeirdo
das Neves, Ibirité e Betim, que fazem parte da Regido Metropolitana de Belo Horizonte
(RMBH). Duas amostras foram incluidas neste estudo por conveniéncia. Uma ¢é
proveniente do municipio de Minas Novas-MG e outra do municipio de Aimorés-MG.
Esses dois municipios ndo fazem parte da RMBH e encontram-se um pouco mais
afastados da cidade de Belo Horizonte.

A amostra que apresentou variabilidade genética neste trabalho era proveniente
de Minas Novas. Este municipio encontra-se no Alto Jequitinhonha na regido Nordeste
do estado de Minas Gerais e esta localizado a 485 Km de Belo Horizonte. Esses achados,
no entanto, ndo permitem concluir que a variabilidade genética encontrada para esta
amostra esteja relacionada a distancia geogréafica entre as amostras. As outras 46 amostras
do estudo, juntamente com demais oito sequéncias de nucleotideos para o alvo KDNA
obtidas apo6s busca no GenBank (Tabela 5) e posterior analise in silico no programa
“RestrictionMapper” apresentaram Perfil Tipo 1. Essas amostras do GenBank sao
provenientes de varios paises do mundo, inclusive de outros continentes como Africa,
Europa e América Central.

Cortes (2008) ao estudar diversidade genética de L. infantum a partir de isolados
de humanos, cées e flebotomineos obtidos em diferentes regides geogréaficas de Portugal,
utilizando a PCR-RFLP em minicirculos do KDNA, encontrou perfil semelhante ao Perfil
Tipo Il deste estudo, quando utilizada a endonuclease Vspl. No entanto, o perfil
encontrado no trabalho de Cortes (2008) foi chamado de Perfil Tipo 11l para endonuclease
Vspl, que apresenta duas bandas: 310pb e 137pb é semelhante ao Perfil Tipo Il do
presente trabalho, porém com bandas de 310pb e 164pb. A banda de menor tamanho
molecular difere em 27pb no tamanho dos fragmentos observados entre esses dois perfis.
Esta variacdo pode estar relacionada ao tipo de gel utilizado na andlise dos perfis. Cortes
(2008) utilizou gel de agarose 3% para separacgdo e visualizacdo das bandas e, no presente
estudo foi utilizado gel de poliacrilamida 6% e confirmado o tamanho das bandas com
eletroforese capilar em microchip no equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent

Technologies). Dependendo do tamanho da banda que se espera encontrar existem
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sistemas de eletroforese em gel mais adequados para a sua visualizacdo. O gel de
poliacrilamida tem maior capacidade de resolucdo e é mais efetivo para separar pequenos
fragmentos de DNA (5-500pb). Esse gel também pode acomodar maiores quantidades
de DNA sem perda de resolugdo, até 10ug, comparado ao de gel de agarose, que pode
acomodar bandas que contenham até aproximadamente 10ng de DNA com boa resolucéo.
Ainda, o gel de agarose tem menor capacidade de resolugdo, porém apresenta maior
extensdo de separacédo. Longos fragmentos de DNA (500-20.000 bp) podem ser separados
em gel de agarose com diferentes concentragfes (Teixeira 2003). O equipamento
Bioanalyzer 2100 possui um sistema de eletroforese capilar com deteccdo induzida a laser
em microchips, possui alta capacidade para separacao de moléculas de DNA de tamanhos
moleculares diferentes o que a torna a técnica bastante eficiente e precisa.

As amostras analisadas neste trabalho pertenciam a diferentes grupos: amostras
provenientes de cdes e de humanos. Dentre as amostras provenientes de humanos havia
dois grupos: amostras provenientes de criancas e de adultos, estes Gltimos podiam ser co-
infetados com HIV ou ndo. A amostra variavel, que foi a Unica amostra do estudo a
apresentar Perfil Tipo 11, apos restricdo com a endonuclease Vspl, pertence ao grupo de
adultos, e € proveniente de uma paciente sintomatica para leishmaniose visceral, do sexo
feminino, tendo 14 anos de idade, sem historico de infec¢do pelo HIV e sem nenhuma
outra comorbidade. Como apenas esta amostra foi variavel ndo se pode estabelecer
nenhuma relacdo entre a variabilidade genética e diferentes manifestacGes clinicas, idade,
sexo, localizacdo geografica e especialmente nenhuma diferenca significativa foi
encontrada entre os diferentes tipos de hospedeiro (cdes e humanos). Outros autores
também encontraram resultados semelhantes a esses. Chicharro et al. (2002) utilizando
as técnicas de RAPD e IRT (Tipagem de regido intergénica do RNA ribossomal-I1TS) ndo
observaram diferencas genotipicas entre isolados de Leishmania de caninos e humanos
da llha de Majorca, Espanha. Segatto e colaboradores em 2012, avaliando a variabilidade
genética de L. infantum em amostras de diferentes regibes do Brasil ndo encontraram
diferencas significativas entre amostras de cdes e humanos.

Essa baixa variabilidade encontrada no presente estudo corrobora com a hipotese
sugerida por Lukes e colaboradores em 2007, estes fizeram uma analise multifatorial com
25 cepas do complexo Leishmania donovani geograficamente representativas da Europa,
Africa e Asia, através da anélise de microssatélites, RFLP, anélise de sequéncia de DNA
codificantes e ndo codificantes. A analise permitiu o rastreamento molecular dessas

espécies e propds uma nova teoria de como L. infantum foi introduzida nas Américas. Os
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resultados mostraram que o ancestral comum de L. donovani e L. infantum apareceu na
Asia Central ha aproximadamente 20 milhGes de anos, e ha mais ou menos um milhdo de
anos divergiu, dando origem a L. infantum na Europa e L. donovani na Africa e india.
Com as grandes navegacdes maritimas L. infantum foi introduzida na America do Sul ha
aproximadamente 500 anos. Esses achados levam em consideracdo que o modo
prevalente de reproducdo de espécies do género Leishmania é clonal, mas ha algumas
evidéncias de trocas genéticas entre cepas, particularmente na Africa. Ainda os autores
concluiram que 500 anos é um tempo relativamente curto para gerar variabilidade
genética especialmente quando se trata do Brasil, onde a LV tem praticamente um vetor
principal (L. longipalpis) bem como um reservatorio principal (Canis familiaris), e aléem
disso, como ja dito anteriormente, tem como principal tipo de reproducdo a clonal. Ainda,
diversos outros estudos realizados com amostras do Brasil, de uma maneira geral, tambem
encontram baixa variabilidade genética entre as amostras analisadas (Alvarenga 2007,
Alonso 2011, Coutinho et al. 2011, Kulhs et al. 2011, Segatto et al. 2012, Ferreira et al.
2012, Batista et al 2012).

Os resultados deste estudo mostraram-se promissores, porém estudos adicionais
devem ser feitos com amostras de outros municipios de Minas Gerais com a adicao de
outras técnicas moleculares, maior numero de amostras de DNA provenientes de cées,
humanos e se possivel vetores. Assim, busca-se compreender melhor o papel de
hospedeiros, vetores e reservatorios, bem como se a distancia geogréafica entre a origem
das amostras pode estar relacionada a geracdo e manutencdo da diversidade genética
destes parasitas. Ainda, compreender melhor aspectos relacionados a epidemiologia da
LV na RMBH.
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7.0 CONCLUSAO

A andlise de fragmentos do DNA de L. infantum pela técnica de PCR-RFLP com

0s alvos gp63 e KDNA néo detectou polimorfismos entre as amostras do estudo;

Através da analise fenética dos dados obtidos com as endonucleases de restricdo
nos diferentes alvos foi observada grande similaridade entre as amostras de L.
infantum de humanos e cées provenientes de alguns municipios de Minas Gerais,
sendo eles: Belo Horizonte, Contagem, Betim, Ibirité, Ribeirdo das Neves e

Aimoreés;

O alto grau de homogeneidade entre amostras estudadas ndo permitiu associagdes
de amostras de L. infantum de humanos e cdes provenientes de Belo Horizonte e
municipios proximos a esses, com fatores epidemiolégicos da LV humana, tais
como: localizacdo geografica, hospedeiro, idade, sexo e presenca de co-infeccéo
Leishmania/HIV.
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Anexos

9.0 ANEXOS

9.1 Anexo 1 - Resultado da caracterizacdo de espécies de Leishmania por eletroforese de
enzimas (MLEE) — Colecéo de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz.

Ministério da Satde

FIOCRUZ

Fundagéao Oswaldo Cruz

Instituto Oswaldo Cruz

Laboratério de Pesquisa em Leishmaniose

Colec¢éao de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz - CLIOC - WDCM 731
Servico de isolamento, cultivo e tipagem de Leishmania

RESULTADO DA CARACTERIZACAO DE ESPECIES POR ELETROFORESE DE ENZIMAS

FORMULARIO N°: ER 06/2012

Solicitacdo (s) n® 100/2011, 101/2011 e 102/2011

Solicitante (nome e instituicdo): Mariangela Carneiro
Laboratério de Pesquisas Clinicas — Depto. Doengas Infecciosas e Parasitarias
Centro de Pesquisas René Rachou

Data da entrada da amostra na CLIOC: 08 e 20/12/2011

Data da liberacdo do resultado: 23/01/2012

Ordem de Forma de Resultado da
Amostra Entrada recebimento caracterizagéo loc-L
CLIOC
AD1 265/2011 Cultura L. infantum 3368
AD2 266/2011 Cultura L. infantum 3369
CR1 267/2011 Cultura L. infantum 3370

L. infantum — sin. L. chagasi (ver Kuhls K, Alam MZ, Cupalillo E, Ferreira GEM, Mauricio IL, et al. 2011. Comparative
Microsatellite Typing of New World Leishmania infantum Reveals Low Heterogeneity among Populations and Its Recent
Old World Origin. PLoS Negl Trop Dis 5(6). e1155. doi:10.137 1/journal.pntd.0001155.

Enzimas ensaiadas:
ME MDH ACP GBPDH PGM 6PGDH GPI FUM MPI

O a O | ] M O ] a

IDH IDH
NADP  NAD PEPD PEPD2 PEPD3 ACON HK NH

O a O O ] O O ]

Método utilizado™ MLEE (multilocus enzyme electrophoresis) sequindo protocolo descrito em
Cupolilfo et al 1994. Am_J. Trop. Med. Hyg.

Reaqistro do ensaio

Formulario de ensaio isoenzimatico [Form-LRNTL/CLIOC-027-001]: pagina 28 e 29

Executado por: Conferido por:
Mariana Cértes Boité Elisa Cupolilio
Tecnologista Il Pesquisador- Curadora CLIOC

Rio de Janeiro, 23 de janeiro de 2011

Av. Brasil, 4.365 Manguinhos — Rio de Janeiro, RJ — CEP 21040-361 — Brasil
Pavilhdo Lednidas Deane, 5° andar — sala 509 e 1° andar — sala 116
Tel.: (0055) (21) 3865-8226 / 3865-8195— Fax: (0055) (21) 3865-8195
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Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundagao Oswaldo Cruz

Instituto Oswaldo Cruz

Laboratério de Pesquisa em Leishmaniose

Colecéo de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz - CLIOC - WDCM 73"
Servico de isolamento, cultivo e tipagem de Leishmani:

RESULTADO DA CARACTERIZACAO DE ESPECIES POR ELETROFORESE DE ENZIMAS

FORMULARIO N°: ER 11/2012
Solicitagédo (s) n° 001/2012, 002/2012, 008/2012, 009/2012, 010/2012, 011/2012
012/2012, 013/2012, 014/2012, 015/2012, 016/2012, 017/2012

Solicitante (nome e instituicdo): Mariangela Carneiro
Laboratério de Pesquisas Clinicas — Centro de Pesquisas René Rachou

Data da entrada da amostra na CLIOC: 28/02 e 08/05/2012

Data da liberacdo do resultado: 16/07/2012

AD3 001/2012 Cultura L. infantum 3373
AD4 002/2012 Cultura L. infantum 3374
CA1 010/2012 Cultura L. infantum 3378
CA2 011/2012 Cultura L. infantum 3379
CA3 012/2012 Cultura L. infantum 3380
CA4 013/2012 Cultura L. infantum 3381
CA5 014/2012 Cultura L. infantum 3382
AD5 015/2012 Cultura L. infantum 3383
AD6 016/2012 Cultura L. infantum 3384
AD7 017/2012 Cultura L. infantum 3385
CR2 018/2012 Cultura L. infantum 3386
CR3 019/2012 Cultura Descartada -

1 Amostra descartada por néo apresentar parasitos viaveis.

L. infantum — sin. L. chagasi (ver Kuhls K, Alam MZ, Cupolillo E, Ferreira GEM, Mauricio IL, et al. 2011. Comparative
Microsatellite Typing of New World Leishmania infantum Reveals Low Heterogeneity among Populations and Its Recent
Old World Onigin. PLoS Negl Trop Dis 5(6): e1155. doi:10.137 1/journal pntd.0001155.

Enzimas ensaiadas:
ME MDH ACP GHPDH PGM 6PGDH GPI FUM MPI

o} O O v O v O O O
IDH IDH

NADP  NAD PEPD PEPD2 PEPD3 ACON HK NH

Método utilizacdo: MLEE (muitifocus enzyme electrophoresis) seguindo protocolo descrito em
Cupolillo et al 1994. Am. .J. Trop. Med. Hyg.

Av. Brasil, 4.365 Manguinhos — Rio de Janeiro, RJ— CEP 21040-361 — Brasil
Pavilhdo Lebnidas Deane, 5° andar — sala 509 e 1° andar — sala 116
Tel.: (0055) (21) 3865-8226 / 3865-8195 — Fax: (0055) (21) 3865-8195
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Ministério da Saude
FIOCRUZ

Fundagédo Oswaldo Cruz
Instituto Oswaldo Cruz

Laboratdrio de Pesquisa em Leishmaniose

Registro do ensaio

Formulario de ensaio isoenzimatico [Form-LRNTL/CLICC-027-001]: pagina4 e 11

Executado por:
Mariana Cértes Boité
Tecnologista |l

Conferido por:
Elisa Cupolillo
Pesquisador- Curadora CLIOC

Rio de Janeiro, 16 de julho de 2012
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9.1 Anexo 2 - Carta de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (COEP) - UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE — 03904112.0.0000.5149

Interessado(a): Profa. Mariangela Carneiro
Departamento de Parasitologia
Instituto de Ciéncias Biolégicas- UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 05 de setembro de 2012, o projeto de pesquisa intitulado “Estudo
da variabilidade genética intra-especifica de Leishamania
(Leishmania) infantum em amostras de cdes e humanos
residentes no municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil”
bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apés o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep@prpq.ufing.br
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