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Montagem dos genomas e anotacao das proteinas de Leishmania (Viannia)

guyanensis e Leishmania (Viannia) shawi

RESUMO — Os protozoarios do género Leishmania, da familia Trypanosomatidae,
Sao responsaveis por causar as leishmanioses, zoonoses de distribuicdo mundial
que atingem paises de regides tropicais e subtropicais, representando um
importante problema de saude publica. As espécies de Leishmania patogénicas a
humanos sao classificadas em dois subgéneros, Leishmania e Viannia, sendo
responsaveis pelas trés formas clinicas mais comuns da doenca. O subgénero
Leishmania tem representantes no Velho e no Novo Mundo, enquanto que as
espécies do subgénero Viannia estdo presentes somente nas regides tropicais das
Américas, sendo responsaveis pela manifestacdo tegumentar na forma cutanea e
mucocutanea. O avanco nas tecnologias de sequenciamento e montagem dos
genomas de espécies de Leishmania tém possibilitado melhor entendimento das
leishmanioses, da relacdo parasita-hospedeiro e até mesmo a identificacdo
diferencial das espécies, auxiliando no entendimento das diferencas nas
manifestacfes clinicas. Com o intuito de ampliar as informacdes genbmicas das
espécies de Leishmania e do subgénero Viannia, trabalhamos com o
sequenciamento de DNA genbmico e ferramentas de bioinformatica para a
montagem do genoma e anotacdo de proteinas de duas espécies, Leishmania

(Viannia) guyanensis e Leishmania (Viannia) shawi.

Palavras-Chave: genbmica, leishmaniose, salde publica, trypanosoma



Genome assembly and protein annotation of Leishmania (Viannia) guyanensis

and Leishmania (Viannia) shawi

SUMMARY - The protozoa of the Trypanosomatidae family Leishmania genus, are
responsible for causing leishmaniosis, zoonosis of global distribution that affects
countries in tropical and subtropical regions, representing an important public health
problem. The Leishmania species pathogenic to humans are classified into two
subgenera, Leishmania and Viannia, which are responsible for three of the most
common clinical manifestations of this disease. The subgenus Leishmania has
representatives in the Old and New World, while the Viannia species are present only
in the tropical regions of the Americas. These are responsible for the tegumentary
manifestation of the cutaneous and mucocutaneous forms. The advance in the
technologies of sequencing and the assembly of the genomes of Leishmania species
have allowe to better understand the leishmaniosis, the parasite-host relationship
and even the differential identification of the species thus, helping to understand the
differences in the clinical manifestations. In order to expand the genomic information
of the Leishmania species and the subgenus Viannia, we worked with genomic DNA
sequencing and bioinformatics tools for assembling the genome and annotating
proteins of two species, Leishmania (Viannia) guyanensis and Leishmania (Viannia)

shawi.

Keywords: Genomics, leishmaniosis, public health, trypanosoma
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CONSIDERACOES GERAIS

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios do género
Leishmania, pertencentes a familia Trypanosomatidae, da ordem dos Kinetoplastida.
Sao doencas tropicais negligenciadas, que acometem humanos e varias espécies de
animais, inclusive os domeésticos. Apresentam distribuicdo mundial abrangendo, no
Novo Mundo, as Américas Central e Sul e, no Velho Mundo, principalmente a Africa,
parte da Europa e a Asia ( BATES, 2007; DESJEUX, 2004).

As leishmanioses apresentam manifestacfes clinicas diversas, as quais
podem ser categorizados em trés tipos: (i) leishmaniose visceral (LV), na qual os
parasitas se proliferam no figado, baco e medula éssea, resultando em
imunossupressdo do hospedeiro; (i) leishmaniose cutanea (LC), em que o0s
parasitas permanecem no local de infec¢cdo causando ulceracdes localizadas; e (iii)
leishmaniose mucocutanea (LMC), com destruicdo crbnica do tecido de mucosas
(DESJEUX, 2004). Estimativas indicam que estas zoonoses estdo presentes em 98
paises, com incidéncia anual de 1,3 milhdes de casos na forma cutanea e 0,2-0,4
milhdes de casos na forma visceral, provocando cerca de 20.000 mortes por ano
(WHO, 2013).

Dentre as formas clinicas, a leishmaniose visceral € a mais grave, podendo
ser fatal se ndo tratada. Contudo a leishmaniose cutanea € a forma mais comum
com um maior numero de casos. A Organizacdo Mundial da Saude estimou que
90% dos casos globais de LV notificados até 2010 ocorreram em seis paises:
Bangladesh, Brasil, Etiopia, india, Sud&o do Sul e Suddo. No caso da LC, mais de
70% dos casos globais ocorreram em dez paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil,
Colébmbia, Costa Rica, Etiopia, Republica Islamica do Ird, Peru, Sudéo e Siria. O
Brasil apresenta elevado numero de casos de LV e LC, com 3.453 e 19.402 casos

registrados, respectivamente (WHO, 2016) (Figura 1).
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Paises com muitos casos de
leishmaniose visceral (LV)

2500 0 2500 5000 7500 10000 km <. Paises com muitos casos de
“+"+ leishmaniose cutanea (LC)

FIGURA 1 — Distribuicdo mundial das manifestagdes clinicas de leishmaniose visceral e
cutanea, mostrando que ambas estéo presentes no Brasil. Fonte: adaptado de WHO (2016).

Embora existam diferentes espécies de Leishmania o ciclo de vida do
protozoario € similar, sendo todos heteroxenos, ou seja, necessitam de um
hospedeiro invertebrado e um vertebrado para completar o seu ciclo. Os parasitas
apresentam duas formas distintas em seu ciclo bioldgico, a forma promastigota
extracelular, flagelada e movel, que se desenvolve no trato digestério do vetor, e a
forma amastigota, intracelular, sem flagelo, imével, que sdo encontradas no interior
das células do sistema mononuclear fagocitario, sobretudo, nos macrofagos dos
hospedeiros mamiferos (FOREYT, 2005). Uma vez que invadem o macrofago, as
formas promastigotas tornam-se amastigotas e se multiplicam; o aumento do
namero de parasitos acaba rompendo a célula, possibilitando a infecgdo de novas
células (BATES, 2007).

O parasito Leishmania é transmitido para o vertebrado através da picada de
fémeas hematofagas da familia Psychodidae, sub-familia Phlebotominae,
conhecidos como flebotomineos, sendo os géneros Lutzomyia e Phlebotomus
distribuidos no Novo e no Velho Mundo, respectivamente os mais importantes. Os

flebotomineos se infectam a partir de hospedeiros infectados, quando séo ingeridas
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as formas amastigotas pelo vetor, as quais transformam-se em promastigotas dentro
do sistema digestorio, passando por varias mudancas, até se diferenciarem em
formas metaciclicas infectantes para o hospedeiro vertebrado (BATES, 2007)
(Figura 2).

Estagios de flebotomineos Estagios em humanos

Flebotomineo ingere sangue de
um individuo saudével

(injetando com sua saliva No organismo os
o protozoarios na forma de promastigota) promastigotas sdo
Promastigotas dividem- fagocitados por

se no intestino e

migram para a faringe
do inseto

Wl

NG

Amastigotas se transformam em

promastigotas
Amastigotas se

Y
S
o 90 o multiplicam dentro da

O o \ : E N, células por divisdo
" e — v binaria (incluindo
Ingestio de células :é}q‘ ma.créfagos) em varios
parasitadas tecidos A
Flebotomineo ingere
sangue com macrofagos
infectados com

' (3) @

Promastigotas se
transformam em
amastigotas dentro de

macrofagos a

w /

(4) TN

A: Estagio infeccioso amastigotas p5
A: Fase de diagndstico s MEALTHIER « PEOPLE™
hitp:/Meww.dpd cdc.govidpdx

FIGURA 2- Ciclo biolégico de Leishmania. Fonte: “Center for Disease Control”, EUA, 2016.
Disponivel em www.cdc.gov/dpdx/.

O comportamento das formas promastigotas no tubo digestorio do vetor é
usado como parametro de classificacdo taxonémica do género Leishmania em dois
subgéneros: Leishmania para o0s parasitas que se desenvolvem na regido
suprapilaria e Viannia para os com desenvolvimento na regido do piloro e secdo
peripilaria (LAISON; SHAW 1987). Essa classificagdo de subgénero em Leishmania
e Viannia é confirmada por sequéncias de DNA e analises filogenéticas (NOYES et
al., 2002).
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O subgénero Leishmania tem espécies presentes no Velho e no Novo Mundo,
porém o subgénero Viannia esta distribuido exclusivamente na regido tropical das
Américas, causando infec¢des cutaneas e mucocutaneas (BATES, 2007). Além dos
subgéneros Leishmania e Viannia ha ainda o subgénero Sauroleishmania,

responsavel por causar leishmaniose principalmente em répteis (Figura 3).

Género Leishmania

Subgéneros: Leishmania Viannia  Sauroleishmania
| (Novo Mundo) (Velho Mundo)
| | ' |
Velho Mundo Novo Mundo
Cutdnea Velhoe Novo Cutéanea L. tarentolae
Mundo ,
. gymnodactyi
Visceral L. gymn e
L. major L. mexicana
L. tropica L. amazonensis
L. aethiopica L. braziliensis
L. peruviana
L. donovani ,
L. panamensis
L. infantum )
L. guyanensis
FIGURA 3 - Classificacdo das espécies de Leishmania em subgénero, incluindo

informagbes das formas clinicas e distribuicAo geografica. Parasitas nos subgéneros
Leishmania e Viannia infectam mamiferos, enquanto que a Sauroleishmania infecta répteis
como seus hospedeiros vertebrados. Fonte: adaptado Bates (2007).

Dentre as formas clinicas, a leishmaniose visceral é a mais grave,
constituindo-se em um grade problema de saude publica. Existem registros de
surtos de LV muito antigos, com muitos casos de 6bitos, como os grandes surtos na

india entre 1890 e 1900, que despovoaram vilas inteiras; na Africa, nos anos de
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1953-1954, quando ocorreu uma epidemia no Quénia, com mais de 3.000 casos. O
Brasil sofreu um surto em 1935 e, nos anos seguintes, no estado do Ceara, com o
diagnoéstico de mais de 800 casos (REY, 2008).

No Brasil a LV ocorre nas cinco regides e estd em processo de expansao e
urbanizacdo pelo pais desde a década de 80, devido aos constantes
desmatamentos, crescimento urbano desordenado e aos processos migratorios,
incluindo a migracdo de casos humanos e de cées infectados. Com isso, o ciclo de
transmissao deixou de ser essencialmente rural, adaptando-se ao ambiente urbano
(GONTIJO; MELO, 2004; MENDES et al., 2000). Esta urbanizagdo da doenga tornou
os caes domeésticos o principal reservatério urbano, com um importante papel na
epidemiologia da doenca (ALVAR et al., 2004). A prevaléncia de leishmaniose
visceral canina estd associada a urbanizacdo da doenca e a presenca de
leishmaniose em humanos. No Brasil, a porcentagem de cées infectados vivendo em
areas endémicas para LV canina varia entre 1 a 67% (BERNADINA et al., 1997;
COUTINHO et al., 1985; FRANCA-SILVA et al., 2003; HARHAY et al., 2011).

A leishmaniose tegumentar (LT) compreende a forma cutanea e
mucocutanea, sendo prevalente em 82 paises com incidéncia estimada em 1,5
milhdes de casos por ano. Cerca de 90% dos casos sdo relatados na Africa, no
Oriente Médio, e América Latina, incluindo o Brasil (DESJEUX, 2004; GOTO;
LINDOSO, 2010; MURRAY et al., 2005).

Os agentes etioldégicos da LT variam conforme a distribuicdo geogréfica
tendo, no Velho Mundo, somente espécies do subgénero Leishmania. Na Asia,
Africa e Europa os agentes sdo Leishmania (L.) major, L. (L. tropica, L. (L)
aethiopica e algumas cepas de L. (L.) infantum. No Novo Mundo, além de algumas
espécies do subgénero Leishmania, todas as espécies pertencentes ao subgénero
Viannia sdo responsaveis por causar leishmaniose tegumentar, sendo a Leishmania
(Viannia) braziliensis a espécie mais prevalente, seguida por L. (L.) amazonensis, L.
(V.) guyanensis e L. (V.) panamensis. Existe ainda outras espécies como L. (L.)
mexicana, L. (L.) pifanoi, L. (L.) venezuelensis, L. (V.) peruviana, L. (L.) shawi e L.
(V.) lainsoni, as quais estdo presentes principalmente na regido amazébnica e na
América Central (GOTO; LINDOSO, 2010).
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Ha evidéncias da ocorréncia de LT nas Américas antes da chegada dos
colonizadores, retratadas em ceramicas pré-colombianas feitas pelos incas do Peru
e Equador, apresentando mutilacbes de labios e narizes. Os conquistadores
espanhois também relataram a ocorréncia da doenca na populacdo que habitava o
continente no século XVII (REY, 2008). Apesar dessa zoonose apresentar ciclo
natural nos animais silvestres, a constante urbanizacdo tem levado o homem a
frequentar esse ambientes de ciclo natural. Com isto, a doenca ja se encontra
presente em grandes cidades, como resultado da adaptacdo de vetores e
reservatorios ao ambiente urbano, processo este conhecido como a urbanizacdo das
leishmanioses no Novo Mundo (SILVA et al., 2005). Essa transmiss&o entre animais
silvestre e domeésticos, levou o homem a ser um reservatorio acidental.

No Brasil a leishmaniose tegumentar tem ampla distribuicdo atingindo todos
os estados do pais com maior ocorréncia de casos na regido Norte, a qual possui
muitas areas em desmatamento, o que favorece o contato do vetor com o homem e
outros animais silvestres (Quadro 1).

Ha sete espécies no Brasil que causam a LT, sendo seis do subgénero
Viannia: L. (V) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) shawi, L. (V.)
lindenbergi e L. (V.) naiffi, e uma do subgénero Leishmania, a L. (L.) amazonensis
(GRAMICCIA; GRADONI, 2005) (Quadro 2).
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Quadro 1 - Casos de leishmaniose tegumentar, de 2010 a 2014, no Brasil, segundo as
grandes regides e unidades federadas. Fonte: adaptado de Sinan/SVS.

Regido e UF 2010 2011 2012 2013 2014
Regido Norte

Ronddnia 922 697 1.136 1.203 1.148

Amazonas 1.130 2.282 2246 1429 1.801
Para 2331 3595 4076 3.058 4.356
Tocantins 596 407 467 509 631
Regi&do Nordeste

Maranh&o 2455 2746 2517 1732 2.105
Ceara 1.014 806 940 514 525
Paraiba 83 26 67 35 28
Alagoas 32 35 62 51 18

Bahia 4673 3.721 4244 2717 1.998
Regido Sudeste

Minas gerais 1.887 1.745 978 781 1033
41 25

Rio de janeiro 86 65 19

Regido Sul

Parana 228 309 419 273 350
Rio Grande do Sul 4 1 7 9 8

Regido Centro-Oeste
Mato Grosso do Sul

89 93 135 128 141
Goias 553 314 310 355 535
UF ignorada 118 58 127 96 69

Brasil
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Quadro 2 — Espécies de Leishmania que causam leishmaniose tegumentar no Brasil. A
leishmaniose cutanea difusa acontece tardiamente em pacientes que j4 se trataram de
leishmaniose visceral. Fonte: adaptado de Marzochi, Schubach e Marzochi (1999).

Subgénero Viannia Acometimento clinico no homem
Leishmania braziliensis Lesdes cutaneas e mucosas
Leishmania guyanensis Predominantemente lesdes cuténeas
Leishmania panamensis Predominantemente lesdes cutédneas
Leishmania lainsoni Predominantemente lesdes cutédneas
Leishmania shawi Predominantemente lesdes cuténeas
Leishmania naiffi Predominantemente lesdes cuténeas
Leishmania lindenberg Lesdes cutaneas
Subgénero Leishmania Acometimento clinico no homem
Lesdes cutaneas (eventualmente cutanea
Leishmania amazonensis difusa)

A LT néo recebe tanta atencao das autoridades publicas como a LV, mesmo
com a sua crescente incidéncia mundial, provavelmente devido a sua baixa taxa de
mortalidade. Assim, € uma doenca negligenciada, com pouco interesse por
doadores financeiros e profissionais para implementar atividade de pesquisa, que
melhorem a prevencao e controle (REITHINGER et al., 2007).

O Ministério da Saude tem dados que posicionam o Brasil em primeiro lugar
entre 0s 12 paises prioritarios da Ameérica Latina, com maior nimero de casos de
LT, principalmente na forma cutanea, com cerca de 20% evoluindo para forma
mucocutanea. O estado do Amazonas registrou 9.000 casos no periodo de 2010 a
2015, dados divulgados na 12 Conferéncia Internacional em Leishmaniose Cutanea
na regido amazonica, a qual ocorreu em agosto de 2015 (INPA — Instituto Nacional
de Pesquisa da Amazonia).

Apesar da LT ter um amplo aspecto de manifestagcbes clinicas, o
desenvolvimento inicial da ferida no local da picada é semelhante, variando de uma
Gnica ulceracdo que pode sumir espontaneamente, para leishmaniose cutanea
difusa (GOTO; LINDOSO, 2010; MACHADO et al., 2002). A relacdo da manifestacao
clinica com a espécie de Leishmania nédo € simples pois, muitas espécies podem
coexistir no mesmo local e a identificacdo das espécies ndo é realizada devido a
complexidade dos exames laboratoriais (GOTO; LINDOSO, 2010).


http://www.iccleish.com/
http://www.iccleish.com/
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A leishmaniose cuténea difusa é uma forma clinica rara de leishmaniose
humana, caracterizada pela presenca de lesées nodulares que néo ulceram, tendo
sido descrita pela primeira vez no Brasil, com relatos posteriores em outros paises
das Américas e do Velho Mundo. As lesbes sao ricas em parasitas e as espéecies
frequentemente envolvidas sdo L. (L.) mexicana e L. (L.) amazonensis no Novo
Mundo e L. (L.) aethiopica no Velho Mundo (BARRAL et al., 1995; GOTO;
LINDOSO, 2010).

A LT também compreende a forma mucocutdnea da leishmaniose (LM),
conhecida como espundia, e caracterizada por destruir tecido das mucosas, como a
cavidade nasal e a faringe, causando lesfes graves que podem levar a uma
deformidade facial. A lesdo na mucosa pode ser acompanhada de lesGes cutaneas,
e a espécie L. (V) braziliensis esta presente na maioria dos casos; outras espécies
como L. (V.) panamensis, L. (V.) guyanensis, L. (L.) amazonensis e L. (L.) major
também podem causar estas manifestacbes (GOTO; LINDOSO, 2010).

Pesquisas no campo gendmico vém gerando informacfes valiosas para
estudos de patogenicidade e tratamento das leishmanioses, bem como para a
elucidacdo da interacdo entre parasita e hospedeiro, melhorando o entendimento do
mecanismo da infeccdo (EL-SAYED, 2005; PEACOCK et al., 2007; REAL et al.,
2013). De fato, o conhecimento de genomas de alguns tripanosomatideos
possibilitara o desenvolvimento de vacinas, drogas e a busca de novos alvos para
diagnostico (MURRAY et al., 2005).

O primeiro genoma nuclear montado deste género foi o da Leishmania
(Leishmania) major, responséavel pela infecgdo cutanea no Velho Mundo. Este
estudo demonstrou informagbes importantes como o fato do genoma estar
organizado em 36 cromossomos e muitos do genes serem ortdlogos a outros
membros da familia Trypanosomatidae (IVENS et al., 2005).

A primeira espécie de Leishmania do subgénero Viannia que teve seu
genoma montado e publicado foi a L. (V.) braziliensis, em 2007, responséavel por
causar leishmaniose mucocutanea. Concomitantemente, foi realizado o
sequenciamento da L. (L.) infantum (PEACOCK et al., 2007), agente etiolégico da

leishmaniose visceral. Neste caso as duas espécies foram comparadas com L. (L.)
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major, previamente sequenciada.

Ao comparar estas trés espécies de Leishmania que causam manifestacdes
clinicas diferentes, observa-se grande sintenia génica (PEACOCK et al; 2007) e
conteaddo de DNA muito préoximo, mesmo estando geograficamente separadas.
Contudo, existem diferencas que possibilitam a separacdo em subgéneros distintos:
enquanto L. (L.) major e L. (L.) infantum do Velho Mundo apresentavam 36
cromossomos, L. (V.) braziliensis contém 35 cromossomos, devido a fusdo do
cromossomo 20 e 34 (SMITH, 2007).

Em 2011 foram publicados os genomas de Leishmania (L.) donovani
(DOWNING et al., 2011) e Leishmania (L.) mexicana (ROGERS et al., 2011),
demonstrando variagcdo no namero de copias dos cromossomos entre espécies e
cepas de Leishmania. Em 2012 foi publicado o primeiro genoma de espécie nao
patogénica para mamiferos, Leishmania tarentolae, encontrada em répteis, que ao
ser comparada com as demais espécies, demonstrou auséncia de 250 genes
relacionados a fase de patogenicidade ao hospedeiro mamifero (RAYMOND et al.,
2012).

No Brasil o primeiro genoma montado de Leishmania foi da Leishmania (L.)
amazonensis, em 2013 (REAL et al., 2013), espécie esta originalmente identificada
no Brasil e agente etiolégico de leishmaniose tegumentar, causando leishmaniose
cutanea difusa. Apesar de ser semelhante a Leishmania (L.) mexicana, tendo em
comum 23 familias de proteinas compartilhadas somente entre elas, L. (L.)
amazonensis apresenta 8 familias de proteinas exclusivas que devem ter relacao
com a distribuicdo geografica.

Recentemente, foi sequenciado e montado o genoma de outra espécie do
subgénero Viannia, responsavel por causar leishmaniose tegumentar, a L. (V.)
panamensis (LLANES et al., 2015), contribuindo assim para melhor explorar

caracteristicas deste subgénero presente somente no Novo Mundo (Quadro 3).
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Quadro 3 — Resumo das informacdes dos principais genomas publicados de espécies de
Leishmania. Adaptado de Real et al. (2013).

L(L) L. (V) L(L) L(L) L(L) L.(S) L(L) L (V)

major  braziliensis infantum mexicana donovani  tarentolae amazonensis panamensis

Contigs 36 1041 37 35 2154 N/A 3199

Genoma

tamanho (Mb) 32,8 337 321 32,1 32,4 304 29,6 30.69
Cromossomos 36 35 36 34 36 36 34 35
Numero de

genes

preditos 8298 8153 8216 8007 8252 8201 8100 7.748
C+G conteudo

(%) 59,3 57.8 59.3 60,5 >60 57,2 58.5 57.56

Ivens etal. Peacocket Peacocket Rogerset Downinget Raymondet Realetal. Llanesetal.
Referéncias (2005) al. (2007)  al. (2007) al.(2011)  al (2011)  al. (2012) (2013) (2015)

A informacéo gendmica das espécies do subgénero Viannia ainda é escassa
apesar de sua ampla distribuicdo no Brasil. A Leishmania (Viannia) shawi,
inicialmente observada em animais silvestres, ja foi isolada de infec¢des cutaneas
em humanos no Estado do Pard (SHAW et al., 1992) e Leishmania (Viannia)
guyanensis, importante causador de leishmaniose cutanea em humanos na regido
da Amazoénia, no Brasil (GRAMICCIA; GRADONI, 2005).

Objetivo

Com o intuito de ampliar as informacdes gendmicas das espécies de
Leishmania e do subgénero Viannia, trabalhamos com o sequenciamento de DNA
gendmico e com ferramentas de bioinformatica para a montagem dos genomas e
anotacdo de proteinas de duas espécies, Leishmania (Viannia) guyanensis e
Leishmania (Viannia) shawi, agentes etiol6gicos de leishmaniose tegumentar no
Brasil, comparando-as com outras espécies cujos genomas ja foram montados e

anotados.
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Montagem de novo dos genomas de Leishmania (Viannia) guyanensis

e Leishmania (Viannia) shawi

RESUMO - Os protozoarios do género Leishmania sdo responsaveis por causar
diferentes formas clinicas da leishmaniose, zoonose com distribuicdo mundial. As
espécies de Leishmania patogénicas aos seres humanos séo classificadas em dois
subgéneros, Leishmania, que ocorre no Velho e Novo Mundo, e Viannia, presente
apenas nas regides tropicais das Américas, sendo responsaveis pela manifestacao
tegumentar que faz referéncia as formas cutanea e mucocutanea. No presente
estudo foi realizado o sequenciamento, montagem dos genomas e anotacdo de
proteinas de duas espécies do subgénero Viannia presentes no Brasil: Leishmania
(V.) guyanensis e Leishmania (V.) shawi. Na montagem obtivemos 3.999 scaffolds
para Leishmania (V.) guyanensis e 5.032 scaffolds para Leishmania (V.) shawi, com
8.459 e 8.900 proteinas anotadas, respectivamente. Ao comparar a porcentagem de
identidade das proteinas foi possivel observar, quédo préximas sdo estas espécies,
apresentando mais de 95% de similaridade. Na analise dos dominios das proteinas,
encontramos 11.069 dominios conservados entre as espécies L. (V.) shawi, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) braziliensis e L. (V.) panamensis, enquanto que dominios
exclusivos de L. (V.) shawi e L. (V.) guyanensis sao 43 e 23, respectivamente. A
montagem dos genomas e a anotacao de proteinas destas espécies de Leishmania
aumentaram as informacfes genbmicas destas espécies e do subgénero Viannia e

contribuirdo para o conhecimento deste subgénero.

Palavras-chave: gendmica, leishmaniose, saude publica, trypanosoma
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De novo genome assembly of Leishmania (Viannia) guyanensis and

Leishmania (Viannia) shawi

SUMMARY - Leishmaniosis are zoononotic diseases caused by the Leishmania
genus protozoa wich are worldwide distributed and considered a public health
problem. The genus Leishmania is divided in two subgenus (Leishmania and
Viannia), with many species that are responsible for different clinical manifestations.
The species from the subgenus Viannia are distributed in the tropical regions of the
American continent and cause the cutaneous and mucocutaneous forms in human
and animals. Genomic sequencing and protein annotation of Leishmania species has
allowed better understanding the similarities and diferences among species and
subgenus. The genome sequencing of Leishmania (Viannia) guyanensis and
Leishmania (Viannia) shawi resulted in 3,999 and 5,032 scaffolds with 8,459 and
8,900 annotated proteins respectively. Annotation of the proteins showed similarity
higher than 95% among these Viannia species. Protein domain analysis and
annotation reveled 11,069 conserved domains between L. (V.) guyanensis, L. (V.)
shawi, L. (V.) braziliensis and L. (V.) panamensis whereas exclusive domains for L.
(V.) guyanensis and L. (V.) shawi were 43 and 23, respectively. The assembly of
Leishmania (Viannia) guyanensis and Leishmania (Viannia) shawi genomes, both
belonging to the subgenus Viannia, besides to enrichment of the information about
genomics of all Leishmania species contributes to improve the knowledge on this

subgenus.

Key - words: Genomics, leishmaniosis, public health, trypanosoma
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INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas que acometem humanos e
varias espécies animais. Ocorrem no Novo Mundo, representado pelas Américas
Central e Sul, e no Velho Mundo, principalmente na Africa, parte da Europa e na
Asia (BATES, 2007; DESJEUX, 2004; WHO 2013).

Os vetores responsaveis pela transmissdo desta zoonose sdo fémeas de
flebotomineos, sendo o género Lutzomyia o mais importante nas Américas. De
acordo com o local de desenvolvimento das formas promastigostas no trato
digestério dos flebotomineos o género Leishmania é dividido em dois subgéneros:
Leishmania para os parasitas que se desenvolvem na regido suprapiléria; e Viannia
para os com desenvolvimento na regido do piloro e secdo peripilaria (LAISON;
SHAW 1987). Esta classificacdo de subgéneros € corroborada por sequéncias de
DNA e analises filogenéticas (NOYES et al., 2002).

Estes dois subgéneros incluem cerca de 20 espécies patogénicas para
humanos que diferem em sua distribuicdo geogréafica e forma clinica. Na Asia, Africa
e Europa as espécies Leishmania (Leishmania) major e Leishmania (Leishmania)
tropica sdo responsaveis por causarem a leishmaniose tegumentar (LT), que
compreende as formas cutanea e mucocutanea. No Novo Mundo, além de alguns
agentes etiolégicos do subgénero Leishmania, todas as espécies pertencentes ao
subgénero Viannia sdo responsaveis por causar leishmaniose tegumentar. A
Leishmania (Viannia) braziliensis € a espécie mais prevalente, seguida por L. (L.)
amazonensis, L. (V.) guyanensis e L. (V.) panamensis. Existem ainda outras
espécies como L. (L.) mexicana, L. (L.) pifanoi, L. (L.) venezuelensis, L. (V.)
peruviana, L. (L.) shawi e L. (V.) lainsoni, presentes principalmente na regido
amazoénica e na América Central, causando a LT (GOTO; LINDOSO, 2010).

No Brasil, ha sete espécies de Leishmania que causam leishmaniose
tegumentar, sendo seis do subgénero Viannia: L. (V) braziliensis, L. (V.) guyanensis,
L. (V.) lainsoni, L. (V.) shawi, L. (V.) lindenbergi e L. (V.) naiffi, e uma do subgénero

Leishmania, a L. (L.) amazonensis.
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A Leishmania (Viannia) guyanensis € importante causa de leishmaniose
cutdnea em humanos na regido da Amazodnia e tem como reservatorio primario a
preguica e, como vetor principal, o Lutzomyia umbratilis (GRAMICCIA; GRADONI,
2005). A L. (V.) shawi também ¢é causa da forma cutdnea em humanos, parasita
espécies de animais silvestres, incluindo varios mamiferos arbéreos na floresta
tropical do Pard, e seu principal vetor é o Lutzomyia whitmani (GRAMICCIA;
GRADONI, 2005; SHAW et al., 1991).

O conhecimento de genomas de alguns tripanosomatideos tem possibilitado o
desenvolvimento de vacinas, drogas e a busca de novos alvos para diagndstico
(MURRAY et al., 2005). O primeiro genoma nuclear montado foi o de Leishmania
(Leishmania) major, responsavel por infeccdo cutanea no Velho Mundo (IVENS et
al., 2005). Em seguida foi realizada a montagem do genoma de L. (V.) braziliensis,
agente causador de leishmaniose mucocutanea, juntamente com o de L. (L.
infantum, responséavel pela forma visceral (PEACOCK et al., 2007). Posteriormente
as espécies L. (L.) amazonensis (REAL et al.,, 2013) e a L. (V.) panamensis
(LLANES et al.,, 2015), agentes de leishmaniose tegumentar, foram também
sequenciadas.

Apesar do grande numero de espécies e diferentes manifestacBes clinicas
das leishmanioses, ainda ha pouca informacdo sobre as espécies do subgénero
Viannia como L. (V.) guyanensis e L. (V.) shawi. Deste modo, o objetivo do presente
estudo foi sequenciar, montar os genomas e anotar as proteinas de L. (V.)
guyanensis e L. (V.) shawi, comparando-as com outras espécies, no intuito de

ampliar o conhecimento genémico das espécies do subgénero Viannia.

MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos empregados neste estudo, exceto o detalhemento
de processamento de DNA e comparacdo com as demais espécies de Leishmania,
estdo resumidos no fluxograma de trabalho (Figura 1), que apresenta as etapas de
montagem e anotacdo do genoma, com alguns resultados, comparando as duas

espécies em estudo.
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Sequenciamento:

lllumina — MiSeq 80x lllumina Reads

Biblioteca: paired-end

Reads do NCBI
| SPAdes |
L. guyanensis L. shawi
5444 5.682
L. guyanensis L. shawi
3.999 SSPACE 5032
| I ’ Unicos
— L gtéygzgnms — L. guyanensis
Anotacéo de proteinas
I Predicéo de genes | CDD
Comparatival Ab initio Dominios Compartilhados:
Organismos Proteinas Exonerate Augustus 95% de similaridade 10.868 10.682
L. (V.) braziliensis 9269
L. (V.) panamensis 8665 > g
L (1) donovani 8083 Total de dominios
L. (L.) major 8400
Resultado .
| Lshawi | __ | L:shawi
8.900 p— 33

Unicos
FIGURA 1 - Fluxograma de trabalho resumindo as analises bioinformaticas utilizadas no

presente estudo, dando énfase para L. (V.) guyanensis e L. (V.) shawi.

Amostras bioldgicas e extracao de DNA

O DNA genbmico das amostras de Leishmania (Viannia) guyanensis (cepa
MHOM/BR/1975/M4147) e Leishmania (Viannia) shawi (cepa MHOM/BR/1967/PH8),
cedidas pela CLIOC da Fundacéo Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro, foi extraido com
o kit QIAmp DNA mini Kit (Qiagen®), seguindo-se protocolo do fabricante. A
quantificacdo e a qualidade do DNA foram avaliados por espectrofotometria, sob luz
ultravioleta (NanoDrop® ND1000 Thermo Scientific) e por fluorometria (Qubit®, Life

Technologies™).
Bibliotecas paired-end
Para o preparo das bibliotecas de DNA paired-end, utilizou-se o kit Nextera®

DNA Library Preparation (lllumina Inc., San Diego, CA), seguindo-se as instrucdes
do fabricante. As amostras de DNA gendmico de cada espécie de Leishmania foram
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fragmentadas por agcdo enzimatica (tagmentacdo), e ligadas a adaptadores. Em
seguida, os fragmentos foram denaturados e amplificados por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando-se oligonucleotideos iniciadores (primers) randémicos.
A qualidade e a integridade das bibliotecas foram avaliadas utilizando-se
eletroforese capilar baseada em chip (Bioanalyzer® Agilent); o tamanho do inserto
das bibliotecas foi de aproximadamente 400 pares de bases (pb).

Sequenciamento e processamento dos dados

O sequenciamento de DNA foi realizado por sintese, utilizando-se o kit MiSeq
Reagent v3 e a plataforma de sequenciamento Illumina MiSeq®, com a cobertura de
80 vezes. Ap6s o preparo das bibliotecas de DNA, os fragmentos ligados aos
adaptadores foram hibridizados a célula de fluxo (flow cell), gerando aglomerados
(clusters).

A identificacdo e remocdo de adaptadores em ambas as extremidades de
cada read, bem como das bases com qualidade inferior a 20 (probabilidade de erro
de 0,01) foram realizados por meio do programa Trimmomatic v0.36 (BOLGER,;
LOHSE; USADEL, 2014).

Montagem dos genomas

Com o objetivo de obter melhor resultado na montagem dos genomas, seis
arquivos contendo reads paired-end de Leishmania (V.) guyanensis e um da espécie
Leishmania (V.) shawi, disponiveis no arquivo de sequéncias read Sequence Read
Archive (SRA) do banco de dados do National Center for Biotechnology Information
(NCBI), foram também utilizados. Estes arquivos foram gerados por sequenciamento
em plataforma lllumina Hiseq®; as sequéncias apresentavam tamanho de 100 pares
de bases (pb), e os tamanhos médios dos insertos foram calculados utilizando-se

script em Perl (Quadro 1).
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Quadrol - Caracteristicas dos arquivos de sequéncias reads dos genomas de Leishmania

(V.) guyanensis e Leishmania (V.) shawi

Espécie Fonte* Total de % Tamanho Tamanho inserto

P "reads" GC  (pb) (pb)

SRX767379 12.450.070 53 100 321

ERX442765 24.128.282 57 101 310

) . . ERX442766 35.415.718 57 101 366
Leishmania (V.) guyanensis

ERX442767 24.642.388 57 101 283

ERX442768 19.618.618 57 101 313

ERX442769 27.809.294 57 101 350

Leishmania (V.) shawi SRX764331 10.220.958 51 100 350

*Disponiveis em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra

A montagem de novo dos genomas de Leishmania foi realizada utilizando-se
0 programa SPAdes (BANKEVICH, 2012), o qual realiza a corregcdo dos reads
sequenciados e, em seguida, faz a construgdo de bibliotecas de k-mer (gerados pela
fragmentacdo dos reads) usadas para a construcdo de grafos de Bruijn. Nos
estagios subsequentes o programa realiza operacfes de grafos tedricos (sem a
geracdo de k-mers), baseados na topologia dos grafos, na cobertura e no tamanho
das sequéncias. Por fim, as sequéncias consenso de DNA (scaffolds) s&o
restauradas.

Posteriormente os scaffolds construidos pelo SPAdes foram submetidos ao
SSPACE v2.0 (BOETZER et al., 2010), pacote de programas que possibilita a
extensdo dos scaffolds montados através do mapeamento dos reads, utilizando o
programa Bowtie (LANGMEAD et al., 2009), seguindo-se a extensdo dos scaffolds,
pelo programa SSAKE (WARREN et al., 2007). Cada extensdo € computada apenas
se 0 posicionamento dos reads mapeados satisfizer a distancia que compreende o
tamanho do inserto inicial.

Para a analise da qualidade das montagens dos genomas foi utilizado o
programa QUAST v4.2 (GUREVICH, 2013), o qual monta tabelas e graficos a partir
dos dados de montagem, possibilitando a comparacgéo entre diferentes métodos com

diferentes parametros, havendo ou ndo um genoma de referéncia.
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Predicdo de genes

A predicdo de genes foi realizada utilizando-se o0s programas Exonerate
(SLATER; BIRNEY, 2005) e Augustus (STANKE; MORGENSTERN, 2005). O
Exonerate determina estruturas génicas através do alinhamento de uma Unica
proteina a sequéncia gendmica alvo. Para tanto, o programa utiliza o método
heuristico de alinhamento exaustivo das sequéncias contra um banco de dados de
referéncia, criado com sequéncias de L. (V.) braziliensis, L. (V.) panamensis, L (L.)
donovani e L. (L.) major, disponiveis no banco de dados TriTrypDB (disponivel em:
http://tritrypdb.org/common/downloads/release-9.0/).

Os resultados obtidos pelo Exonerate foram utilizados como arquivo de
sugestbes (hints) para a segunda etapa da predicdo, com o programa Augustus.
Este programa, além de realizar o processo de forma ab initio, ou seja, baseando-se
puramente nas sequéncias, utiliza também arquivo de sugestdes que podem ser
compostos, por exemplo, de proteinas e marcadores de sequéncias genéticas
(ESTs).

O arquivo de saida do Augustus, além de apresentar as sequéncias génicas
anotadas, também apresentou as mesmas transcritas em proteinas. Com um script
em Perl, as sequéncias de nucleotideos referentes aos genes e as proteinas foram
extraidas em arquivos separados, no formato fasta, para serem usadas em analises
posteriores.

A avaliacdo do grau de similaridade entre as espécies de Leishmania foi
realizada por meio de alinhamento das proteinas de L. (V.) guyanensis e de L. (V.)
shawi, pelo algoritmo BLASTp (ALTSCHUL et al., 1997), com e-value de 1 x 107,
contra sequéncias proteicas de um conjunto de referéncias retiradas do banco de
dados TriTrypDB (disponiveis em: http://tritrypdb.org/common/downloads/release-
9.0/). As espécies usadas foram L. (V.) braziliensis (9.269 proteinas), L. (V.)
panamensis (8.665 proteinas), L (L.) donovani (8.083 proteinas) e L. (L.) major
(8.400 proteinas). As proteinas de L. (V.) guyanensis e L. (V.) shawi foram também

alinhadas entre si.
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Anélise de dominios das proteinas

As proteinas foram também analisadas conforme seus dominios conservados,
0S quais Sao responsaveis por caracterizar a estrutura tridimensional das proteinas,
cuja analise pode explicar a evolucdo molecular. Para tal, foi utilizado o Conserved
Domain Database (CDD), que contém a localizacdo dos dominios preservados nas
proteinas (MARCHLER-BAUER et al., 2013), € formatado para o0 RPS-BLAST, o
qual usa o algoritmo de “reverse position-specific BLAST”. As sequéncias de
proteinas sdo comparadas a uma matriz de escores posi¢do-especifica (PSSM)
preparada a partir de alinhamentos de dominios conservados (MARCHLER-BAUER
et al., 2013).

Com RPS-BLAST, sequéncias proteicas de L. (V.) guyanensis e L. (V.) shawi,
e das referéncias L. (V.) braziliensis, L. (V.) panamensis, L (L.) donovani e L. (L.)
major, retiradas do banco de dados TriTrypDB (disponiveis em:
http://tritrypdb.org/common/downloads/release-9.0/), foram confrontadas por PSSM,
usando e-value de 1 x 10° e o maximo de 20 dominios para cada descrigdo. Os

resultados das diferentes espécies foram entdo comparados entre si.

RESULTADOS

O sequenciamento dos genomas resultou em reads com tamanhos variando
entre 35 e 300 pares de base (pb), sendo o tamanho médio de 171 pb para L. (V.)
guyanensis e 248 pb em L. (V.) shawi. Apds a remocao de adaptadores, bem como
de bases com baixa qualidade utilizando-se o programa Trimmomatic v0.36, foi
possivel utilizar 81,8% do total de reads gerados para L. (V.) guyanensis, com
tamanho médio de 150 pb, e 72,4% para L. (V.) shawi, com tamanho médio de 233
pb. A montagem resultou num total de 5.444 e 5.682 scaffolds, com N50 de 70.610 e
31.650 bases para L. (V.) guyanensis e L. (V.) shawi, respectivamente (Tabela 1).
Em adicdo, com o intuito de aperfeicoar os resultados da montagem, foi utilizado o
programa SSPACE v.2.0, o qual realiza a extensdo dos scaffolds, de acordo com
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informacdes do tamanho do inserto e do resultado do mapeamento dos reads contra
os scaffolds. Estes procedimentos resultaram em um total de 3.999 e 5.032
scaffolds, com N50 de 118.499 e de 35.801 bases para as espécies L. (V.)
guyanensis e L. (V.) shawi, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1 - Resumo da montagem de novo dos genomas de Leishmania (V.) guyanensis e

Leishmania (V.) shawi de acordo com os programas SPAdes e SSPACE v.2.0

Espécie L. (V.) guyanensis L. (V.) shawi
Assembly SPAdes SSPACE SPAdes SSPACE
scaffolds (>= 0 bp) 5.444 3.999 5.682 5.032
GC (%) 57,46 57,5 57,5 57,53
N50 70.610 118.499 31.65 35.801
N75 36.850 59.536 16.506 17.794
L50 116 75 277 250
L75 262 170 608 552
Maior scaffold (bp) 503.403 674.613 196.256  196.298
Total de bases montadas em Mb 30,7 31,1 30,5 30,7

pb: pares de bases; N50: tamanho minimo dos scaffolds que cobrem 50% do total de bases
montadas; N75: tamanho minimo dos scaffolds que cobrem 75% do total de bases montadas; L50:
numero de scaffolds que compdem 50% do total de bases montadas; L75: nimero de scaffolds que
compdem 75% do total de bases montadas. Mb significa um milhdo pares de bases de nucleotideos

montados.

Na anotacédo de L. (V.) guyanensis obteve-se 8.459 proteinas traduzidas das
sequéncias preditas e 8.900 proteinas de L. (V.) shawi. O alinhamento destas
proteinas por meio da ferramenta BLASTp, demonstrou ampla similaridade das
sequéncias proteicas entre as espécies de Leishmania avaliadas, mantendo
identidade de aminoé&cidos superior a 75%. A comparacao de L. (V.) guyanensis e L.
(V.) shawi demonstrou identidade média de 98% entre elas (Figura 2). Quando estas
espécies foram comparadas com L. (V.) panamensis e L. (V.) braziliensis, o
identidade foi de 97% e 96%, respectivamente (Figura 3). A comparagdo com uma
espécie que causa da leishmaniose visceral, L (L.) donovani revelou média em
ambas de 77% de identidade entre os aminoacidos das proteinas (Figura 4A e 4B).
Ja com L. (L.) major, que também causa leishmaniose cutanea mas pertence a outro

subgénero, a média de identidade foi de 76% com L. (V.) guyanensis (Figura 4C) e
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FIGURA 2 - Identidade entre as proteinas de L. (V.) guyanensis e L. (V.) shawi.
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FIGURA 3 - Identidade entre as proteinas de L. (V.) guyanensis e L. (V.) shawi em
comparacao com L. (V.) panamensis e L. (V.) braziliensis.
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L. (V.) guyanensis vs L. (L.) donovani L. (V) shawi vs L. (L.) donovani
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FIGURA 4 - Identidade entre as proteinas de L. (V.) guyanensis e L. (V.) shawi em
comparagdo com L. (L.) donovani (A e B), L. (V.) guyanensis com L. (L.) major (C) e L. (V.)
shawi com L. (L.) major (D).

Os dados do BLASTp também foram utilizados para obtencédo de diagramas
de Venn, demonstrando quais proteinas de L. (V.) guyanensis aparecem em L. (V.)
braziliensis, L. (L.) donovani, L. (L.) major e L. (V.) panamensis (Figura 5A), o total foi
de 8.429 proteinas, sendo 7.795 compartilhada entre todas as espécies. O maior
compartilhamento exclusivo de L. (V.) guyanensis foi com L. (V.) braziliensis, com 71
proteinas. Na comparacdo das espécies do subgénero Viannia, L. (V.) guyanensis
com L. (V.) shawi, L. (V.) braziliensis e L. (V.) panamensis (Figura 5B), o total de
proteinas foi de 8.481, sendo possivel observar 8.167 compartilhadas entre elas, e

63 exclusivamente presentes em L. (V.) guyanensis e L. (V) shawi.



41

O numero de proteinas de L. (V.) shawi compartihadas com L. (V.)
braziliensis, L. (L.) donovani, L. (L.) major e L. (V.) panamensis (Figura 6A) chega a
um total de 8.645, sendo 7.877 comum a todas; com L. (V.) braziliensis, observou-se
exclusividade de 73 proteinas compartilhadas. J4 a comparacdo com as espécies do
subgénero Viannia revelou 8.676 proteinas compartilhadas, sendo 7.797 com todas
as espécies avaliadas (Figura 6B). Quando se compara os dois diagramas de
Viannia (Figura 5B e 6B), é notavel a maior aproximacgédo de L. (V.) shawi com L. (V.)
panamensis, com 30 proteinas, enquanto que L. (V.) guyanensis com L. (V.)

panamensis apresentam somente 7 proteinas exclusivas (Figura 5B).

L. (V.) braziliensis L. (V.) panamensis
A L. (L.) donovani L. (L.) major B i V)b

braziliensis

L. (V.) shawi

FIGURA 5 - Compartiihamento de proteinas entre Leishmania (V.) guyanensis e outras
espécies dos subgéneros Leishmania e Viannia (A) e entre L. (V.) guyanensis e outras

espécies do subgénero Viannia (B).
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L. (V.) braziliensis L. (V.) panamensis
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DANAMENS IS
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FIGURA 6 - Compartilhamento de proteinas entre Leishmania (V.) shawi e outras espécies
dos subgéneros Leishmania e Viannia (A) e entre L. (V.) shawi e outras espécies do
subgénero Viannia (B).

Os dados do RPS-BLAST também foram utilizados para construcdo de
diagramas de Venn, para demonstrar o compartilhamento de dominios entre as
espécies do subgénero Viannia: L. (V.) guyanensis, L. (V.) shawi, L. (V.) panamensis
e L. (V.) braziliensis (Figura 7A). De um total de 11.069 dominios de proteinas
conservados, 10.374 sao compartilhados entre as espécies do subgénero Vianna,
sendo L. (V.) braziliensis a que possui mais singularidade com seus 120 dominios,
enquanto L. (V.) guyanensis e L. (V.) shawi apresentem somente 23 e 43 dominios,
respectivamente.

No diagrama das espécies sequenciadas neste estudo (L. (V.) guyanensis e
L. (V.) shawi), com as espécies do subgénero Leishmania L. (L.) major e L. (L.)
donovani, o total de dominios foi de 11.505, porém o numero compartilhado entre
elas foi 10.061, sendo L. (L.) major com 169 dominios singulares enquanto que L.

(V.) guyanensis e L. (V.) shawi apresentam somente 35 e 40, respectivamente.
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A L. (V.) shawi L. (V.) guyanensis B L. (V.) shawi L. (V.) guyanensis
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braziliensis

L.(V) L@d) L.()
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FIGURA 7 — Compartilhamento de dominios entre espécies de Leishmania. Subgénero
Viannia: L. (V.) braziliensis, L. (V.) shawi, L. (V.) guyanensis e L. (V.) panamensis (A). L. (L.)
major, L. (V.) shawi, L. (V.) guyanensis e L. (L.) donovani (B).

Quando observamos L. (V.) guyanensis e L. (V.) shawi comparadas
separadamente a L. (V.) braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (L.) major e L. (L.)
donovani, mesmo em digramas distintos, nota-se numeros similares, pois ambas
ultrapassam os 14.000 dominios compartilhados (Figura Suplementar 1). Dentre
estes dominios de proteinas estudados, quatro aparecem mais de 100 vezes nas
seis espécies de Leishmania comparadas: sdo quinases, com funcdes basicas de
manutencao da célula como regulacao do ciclo celular, e fosfotransferases e alguns
dos dominios de proteinas presentes s6 em L. (V.) shawi e L. (V.) guyanensis sédo
dominios que ocorrem também em bactérias. Foi possivel observar dominios

presentes somente nas espécies do subgénero Viannia (Tabela Suplementar 1).
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DISCUSSAO

A realizacao, pela primeira vez, do sequenciamento gendmico de Leishmania
(Viannia) guyanensis e Leishmania (Viannia) shawi, associada a anotacdo de
proteinas permitiu ampliar o conhecimento das espécies deste subgénero,
importantes agentes da forma cuténea da leishmaniose.

A comparacdo da montagem dos genomas realizados neste estudo com os
genomas de Leishmania (Viannia) braziliensis (PEACOCK et al., 2007), Leishmania
(Leishmania) amazonensis (REAL et al., 2013) e Leishmania (Viannia) panamensis
(LLANES et al., 2015) permite notar que ha consisténcia no tamanho dos genomas,
(em torno de 30 Mb), na porcentagem de CG (aproximadamente 57%), bem como
no numero de genes preditos (proximos de 8.000), confirmando a qualidade dos
procedimentos adotados.

O parametro mais divergente foi o tamanho dos scaffolds, provavelmente por
ter sido utilizada estratégia de biblioteca Unica (paired-end) sequenciadas em
plataforma Illumina®, diferentemente da utlizada na montagem da L. (L.)
amazonensis (REAL et al.,, 2013), onde foram hibridizados dados de duas
plataformas de sequenciamento, a lllumina® e a Titanium®. Ja a estratégia para
montagem de L. (V.) panamensis (LLANES et al.,, 2015), além de usar estas
mesmas plataformas também inclui duas bibliotecas, a paired—end e a maite—pair.
Por outro lado, a estratégia de adicionarmos os dados disponiveis no reservatério
publico do NCBI resultou na obtencdo de 3.999 scaffolds para L. (V.) guyanensis
contra 3.199 no caso de L. (L.) amazonensis.

Além da adicdo dos dados externos, a escolha dos programas de
bioinforméatica foi importante para o éxito do trabalho, a comecar pelo montador
SPAdes, o qual utilizou um conjunto de K-mers para diminuir as falhas decorrentes
da cobertura ndo uniforme dos reads e, na intencdo de melhorar ainda mais a
montagem, foi utiizado o SSPACE, um extensor de scaffolds. Aléem disto, todos os
programas usados na montagem sao de uso livre, diminuindo assim o custo da

pesquisa.
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As espécies sequenciadas no presente estudo sdo do subgénero Viannia que
apresenta somente os genomas de L. (V.) braziliensis (PEACOCK et al., 2007) e L.
(V.) panamensis (LLANES et al., 2015) montados. A andlise de similaridade das
proteinas anotadas permitiu observar que o0 subgénero Viannia apresenta
semelhancas entre os seus representantes e se diferencia das espécies que
compde o0 subgénero Leishmania. Assim, as sequéncias proteicas de L. (V.)
guyanensis e L. (V.) shawi, quando comparadas entre si e com L. (V.) braziliensis e
L. (V.) panamensis, mantiveram similaridade superior a 95%, enquanto que, quando
comparadas com (L.) major e L. (L.) infantum, apresentaram similaridade menor (75-
77%). Dados semelhantes foram observados entre L. (V.) braziliensis e L. (L.) major
ou entre L. (V.) braziliensis e L. (L.) infantum, revelando 77% de similaridade,
enquanto que entre L. (L.) major e L. (L.) infantum, estas do subgénero Leishmania,
a similaridade foi de 92% (PEACOCK et al., 2007).

A analise de compartilhamento das proteinas entre estas espécies sustenta a
classificacdo destas em dois subgéneros distintos dado que, mesmo compartilhando
muitas proteinas entre si, 0 niumero de proteinas partilhadas entre as espécies do
subgénero Viannia € maior que entre as representantes do subgénero Leishmania. A
analise de distribuicdo dos grupos de genes ortélogos de L. (V.) panamensis
realizado por Llanes et al. (2015) também revelou maior proximidade desta com L.
(V.) braziliensis do que com as demais espécies pertencentes ao subgénero
Leishmania, corroborando com a distincdo dos subgéneros.

Além disto, quando observamos os dominios das proteinas anotadas
podemos notar conservacdo com outras analises assim, mesmo as espécies de
Leishmania sendo bem proximas e partilhando muito em comum, ha diferencas que
permitem separa-las em subgéneros distintos, por pequenos detalhes, os quais
podem ser importantes para explicar as diferentes formas clinicas. As espécies
representantes do subgénero Viannia: L. (V.) guyanensis, L. (V.) shawi, L. (V.)
braziliensis e L. (V.) panamensis se mostraram mais préximas entre si com uma

conservagao de dominios mais singular entre elas.
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CONCLUSAO

A comparacdo de duas espécies do subgénero Viannia, que causam
leishmaniose tegumentar, com as espécies de genomas de Leishmania jA montados
e anotados permitiu elucidar as similaridades e o alto grau de conservacéo entre as
espécies deste parasito, além de evidenciar aspectos singulares dos subgéneros
que apresentam distribuicAo geografica e aspectos clinicos diferentes. O
sequenciamento de L. (V.) guyanensise L. (V.) shawi, seguido da montagem e
anotacdo de proteinas ampliaram a informacdo gendmica destas espécies de

Leishmania.
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APENDICES

L. (V.) braziliensis

L. (L.) donovani
L. (V.) panamensis =

L. (L.) major

L. (V.) shawi

Compartiihamento de proteinas entre espécies de

Leishmania. L. (V.) guyanensis e outras espécies: L. (V.) braziliensis, L. (V.) panamensis, L.

(L.) major, e L. (L.) donovani. (A). L. (V.) shawi e outras espécies L. (V.) guyanensis, L. (V.)

braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (L.) major e L. (L.) donovani (B).
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Tabela Suplementar 1 — Numero de alguns dominios de proteinas selecionadas por singularidades Unicas ou abundancia em todas as

espécies

Subgéneros L. Viannia L. Leishamnia ID CDD
CDD_nome guyanensis shawi panamensis braziliensis major donovani CDDnum
2-desacetyl-2-

hydroxyethyl bacteriochlorophyllide_like 0 1 0 0 0 0 176217
APC10-ZZEF1 1 1 1 1 0 0 176488
Borrelia_P83 0 1 0 0 0 1 114011
C2_Dock-C 1 1 1 1 0 0 176078
C2_Dock-D 1 0 1 1 0 0 176079
C2B_RasGAP 1 0 1 1 0 0 176057
Cyt_b561 1 1 0 1 0 0 176489
DinB_2 0 1 0 0 0 0 289624
dTDP_HR_like_ SDR_e 1 0 0 0 0 0 187564
EZ_HEAT 1 1 1 1 0 0 128837
Gag_spuma 0 1 0 0 0 0 281293
GDPD_GDE_2_3 6 1 0 0 0 1 1 176516
GH18_CFLE_spore_hydrolase 1 1 0 0 0 0 119353
Glutenin_hmw 0 1 0 0 0 0 281191
GST_C_2 0 1 0 0 0 0 290146
KaiC 0 1 0 0 0 0 284219
LbH_elF2B_epsilon 0 1 1 1 1 1 100061
MDR_like 0 1 0 2 0 0 176204
miaA 1 1 1 1 0 0 173191
minC 1 1 1 0 0 0 178806
nitrilase_4 1 1 1 1 0 0 143606



PBP1_ABC_transporter_LIVBP_like 1 1 1 1 0 0 107263
Peptidases_S8 Subtilisin_like_2 1 0 1 0 0 0 173793
PHA02736 1 1 1 1 0 0 165103
PHA02859 1 1 1 1 0 0 165195
PHA02884 1 1 1 1 0 0 165212
PI-PLCc_betal 1 1 1 0 0 0 176560
Pkinase 172 178 168 167 174 166 278497
PLCYc 1 2 1 1 0 0 128454
PLNO02152 1 1 1 1 0 0 177813
PLN02165 1 1 1 1 0 0 177823
PLN02207 1 1 1 1 0 0 177857
PLN02555 1 1 1 1 0 0 178170
PLNO02795 1 1 0 1 0 0 178392
PLN02992 1 1 1 1 0 0 178572
PLNO3015 1 1 1 1 0 0 178589
PLN03212 1 1 1 1 0 0 178751
PRK03515 1 1 0 0 0 0 179587
PRK05870 1 1 1 1 0 0 180298
PRK06143 1 0 0 0 0 0 180423
PRK06202 1 1 1 1 0 0 180466
PRK06475 1 1 1 1 0 0 180582
PRK07246 0 1 1 1 1 1 180905
PRK0O7511 1 0 1 1 0 0 181009
PRKO07594 1 1 1 1 0 0 136438
PRK07786 1 0 0 0 0 0 169098
PRK08974 0 1 0 0 0 0 236359



PRK12492
PRK12705
PRK13391
PRK14664
PTZ00449
Rph

rps2

S _TKc

S1 Tex
sdhA

secoisolariciresinol-DH_like_ SDR_c

SIN1_PH

Smc
START_STARD12-like
START_STARD5-like
START_STARDG6-like
STKc_CAMK

ttLC FACS AIKK like

P k O F, O O O

N T

195

=

N b O F, OO O
P P O FLr O O O

171539
237178
184022
173127
185628
178914
177007
214567
240190
236319
187587
293584
224117
176917
176912
176913
270687
213327
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