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Resumo




A leishmaniose é uma doenca parasitaria causada por protozoarios do género
Leishmania, e transmitida através da picada de fémeas de mosquitos da familia Plebotomidae.
As formas clinicas da leishmaniose s&o particularmente variadas tendo como forma mais grave
a leishmaniose visceral (LV) ou calazar. No Brasil a LV é causada pelo protozodrio L.infantum
chagasi e transmitida pelo flebotomineo Lutzomyia longipalpis, os principais reservatérios que
participam do ciclo zoonoético sédo canideos selvagens e caes domésticos. O fato de as
leishmanioses, de uma maneira geral, apresentarem um amplo espectro no que diz respeito a
sintomatologia da doenca, aliado a grande diversidade das espécies de hospedeiros
infectados, sugere a presenca de variantes genéticas do parasita. No caso da leishmaniose
visceral, por exemplo, variantes genotipicas de L.infantum chagasi interagindo com diferentes
espécies de hospedeiros podem ter papel fundamental na dindmica de transmisséo e viruléncia
de possiveis epidemias. O presente estudo teve como meta identificar possiveis variantes
genotipicas de L. infantum chagasi presentes na drea endémica de Teresina no Estado do
Piaui, e comparar com os genétipos encontrados em Campo Grande no Estado de Mato
Grosso do Sul e Bauru no Estado de Sao Paulo, visto que a histéria natural da doenga nessas
regides é muito mais recente do que no Estado do Piaui. O estudo utilizou marcadores
microssatélites ja descritos na literatura, seqiienciamento de regides génicas codificantes e
nao-codificantes e também a técnica de PCR-RFLP do DNA do cinetoplasto (kDNA) do
parasita, para a obtencdo de perfis genéticos que possibilitem relacionar as diferencas
genotipicas com as diferentes origens geograficas dos parasitas isolados como um primeiro
passo para a eleicdo e aplicagdo de um marcador molecular robusto para o estudo
populacional de de L. infantum chagasi no Brasil. Dentre as técnicas utilizadas, a que
apresentou o maior poder discriminatorio foi a técnica de PCR-RFLP do kDNA, que permitiu
identificar uma clara separacdo dos isolados encontrados em Campo Grande e Bauru dos

isolados presentes em Teresina.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral, Genética Populacional, Marcadores

Moleculares



Abstract

10



Leishmaniasis is a parasitary disease caused by Leishmania protozoans and
transmitted by female Phebotomidae sandflies. Clinical manifestations are particularly diverse,
being visceral leishmaniasis (VL) the most severe form. In Brazil VL is caused by Leishmania
infantum chagasi and transmitted by Lutzomyia longipalpis sandfly; the main zoonotic reservoirs
are dogs and wild canids. Due to a broad range of disease manifestations and great variety of
host species infected, Leishmania parasites are thought to possess great genotypic variability.
This is of major significance in epidemiological features and in disease transmission. The aim of
this study is to identify different genotypic strains of L. infantum chagasi in endemic areas of
Teresina, Piaui State; Campo Grande, Mato Grosso do Sul State and Bauru, Sao Paulo State,
and after that, select an appropriate molecular marker in order to study population genetics of L.
infantum chagasi in Brazil. Microsatellites markers, sequencing of DNA coding and non-coding
regions and PCR-RFLP of kinetoplast DNA (kDNA) were used in order to compare genetic
profiles in parasites from different geographical origins. Among all this techniques, kDNA PCR-
RFLP has shown greater performance, and was able to detect a clear distinction in Teresina

isolates when compared to Campo Grande and Bauru isolates.
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Introducdo



1.1 Leishmaniose Visceral

A leishmaniose é uma doenca parasitaria causada por protozoarios do género
Leishmania, e transmitida através da picada de fémeas de mosquitos da familia Plebotomidae.
As formas clinicas da leishmaniose sdo particularmente variadas, com diferentes fenétipos
associados: leishmaniose visceral (LV), que é geralmente letal quando ndo tratada;
leishmaniose muco-cutanea (LMC), caracterizada como uma doenga mutiladora; leishmaniose
cutanea difusa (LCD), doenca provocada por uma resposta imune celular deficiente; e
leishmaniose cutanea (LC), que causa o aparecimento de inUmeras ulceracoes na pele dos
pacientes.

A epidemiologia é extremamente diversa: 20 espécies de Leishmania sao patogénicas
para o homem, e 30 espécies de flebotomineos sao vetoras. Existem duas classificagoes
epidemioldgicas para a doenga: zoonose, que inclui animais hospedeiros como reservatérios
no ciclo de transmisséo, e antroponose, na qual o homem é a Unica fonte de infecgao para o
mosquito vetor. A doenca se acha distribuida em um total de 88 paises: 72 sdo paises em
desenvolvimento e 13 estdo entre os menos desenvolvidos (Desjeux, 2004).

Dentre todas as formas clinicas a mais severa é a leishmaniose visceral, a doenca,
conhecida também como calazar ou febre dum-dum, é caracterizada por febre intermitente,
hepatoesplenomegalia, anemia e debilidade progressiva, levando frequentemente a débito.
Duas espécies do complexo donovani transmitem a doenga para o homem: Leishmania
donovani e Leishmania infantum/Leishmania chagasi.

Existem dois tipos de LV, que se diferenciam nas caracteristicas de transmissao: A LV
zoondtica é transmitida do reservatorio animal, principalmente o cado doméstico, para o inseto
vetor e desse para 0 homem, e a LV antroponética é transmitida do homem para o inseto vetor
e desse novamente para o homem. A LV zoonética ocorre onde ha transmissdo de L.
infantum/chagasi; enquanto que a LV antroponética é transmitida por L. donovani. A reagao
dérmica pés calazar (PKDL) é caracterizada freqlentemente por “rash” nodular e €
considerada uma complicacdo que é freqlientemente observada apds o tratamento da LV,

principalmente no Suddo e de maneira mais rara na india, ela também pode ocorrer em
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individuos imunosuprimidos parasitados por L. infanfum. Casos de PKDL sdo altamente
infecciosos pois as lesdes nodulares contém um numero muito alto de parasitas, esses casos
também servem como reservatorios da LV antropondética entre diferentes ciclos epidémicos.
(Chappuis et. al, 2007).

As co-infecgdes Leishmania-HIV sdo um outro aspecto epidemioldgico da LV que tém
se tornado um sério problema de saulde publica, especificamente na Europa e América do Sul,
onde a ocorréncia de transmissao do virus HIV em areas endémicas para LV tem mudado as
caracteristicas epidemiolégicas da LV. A presenca do virus HIV aumenta o risco de
desenvolver LV fulminante entre 100 e 2320 vezes, e por sua vez a LV promove a progressao
clinica do HIV e o desenvolvimento da AIDS. (Alvar et al., 2008).

Atualmente 90% dos casos de LV ocorrem em areas rurais pobres e suburbios de seis
paises: Bangladesh, india, Nepal, Suddo, Etiépia e Brasil, representando uma incidéncia anual
de 500,000 casos com aproximadamente 59,000 mortes oficiais, esse nimero de mortes s é
ultrapassado, entre as doencas parasitarias, pela Malaria.

Como india, Nepal e Bangladesh sdo responsaveis por 67% dos casos anuais de LV
no mundo, o governo dos trés paises tem um programa regional de eliminagao de LV. Esse
programa tem como meta a eliminagao da LV como problema de sadde publica até 2015, com
uma abordagem para diminuir a incidéncia anual para menos de 1 caso a cada 10.000

habitantes. (Chappuis et. al, 2007).

1.1.1 Caracteristicas Epidemioldgicas no Brasil

No Brasil a LV é causada pelo protozoario L.infantum chagasi e transmitida pelo
flebotomineo Lutzomyia longipalpis, 0s principais reservatérios que participam do ciclo
zoondético sdo canideos selvagens e caes domésticos, a regido nordeste é a mais afetada, com
50% dos 3 a 4 mil casos anuais do pais. A doenca, que era tipicamente rural, a partir de 1980
passou a ser responsavel por epidemias urbanas, inicialmente em Teresina — Pl e em Sao Luis
— MA. Atualmente a LV se acha distribuida em varios estados, tais como: Mato grosso do Sul,
Minas gerais e Sdo Paulo, com epidemias que atingem cidades do porte de Campo Grande —

MS, Belo Horizonte — MG, Aracatuba e Bauru — SP. (Ministério da Saude, 2006).
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O Panorama epidemioldgico ndo deixa duvida quanto a severidade da situagéo e da
distribuicdo geografica da LV. De 1980 até 2008, mais de 70.000 casos de LV foram reportados
no Brasil, com 3.800 mortes. O nimero médio de casos por ano aumentou de 1.601 (1985-
1989) para 3630 (2000-2004), mantendo a média desde entdo. Na década de 1990, apenas
10% dos casos ocorriam fora da regiao Nordeste, mas em 2007 a proporgao alcangou 50% dos
casos. De 2006 até 2008, a transmissao autéctone da LV foi reportada em mais de 1200
municipios em 21 estados da Federacao. (Werneck, 2010).

Especificamente no estado de Sao Paulo vem se verificando um processo de expansao
da doenca, a medida que se constata a adaptacdo do vetor em zonas urbanas (Camargo-
Neves & Gomes 2002). A doenca em caes, desde o primeiro registro da sua ocorréncia, ja foi
notificada em 45 municipios, ocorrendo em seis regides administrativas: Aragatuba, Bauru,
Marilia, Presidente Prudente, Grande S&o Paulo e Sdo Joao da Boa Vista. Em seres humanos,
até junho de 2006, a doenca ja havia sido registrada em 34 municipios das regides de
Aragatuba, Bauru, Marilia e Presidente Prudente (Secretaria da Saude do Estado de Séao
Paulo, 2006). No municipio de Bauru por exemplo, desde 2003 (que foi o primeiro ano de
aparecimento da doenca) até setembro de 2006, ja ocorreram 118 casos humanos notificados

da doenca com a confirmacao de 11 ébitos (Centro de Vigilancia epidemioldgica SP, 2006).

1.1.2 Agente etioldgico

Os agentes etiolégicos da leishmaniose visceral sdo protozoarios tripanosomatideos do
género Leishmania, parasita intracelular obrigatério das células do sistema fagocitico
mononuclear, com uma forma flagelada ou promastigota, encontrada no tubo digestivo do
inseto vetor e outra sem flagelo aparente ou amastigota (Figura 1) nos tecidos dos vertebrados.
Na LV, trés espécies estao envolvidas com a infeccdo dependendo da regido geografica onde
a doenga ocorra: (i) Leishmania (Leishmania) donovani Laveran & Mensil,1903 foi o parasito
originalmente descrito, responsavel pela forma visceral classica (antroponose) e pela

leishmaniose dérmica pds-calazar na Asia; (i) Leishmania (Leishmania) infantum Nicolle, 1908
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Figura 1. Formas da Leishmania infantum chagasi. (A) forma flagelada
promastigota. (B) forma aflagelada amastigota. Fonte: Manual de Vigilancia e
Controle da Leishmaniose Visceral, 2006.

é uma espécie amplamente distribuida no Velho Mundo: Asia, Europa e Africa; (iii), Leishmania
(Leishmania) chagasi Cunha & Chagas, 1937 ocorre nas Américas,sendo responsavel pela

LVA em seres humanos e caes. (Ministério da Saude, 2006).
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1.1.3 Reservatorios

Os reservatorios do parasito sdo animais mamiferos, principalmente canideos, sendo
0s mais importantes a raposa (no ciclo silvestre e rural) e o cédo (no ciclo rural e,
particularmente, nas areas urbanas).

No Brasil, as primeiras evidéncias de transmissdo da LVA canina foram em Abaeté
(PA), como resultado dos trabalhos desenvolvidos por comissdo instituida pelo Instituto
Oswaldo Cruz para a avaliagdo dessa probleméatica. Porém, apenas em 1955, é que foi
estabelecido por Deane & Deane (1955) o papel do cao como reservatério da LVA, quando
constatada a transmissao em cées residentes em zona urbana do municipio de Sobral (CE),
verificando-se freqiiéncia muitas vezes intensa do parasitismo cutaneo.

Nos ambientes rural e urbano o cdo doméstico — Canis familiaris vem sendo descrito
como o principal reservatorio da L. infantum chagasi, tanto no Brasil como nas Américas .

Entre os canideos silvestres, reservatorios da L. infantum chagasi, destacam-se nos
ciclos silvestre e rural, a raposa — Dusicyon vetulus (=Lycalopex vetulus), no Nordeste do
Brasil, em especial no estado do Cearda e a espécie Cerdocyon thous, na Amazoénia brasileira,

no estado do Para (Ministério da Saude, 2006).

1.1.4 Vetores

Os vetores da leishmaniose visceral sdo insetos denominados flebotomineos,
conhecidos popularmente como mosquito palha, tatuquiras, birigui, entre outros. No Brasil,
duas espécies, até o momento, estao relacionadas com a transmissdo da doenga: Lutzomyia
longipalpis e Lutzomyia cruzi. A primeira espécie € considerada a principal espécie
transmissora da L. infantum chagasi no Brasil e, recentemente, L. cruzi foi incriminada como
vetora no Estado de Mato Grosso do Sul (Ministério da Saude, 2006).

A infeccdo do vetor ocorre quando as fémeas, ao sugarem o sangue de mamiferos
infectados, ingerem macréfagos parasitados por formas amastigotas da Leishmania. No trato
digestivo anterior ocorre o rompimento dos macréfagos liberando essas formas. Reproduzem-

se por divisdo binaria e diferenciam-se rapidamente em formas flageladas denominadas de
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promastigotas, que também se reproduzem por processos sucessivos de divisdo binaria. As
formas promastigotas transformam-se em paramastigotas as quais colonizam o eséfago e a
faringe do vetor, onde permanecem aderidas ao epitélio pelo flagelo, quando se diferenciam
em formas infectantes - promastigotas metaciclicas. O ciclo do parasito no inseto se completa
em torno de 72 horas (Figura 2). Apds este periodo, as fémeas infectantes ao realizarem um
novo repasto sanglineo em um hospedeiro vertebrado liberam as formas promastigotas
metaciclicas juntamente com a saliva do inseto. Na epiderme do hospedeiro, estas formas sao
fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocitario. No interior dos macréfagos
diferenciam-se em amastigotas multiplicam-se até o rompimento dos mesmos, ocorrendo a
liberagdo destas formas que serdo fagocitadas por novos macrofagos num processo continuo,
ocorrendo entao a disseminagao hematogénica para outros tecidos ricos em células do sistema
mononuclear fagocitario, como linfonodos, figado, baco e medula 6ssea (Ministério da Saude,

2006).
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Figura 2. Ciclo evolutivo de Leishmania infantum chagasi. Adaptado de:
http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html

) Mosquito ingere sangue infectado do céo.

) Ingestao de células parasitadas.

) Amastigotas se transforman em promastigotas no estbmago do mosquito.

) Promastigotas se multiplicam no estbmago do mosquito transmissor.

) Mosquito retira sangue do hospedeiro e injeta promastigotas.

) Promastigotas sao fagocitados pelos macrofagos.

) Promastigotas se transformam em amastigotas no interior dos macréfagos.
)
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1.2 Genotipagem de Leishmania infantum chagasi

O fato de as leishmanioses, de uma maneira geral, apresentarem um amplo espectro
no que diz respeito a sintomatologia da doenca, aliado a grande diversidade das espécies de
hospedeiros infectados, sugere a presenca de variantes genéticas do parasita (Woolhouse et
al.,, 2001). Evidentemente, o “background” genético do hospedeiro também tem um papel
importante no processo de infecgdo, desenvolvimento e diversidade de fendtipos clinicos da
doencga. Nesse contexto, alguns estudos vém buscando regibes cromossémicas ou mutagdes
em genes especificos que possam estar relacionadas com a infecgao por Leishmania infantum
chagasi. Em abordagens distintas, baseadas principalmente em grupos de familias com casos
de LV, o gene SLC11A1 na regido cromossémica 2935 (Bucheton et al., 2003; Mohamed et al.,
2004), o gene da IL-4 e IL-9 (Mohamed et al., 2003), o gene do TNF (Karplus et al., 2002) e a
regiao cromossOmica 22q12 (Bucheton et al., 2007) foram relacionados a susceptibilidade ao
desenvolvimento da doenca. O gene mbl2, que codifica uma lectina sérica envolvida, de
maneira geral, no reconhecimento de patégenos também tem um papel na susceptibilidade a
LV. Mutagbes especificas na regido promotora e no exon 1 deste gene estao relacionadas a
baixos niveis séricos da proteina, o que pode ser um fenoétipo favoravel para individuos com
infeccOes provocadas por patégenos extracelulares, como é o caso de L. infantum chagasi.
Recentemente, em um estudo caso-controle realizado na populagdo de Teresina - PI,
individuos com gendtipos relacionados a niveis séricos baixos da proteina se apresentaram
com proporgéo significantemente menor de casos da doenca, e com sintomas mais brandos
em relacdo aos individuos com gendtipos relacionados a niveis séricos altos dessa lectina
(Alonso et al., 2007).

Além disso, a heterogeneidade genética e diversidade clonal, que podem levar a uma
variabilidade na viruléncia do parasita, sdo comuns aos representantes do género Leishmania
(Garin et al.,, 2001; Turco et al., 2001). Posto isso, no caso da leishmaniose visceral, por
exemplo, variantes genotipicas de L.infantum chagasi interagindo com diferentes espécies de
hospedeiros podem ter papel fundamental na dindmica e viruléncia de possiveis epidemias.

Recentemente para a espécie Leishmania donovani foram identificados polimorfismos de um
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locus génico bem definido que distinguem cepas do parasita que causam calazar classico das
que causam uma reacao dérmica especifica pds-calazar (Sreenivas et al., 2004). Portanto, a
identificagdo de possiveis clones ou variantes de L. infantum chagasi € de extrema importancia
para um estudo aprofundado da dinamica de transmissdo e da epidemiologia da doenca,
principalmente em areas endémicas.

Varias abordagens moleculares tém sido utilizadas na caracterizagdo de variantes
genéticas em espécies do género Leishmania: Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso
(RAPD) (Toledo et al., 2002), analise por polimorfismo de tamanho de fragmentos de restricao
(RFLP) de regides ITS de DNA ribossomal (Cupolillo et al., 2003) e de DNA do cinetoplasto
(Laurent et al., 2007); analise de regidbes amplificadas de seqiéncia confirmada (Lewin et al.,
2002); analise por hibridizagdo de sondas de DNA (Southern blotting) (Sreenivas et al., 2004),
e andlise de regides de DNA com marcadores microssatélites (Jamjoom et al., 2002; Bulle et
al., 2002; Schwenkenbecher et al., 2004; Schwenkenbecher et al., 2005; Ochsenreither et al.,
2006; Kuhls et al. 2007). Apesar do relativo sucesso de todas essas abordagens, as que
apresentam o maior poder discriminatério sdo, com certeza, a analise por microssatélites, por
se tratarem de marcadores codominantes, abundantes, ubiquos e hipervariaveis
(Schwenkenbecher et al.,, 2004); e a analise por RFLP do DNA do cinetoplasto, pois os
nimeros e padroes de fragmentos produzidos permitem uma discriminagdo refinada entre
linhagens do parasita, devido a alta variabilidade de sequencia do DNA do cinetoplasto (kDNA)
(Nicolas et al., 2002). Esta técnica tem sido usada com sucesso em diversas abordagens,
sendo elas: comparacao de linhagens isoladas de diferentes hospedeiros; diferenciacao entre
ciclos de transmissao zoonético e antroponético; identificagcdo de novos genoétipos em vetores e
hospedeiros; identificacdo de genétipos relacionados a resisténcia de drogas; diferenciacao
entre casos de recidivas e re-infeccao e detecgao de epidemias (Schonian et al., 2010). Mais
precisamente, a analise por RFLP dos minicirculos do kDNA apresenta maior poder de
resolucao quando aplicada no estudo da genética de populacdes de linhagens muito préximas,
tanto geneticamente quanto geograficamente. (Laurent, et al., 2007; Nasereddin et al., 2009).
Além disso, como as diversas espécies do género Leishmania se reproduzem de modo clonal,
salvo raros eventos de reproducdo sexuada, a identificacdo de linhagens muito préximas sé é

possivel com marcadores moleculares com alto grau de polimorfismo (Barker, 2002).
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1.3 DNA do Cinetoplasto

O DNA do cinetoplasto (kDNA) é o DNA mitocondrial dos protozoarios
tripanossomatideos. Esse grupo de organismos unicelulares amplamente distribuidos na
natureza inclui, por exemplo, o Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi e Leishmania spp. que
sao patogenos humanos; Phytomonas spp. que infectam plantas; e Crithidia fasciculata que é
um parasita de insetos.

O kDNA é uma das peculiaridades mais incomuns desses parasitas. E uma estrutura
Unica na natureza, uma rede gigante de DNA consistindo de alguns milhares de DNAs
circulares que sao topologicamente interligados, sendo que cada célula apresenta uma rede de
DNA dentro da matriz da sua Unica mitocéndria. Essa rede contém dois tipos de moléculas de
DNA: minicirculos presentes em aproximadamente 10.000 copias por célula e maxicirculos
presentes entre 20 a 50 copias (Shapiro e Englund, 1995).

Os maxicirculos sdo os homodlogos funcionais de DNAs mitocondriais de outras
espécies de eucariotos, e nas diferentes espécies de tripanossomatideos variam em tamanho
entre 20 a 40kb. Eles codificam RNAs ribossomais e vérias proteinas envolvidas no
metabolismo energético da mitocondria. Os minicirculos compéem aproximadamente 90% da
massa da rede de DNA do cinetoplasto, variando em tamanho entre 0,5 e 2,9 kb conforme a
espécie. Eles sdo heterogéneos com relagdo a sequencia, mas idénticos em tamanho numa
mesma rede; a sua unica fungdo conhecida é codificar pequenos RNAs guia que controla o
correto processamento ou edigdo dos transcritos dos maxicirculos; vale ressaltar que também
0s maxicirculos codificam alguns RNAs guia (Guilbride e Englund, 1998).

A expressao génica mitocondrial do cinetoplasto € um evento notavel, pois resulta na
cooperacao entre os transcritos funcionais dos maxicirculos e dos RNAs guia codificados na
sua quase totalidade pelos minicirculos. Essa cooperagao € necessaria porque os transcritos
dos maxicirculos séo cripticos, ou seja, possuem diversas muta¢des de quadro de leitura que

precisam ser corrigidas (editadas) para a correta tradugao das proteinas funcionais.
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Essa edi¢cdo envolve a precisa inser¢ao ou delecao de residuos uridilatos em sitios
internos dos transcritos dos maxicirculos; em alguns transcritos os residuos de uridilatos
incorporados no processo de edicdo chegam a constituir metade da sequencia codificante. A
especificidade da edicdo € controlada pelos RNAs guia codificados principalmente nos
minicirculos que servem de molde para a insergao e delegao dos uridilatos; como existe uma
edicao extensiva de uma grande variedade de transcritos dos maxicirculos, varios RNAs guia
sd0 necessarios, explicando o grande repertério de sequencias de minicirculos presentes na
rede de kDNA (Englund et al.,2005).

Além da regido codificadora de RNAs guia, os minicirculos também apresentam uma
regido conservada (geralmente de 100 até 180 nucleotideos e idéntica em todos os
minicirculos de uma mesma rede de kDNA) que contem a origem de replicagcdo. Dependendo
da espécie de tripanossomatideo, os minicirculos podem apresentar uma, duas ou quatro
regides conservadas. Quando presentes, as multiplas regides se apresentam posicionadas em

1802 e 902, respectivamente (Guilbride e Englund, 1998).
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1.4 Sequenciamento do gene ortologo ao fator de inibicao de migracao

dos macroéfagos (MIF) de Leishmania infantum chagasi.

O fator de inibicao de migracdao de macréfagos € uma citocina que tem um papel
importante na inibicdo da indugcao de apoptose em macréfagos (Calandra et al., 2003). Varios
eucariotos primitivos codificam genes similares ao MIF que mostram similaridade com os genes
MIF de mamiferos, entre eles os nematddeos Brugia malayi e Ancylostoma ceylonicum
(Pastrana et al., 1998). Essas citocinas também foram descritas em protozoarios patogénicos,
entre eles Eimeria spp, Plasmodium falciparum e mais recentemente em Leishmania major
(Kamir et al., 2008). Como o gene MIF codifica uma citocina imunomoduladora, e é encontrado
em varios parasitas patogénicos ele pode ter um papel importante na resposta imune do
hospedeiro frente a infecgdo por esses parasitas. Fatores homologos ao MIF secretados em L.
infantum chagasi podem entédo interferir na resposta imune do hospedeiro favorecendo o
estabelecimento da infecgéo.

Em colaboragdo com o laboratério de pesquisa do Instituto de Doencga Tropicais
Natan Portella em Teresina-Pl, chefiado pelo Dr. Carlos Henrique Nery Costa, foi realizado o
seqglenciamento de dois genes de L. infantum chagasi homélogos ao gene do fator de inibicao
da migracao de macréfagos humano (MIF) (nimero de acesso: NG_012099.1) para a pesquisa

de mutacdes nas diferentes amostras testadas.
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1.5 Sequenciamento do fragmento de ITS-1 de Leishmania infantum

chagasi

Para o género Leishmania, a regiao de ITS-1 (internal transcribed spacer 1) do gene
do RNA ribossémico tem sido amplamente estudada (Cupolillo et al., 2005; Schonian et al.,
2003), e se mostra com um numero adequado de polimorfismos para a distingdo, pelo menos,
ao nivel de espécie. Em busca de um marcador genético em regido nao codificante no DNA
nuclear de L. infantum chagasi foi realizado o seqlenciamento da regidao de ITS-1 em amostras
de Leishmania infantum chagasi utilizadas neste estudo. Além disso, em um protocolo descrito
por Schonian e colaboradores (2003), € possivel o diagnostico diferencial da maioria das
espécies de Leishmania de importancia médica pela digestdao com a enzima de restricdo Haelll

do fragmento amplificado por PCR da regido ITS-1.
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Objetivos



O presente trabalho tem como meta identificar possiveis variantes genotipicas de
L.infantum infantum chagasi presentes na area endémica de Teresina no Estado do Piaui, e
comparar com o0s genétipos encontrados em Campo Grande no Estado de Mato Grosso do Sul
e Bauru no Estado de Sao Paulo. Além disso, um objetivo secundario seria identificar e eleger
um marcador molecular robusto e com poder discriminatério para futuros estudos envolvendo a

epidemiologia e a dinamica de transmissao de L.infantum chagasi no Brasil.
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Material e Métodos




3.1 Amostras e extracao de DNA

O material de estudo para as analises preliminares com os marcadores microsatélites
consistiu de 50 amostras de culturas de formas promastigotas de Leishmania infantum chagasi
isoladas de pacientes de Teresina — PI, gentiimente cedidas pelo Dr. Carlos Henrique Nery
Costa do Instituto de Doengas Tropicais Natan Portela, e pela Profa. Dra. Maria do Socorro
Pires e Cruz, da Universidade Federal do Piaui. No caso do estudo utilizando o DNA do
cinetoplasto, foram adicionadas ao trabalho 157 isolados de L. infantum chagasi, sendo 88 de
Teresina, 54 de Campo Grande — MS, cedidos pelo pesquisador Manoel Sebastido da Costa
Lima Junior da Universidade Federal do Mato grosso do Sul, e 15 amostras extraidas do banco
de laminas do Hospital Estadual de Bauru em colaboragdo com o Prof. Dr. Carlos Magno
Castelo Branco Fortaleza. O DNA das formas promastigotas em culturas com o meio liquido
Schneiders, e o das promastigotas em flebétomos infectados foi obtido por um processo
simples de preparagdo do DNA com a resina Chelex® (Bio-Rad): Aliquotas de 1ml das culturas
sdo transferidas para tubos de 1,5 ml e centrifugadas por 1 min a 10000 rpm, o sobrenadante é
entdo descartado e a fase sélida da amostra ressuspendida em 1ml de uma solugéo contendo
10% (m/v) da resina diluida em agua. Posteriormente a amostra € mantida aquecida por 15 min
a 95 °C, e decorrido esse intervalo a amostra € novamente centrifugada por 1 min a 10000 rpm,
o sobrenadante contendo o DNA é entdo cuidadosamente aspirado (de maneira que toda a
resina permaneca no tubo de origem), e armazenado em um novo tubo a -20 °C até o momento
do uso.

O DNA das formas amastigotas de amostras de medula éssea de céaes foi obtido pela
extragdo com o Kit illustra blood genomicPrep mini spin (GE Healthcare) seguindo as
recomendacoes do fabricante. As amostras provenientes do banco de laminas foram extraidas
com o mesmo kit apds a raspagem do material das laminas com o uso de bisturis estéreis

baseado no método descrito por Schonian e colaboradores (2003).
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3.2 PCR para a genotipagem

Um painel composto de vinte e quatro pares de oligonucleotideos descrito por Jamjoom
et al., 2002, Schwenkenbecher et al., 2004; Ochsenreither et al. 2006, Kuhls et al. 2007 foi
utilizado nas reagdes de PCR para a amplificagao das regides do DNA contendo marcadores
microssatélites das amostras extraidas . As reagdes foram realizadas em um volume de 25l
contendo 1 mM de MgCl,, 10mM tampéao Tris — HCI (pH 8.3) contendo 50mM KCl, 0,3 pmol de
cada um dos oligonucleotideos (foward e reverse), 0,1 mM de dNTPs, 1 unidade de Taq
polimerase (GE Healthcare), 5uL da amostra de DNA, e agua até completar o volume. As
condicdes da reacdo sdo: 1 min a 95°C; seis ciclos de 30s a 95°C, 30s a temperatura de
anelamento de cada par de oligos (listadas na tabela 1) e 45s a 72°C; seguidos de 26 ciclos de
30s a 92°C, 30s a temperatura de anelamento de cada par de oligos (listadas na tabela 1) e
55s a 72°C. . Posteriormente os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose segundo Sambrook et al. (1989). 8ul do produto amplificado pela reacdo de PCR foi
adicionado de 2ul de tampéao de amostra e aplicado em gel de agarose 1% (GIBCO BRL®) em
solucao de TAE 1X contendo brometo de etidio a 0,5ug/ml. Apds a corrida a 90V por 40min as

bandas foram visualizadas em um transluminador UV.
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Tabela 1. Painel de oligonucleotideos usados na genotipagem dos microssatélites.

Oligo Forward Reverse (]‘:AC)
LIST7033 | CATTGCTGAGTGCTGCTAGTG ATGAGCGTACTGGGCACAC 58
LIST7036 | CTCTCTCGTCACCACAGCAC TCCCTCTCGTTGGTGAAGTT 58
GA2 GATCACAGCGACGTCTGAAG CCTGCTGCCACCATCTTAGC 56
GA10 ACTCACTCCGTTGGGATGAT CGCGCATATCTCTATCCACT 42
Li22-35 CTTGATGTTCGGGTTAGCAAGT ATGCACACCAAAAATCATGTG |52
Li23-41 GATCGGAGGTGACAGCGT CCTTTAACTGCCAGTGCG 52
Li41-56 TTGCTTCATGATAACAACTTGG CCTGTTGGTGTGAGTTCGTG 50
Li45-24 GCGCCTACAGGCATAAAGGA CTGGCGCATCAACGGTGT 54
Li71-5/2 GCACGGTCGGCATTTGTA GATAAACGAGATGGCCGC 56
Li71-7 GCTGCAGCAGATGAGAAGG GTGAGAAGGCAGGGATTCAA 50
Li71-33 CTCCTTTCACACCGCCTCT GAGAGAAGACGAGCCGAAGT |50
Lm2TG AAAAAGCGAGGAATGAAAGAA TCCCTCCCCTCTACAACCTT 53
Lm4TA TTTGCCACACACATACACTTAG GTAGACGACATCGCGAGCAC 54
TubCA GGCGTGGTTGCTAAACTGAT GCCTGCGCACACAGAGAC 58
Li46-67 GATCCCTTCGGATTACTGC CTGCTAGCGAGGGGATAGG 50
GA3 GCAGGCGCACACATACCACA CGCAGCTATTGTCGGCCCGG 53
GAl TCGGAGTCACCTCGCACCGC GGTGGGGCAGGTAAAGCGGC 56
GACA1 CTGCCTGCCTGTCCGTGCCT GGAGAAGAAGAAATGGTGAG | 60
GTG3 TAGAGTGACATCAGGGAGGG GCCGACAGCGTCGTCTGCCG 54
LIST7035 | AAAGGTATGATACGCCTGTGG ACCGCAAAGAACGGACAT 58
CS19 TGCAGCAGATGAGAAGGAAA GTGAGAAGGCAGGGATTCAA 56
CS20 CGTTGGCTGTTGATTGTGTA GCGTGGCAATCTCCTCATT 56
LIST7031 | CCACTGGTGGAAATAGAAAGACT | GGAGAACTAAAACGAGCAGCA | 58
LIST7039 | CTGGCACTCTTTCGCTCTTT GAGACGAGAGGAACGGAAAA |58

Os oligonucleotideos que apresentaram boa consisténcia foram entao testados quanto
ao grau de polimorfismo dos seus produtos de amplificacdo através de eletroforese em gel,
utilizando a agarose de alta resolugdo MetaPhor (Cambrex) na concentracao de 3%, conforme
recomendacao do fabricante. 8ul do produto amplificado pela reacéo de PCR foi adicionado de
2ul de tampéao de amostra e aplicado em gel de agarose 1% (GIBCO BRL®) em solucdo de
TAE 1X contendo brometo de etidio a 0,5ug/ml. Ap6s a corrida a 90V por 40min as bandas

foram visualizadas em um transluminador UV.
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3.3 Genotipagem dos Fragmentos Amplificados

Dez pares de oligonucleotideos foram novamente sintetizados e desta vez conjugados
com fluorescéncia para a realizagdo de uma analise comparativa, quanto ao tamanho
amplificado, em gel de poliacrilamida a 5% no aparelho de sequenciamento automatico ABI
377 (Apllied Biosystems), utilizando-se o programa GeneScan® e o padrao de tamanho ROX -
500 ® (Apllied Biosystems). A escolha dos oligos se deu com base nos polimorfismos

observados dos produtos amplificados em gel com a agarose MetaPhor, e no nimero de alelos

observados para cada oligo nos trabalhos de referéncia: Li45-24, CS19, CS20, Li22-35,
Li23-41, Lm2TG, Li41-56, Li71-33, LIST7039, Li71-7.

Para a genotipagem foi realizada uma nova rodada de amplificagcdes por PCR, agora
com os oligos fluorescentes, idéntica a ja descrita anteriormente. 2ul dos produtos amplificados
foram diluidos em 58ul de agua, e 3pl da diluicao foram adicionados a 2ul de tampao de
amostra contendo Formamida Hi-Di (Applied Biosystems) + Loading Buffer (25mM EDTA pH
8,0 contendo 50mg/ml Blue Dextran) (5:1) e a 0.5ul de ROX - 500 ® (Apllied Biosystems) . No
momento da aplicagdo em seqlenciador automatico ABlI PRISM ® 377 (Applied Biosystems,

USA) as amostras foram aquecidas a 95°C por 3 min e rapidamente transferidas para o gelo.

3.4 PCR-RFLP do DNA do Cinetoplasto (kKDNA)

Para as analises do DNA do cinetoplasto foram utilizadas 157 isolados de
Leishmania infantum chagasi, dentre estes, 98 amostras de cultura iniciadas com material
bioldgico de pacientes humanos (44 de Teresina e 54 de Campo Grande), 42 amostras frescas
utilizadas diretamente de aspirados de medula 6ssea de caes de Teresina, 2 amostras de
flebotomineos infectados, ao se alimentares em alguns caes (todos de Teresina) utilizados
como fonte de amostra para esse mesmo estudo e 15 amostras de aspirados de medula de
Bauru. As reagcbes de PCR para a amplificagao foram realizadas com os oligos LINR4 e LIN19
(Aransay et al., 2000) gerando um fragmento amplificado de 720 pb que representa quase a
totalidade do minicirculo. As reagdes foram realizadas em um volume de 50ul contendo 1 mM

de MgCly, 10mM tampéao Tris — HCI (pH 8.3) contendo 50mM KCI, 0,3 pmol de cada um dos
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oligonucleotideos (foward e reverse), 0,1 mM de dNTPs, 1 unidade de Taq polimerase (GE
Healthcare), 5uL da amostra de DNA, e agua até completar o volume. As condi¢cdes da reacao
sdo: 3 min de desnaturacao inicial a 94 °C; trinta e trés ciclos de 30s a 95°C, 30s a 58°C € 1min
a 72°C; seguido de 10min de extenséo final a 72°C. Posteriormente os produtos de PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose segundo Sambrook et al. (1989). 8ul do produto
amplificado pela reacao de PCR foi adicionado de 2ul de tampéo de amostra e aplicado em gel
de agarose 1% (GIBCO BRL®) em solucao de TAE 1X contendo brometo de etidio a 0,5ug/ml.
Apods a corrida a 90V por 40min as bandas foram visualizadas em um transluminador UV.
Antes da digestao os produtos de PCR foram precipitados da seguinte forma: adicionou-se aos
produtos 100ul de etanol 95%, com incubacdo a T.A. por 20 min. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 10000 RPM por 25 min a T.A. O etanol 95% foi entdo removido por
inversdo dos tubos e, a seguir, adicionou-se 200ul de etanol 70% e centrifugou-se a 10000
RPM por 5 min a T.A. O pellet foi entao ressuspendido em 20ul de 4gua e quantificado com o
uso de espectrofotdmetro Nanodrop. As leituras das quantificacdes variaram de 340 a 558 ng/
pl de DNA, sendo que as quantidades utilizadas nas digestées foram padronizadas em 1000 ng
de produto de PCR, com o intuito de garantir de que cada amostra utilizada tivesse a mesma
quantidade de DNA inicial na digestdao. Os produtos foram entao digeridos com as enzimas de
restricdo Rsal, e Hpall separadamente (Promega) sob o seguinte protocolo: em um volume
final de 20ul da reagao foram adicionados 12,3ul de agua estéril, 2u do tapao de reagéo 10X,
0,2ul de BSA acetilada (10ug/pl), 0,5ul de cada enzima de restricao (10u/ul) e 5ul do produto
de PCR ressuspendido. A reacéo foi colocada entdo em bloco aquecido a 37°C por 2 horas.
Decorrido o tempo de digestéo, o volume total da reagéo (20pl) foi adicionado de 2ul de tampao

de amostra e aplicado em gel de agarose de alta resolugdo Metaphor 3% (FMC BioProducts)

em solucdo de TAE 1X contendo brometo de etidio a 0,5ug/ml. Ap6s a corrida a 110V por 2
horas as bandas foram visualizadas em um transluminador UV.

Os fragmentos gerados na digestdo foram utilizados na construgdao de uma matriz
binaria (1 indica a presenca de um fragmento e 0 a auséncia), que foi convertida numa matriz
de distancia com o uso do programa RESTDIST, que por sua vez, foi utilizada na construgao
de um dendrograma pelo método de UPGMA com a utilizagdo do programa NEIGHBOR

(ambos os programas fazem parte do pacote de programas PHYLIP, versado 3.6, disponivel em:
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http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html). A &rvore fenética resultante foi construida
com o programa TREEVIEW versao 1.

Além da metodologia descrita acima, outra abordagem foi utilizada na andlise por
PCR-RFLP do DNA do cinetoplasto. Um fragmento de 447pb da regido variavel de uma classe
de minicirculos especifica para o complexo L. donovani foi amplificado por PCR com os

oligonucleotideos MC1 (GTTAGCCGATGGTGGTCTTG) e MC2

(CACCCATTTTTCCGATTTTG) (Cortes et al, 2004). Ap6s a amplificacdo os produtos foram
digeridos com as enzimas de restricdo Rsal, e Hpall conforme protocolo descrito acima. Este
método foi testado porque produz um padrdo de fragmentos menos complexo para diversas
enzimas de restricdo, permitindo uma comparacdao mais simples e direta nas amostras

analisadas conforme Cortes e colaboradores (2006).

3.5 Sequenciamento dos genes MIF de Leishmania infantum chagasi

Para o sequenciamento foram utilizados dois pares de oligonucleotideos; MIF1740
(ATGCCGGTCATTCAAACG e CTCTGGTTTGCCGAGTACA) e MIF1750
(ATGCCGTTTCTGCAGAC e AGTCATCACGAAGTCCTC), fornecidos pelo Dr. Carlos Henrique
Nery Costa, juntamente com 77 amostras dos produtos de PCR amplificados para os genes

MIF1 (nimero de acesso: XM_001468253.1) e MIF2 (nimero de acesso: XM_001468252.1), o
tamanho dos fragmentos para ambos os genes sdo de 370 pb. Os produtos foram purificados

ezimaticamente com o kit ExoSAP- IT (GE Healthcare) seguindo as instrugcdes do fabricante.
Apbés a purificagdo, 5yl dos fragmentos purificados foram utilizados na reagdo de
seqUenciamento. As sequéncias de DNA foram determinadas em sequlenciador automatico

ABI 377 (Applied Biosystems) utilizando-se 4pl de 2,5X Save Money (400mM Tris-HCI pH9,0,
10mM MgCI2), 4ul de BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit v 3.1 (Applied
Biosystems, Foster City, CA), 3,2 pmol dos oligonucleotideos, e 4ul do DNA genémico a 5ng/ul.
As reacdes de sequenciamento foram realizadas com os ciclos de temperatura programados
para: 25 ciclos de 95°C por 10 seg, 50°C por 5 seg, 60°C por 4, com rampa de 1°C/seg, como

recomendado pelo fabricante. Apos a amplificacdo as amostras foram mantidas
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a 4°C até a precipitacdo. Para cada amostra foram utilizadas 2 reagbes, sendo uma para o
primer foward e outra para o reverse. A cada reacdo de seqlenciamento foram adicionados
80ul de isopropanol 65%, incubando a T.A. por 20 min. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 10000 RPM por 25 min a T.A. O isopropanol foi entdo removido por inversao
dos tubos e, a seguir, adicionou-se 200ul de etanol 70% e centrifugou-se a 10000 RPM por 5
min a T.A. Removeu-se todo o etanol com auxilio de micropipeta, pois qualquer etanol residual
resultaria em manchas fluorescentes. As amostras foram secas em T.A. e o DNA foi eluido em
2ul de tampéao de amostra contendo Formamida Hi-Di (Applied Biosystems) + Loading Buffer
(25mM EDTA pH 8,0 contendo 50mg/ml Blue Dextran) (5:1). No momento da aplicagdo em
seqUenciador automatico ABI PRISM ® 377 (Applied Biosystems, USA) as amostras foram
aquecidas a 95°C por 3 min e rapidamente transferidas para o gelo.

As seqléncias de bases geradas automaticamente foram alinhadas com auxilio do
programa MERGER (http://bioweb.pasteur.fr/seganal/alignment/intro-uk.html) e analisadas com
auxilio do programa CLUSTAL X, e entdo comparadas com outras disponiveis no GenBank e

identificadas utilizando-se o BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

3.6 Sequenciamento do fragmento de ITS-1 de Leishmania infantum chagasi e

diagnostico especifico por RFLP

Em busca de um marcador genético no DNA nuclear de L. infantum chagasi foi
realizado o sequienciamento da regido de ITS-1 (internal transcribed spacer 1) do gene do RNA
ribossémico, em 50 amostras de isolados de L. infantum chagasi. Para o género Leishmania, a
regido de ITS-1 tem sido amplamente estudada, e se mostra com um ndmero adequado de
polimorfismos para a diferenciacéo, pelo menos, ao nivel de espécie. Para a amplificagao por
PCR foram utilizados os pares de oligonucleotideos LITSR e L5.8S segundo Schonian e
colaboradores (2003). O protocolo de seqlienciamento foi idéntico ao descrito anteriormente
para os genes MIF.

Sempre que foi necessaria, a confirmagdo de espécie se deu seguindo ainda o

protocolo de Schonian e colaboradores (2003), foi realizada a digestdo do produto de PCR
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amplificado com os oligos LITSR e L5.8S com a enzima Haelll conforme protocolo descrito no

item 3.4

3.7 Clonagem e sequenciamento de minicirculos do DNA de cinetoplasto Leishmania

infantum chagasi

Para a confirmacao de que as reagdes de PCR baseadas no kDNA de Leishmania
infantum chagasi estavam realmente amplificando a regido pretendida, decidimos sequenciar
os produtos amplificados. Como existem varias seqliiéncias de minicirculos diferentes em cada

parasita foi necessario clonar os produtos, conforme protocolo abaixo.

3.7.1 Ligacao

A ligagao foi realizada com o kit InsTAclone PCR cloning Kit (Fermentas) . Para
cada amostra a ser sequenciada foi montada uma reagéo contendo: 3 pL do vetor, 6 uyL do
Tampao de Ligagao 5X, 5 pL do produto de PCR, 5 uL de agua ultrapura autoclavada e 1 pL
de T4 DNA ligase. As reacgdes foram mantidas em termociclador Mastercycler Personal
(Eppendorf AG, Germany) a 22°C por 16 horas, seguidas de 10 minutos a 65°C para inativagao

da enzima T4 ligase.

3.7.2 Preparacao de Células Competentes

Com a ajuda de um palito estéril, pequenas aliquotas de culturas de diferentes
cepas de E.coli (DH5a, BL21(DE3), BL21(DE3)pLysS (Invitrogen, USA); BL21(DE3)CodonPlus,
BL21(DE3)CodonPlus-RP, ArcticExpress™(DE3) (Stratagene, USA); Rosetta(DE3) (Novagen,
USA); BL21(Invitrogen, USA) ou BL21-SI™(Life Technologies) mantidas em placas com meio
LB/4agar ou em cultura permanente a -80°C, foram inoculadas em 3 mL de meio liquido SOB
(Triptona 2%, Extrato de levedura 1%, NaCl 17 mM, MgCl, 10 mM e KCI 5 mM) e incubadas a
37°C sob agitacdo de 250 rpm por 14 horas. Apds este periodo, 500 uL destas culturas foram
usados para inocular 50 mL de meio SOB os quais foram incubados a 37°C sob agitagao de

250 rpm até atingir a absorbancia de 0,6 a 600nm. As culturas foram entdo mantidas no gelo
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por 15 minutos e adicionadas de 1 mL de MgCl, 1 M previamente filtrado. A seguir, as células
foram centrifugadas a 4000 x g por 5 minutos a 4°C e os sobrenadantes foram desprezados.
Os precipitados de células foram ressuspendidos em 20 mL de solugéo gelada de KCI 100 mM,
MnCl, 50 mM, KAC 30 mM pH 6,9, CaCl, 10 mM, glicerol 15%, pH 5,8 e incubadas no gelo por
mais 15 minutos. Procedeu-se entdo nova centrifugagcao a 4000 x g por 5 minutos a 4°C. Os
sobrenadantes foram descartados e os precipitados foram ressuspendidos com 2 mL da
solucdo gelada de NaMOPS 10 mM pH7,0, KCI 10 mM, CaCl, 74 mM, glicerol15%, pH 6,2.
Porcées de 100 pL destas preparacdes foram transferidas para microtubos de 1,5 pL e

armazenadas a -80°C.

3.7.3 Transformacao

Os plasmideos contendo os insertos de interesse foram primeiramente utilizados
para transformar células de E. coli DH 5a . Para cada reacao de transformagao foram utilizados
100 pL de células competentes e o volume total da reagao de ligagao (30-40 pL) ou entre 100 e
200 ng de DNA plasmidial. As reagdes foram incubadas por 30 minutos em gelo, e
posteriormente submetidas a um choque térmico de 90 segundos a 42°C seguidos de 5
minutos em gelo. A seguir, as células foram recuperadas por 1 hora a 37°C sob agitagdo (180
rpm) apos a adicdo de 800 yL de meio LB liquido sem antibiético. As reagdes de transformagao
foram entdo plagueadas em meio LB/4dgar contendo ampicilina 100 pg/mL. As placas foram
mantidas a 37°C por 16 horas. Como controle negativo foram utilizadas as reagdes de ligacao
contendo somente os plasmideos sem inserto, e como controle positivo amostras de

plasmideos fechados.

3.7.4 Sequenciamento dos clones

Apds o crescimento das bactérias transformadas, foi realizado o PCR diretamente
de colbnias individuais com os primers LINR4 e LIN19 para a confirmagédo do inserto. As
amostras positivas para o inserto foram entdo seqlenciadas utilizando o mesmo par de oligos

(LINR4 e LIN19) conforme o protocolo descrito no item 3.5.
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Resultados



4.1 PCR para a genotipagem

Dos 24 pares de primers testados, 18 apresentaram uma Unico produto do tamanho

esperado, entre 80 e 180 pb (Figura 3). Os 6 restantes, oligos: Lm4TA, LIST 7035, GA3, GA1,

GACA e GTG3 apresentaram dois ou mais produtos (Figura 4), ou bandas de tamanho muito

maior do que o esperado (Figura 5). Portanto, do painel inicial de 24 oligos, 18 foram utilizados

para os experimentos posteriores.

Figura 3. Reacao de PCR com oligo Li45-24. (M) Padrao de peso molecular
(100 pb), colunas de 1 a 6 correspondem ao produto da amplificacdo pelo
oligo Li45-24 em diferentes amostras de isolados de L.infantum chagasi de
Teresina; (NO) controle negativo.
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Figura 4. Reagcdo de PCR com oligo GACA1. (M) Padrdo de peso molecular
(100 pb), colunas de 1 a 5 correspondem ao produto da amplificagéo pelo oligo
GACA1 em diferentes amostras de isolados de L.infantum chagasi de Teresina;
(NO) controle negativo.

Figura 5. Reacédo de PCR com oligo GA3. (M) Padrao de peso molecular (100
pb), colunas de 1 a 5 correspondem ao produto da amplificacdo pelo oligo
GA3 em diferentes amostras de isolados de L.infantum chagasi de Teresina;
(NO) controle negativo.
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Para o teste de polimorfismo quanto ao tamanho, todos os produtos amplificados foram
submetidos a eletroforese em gel com a agarose de alta resolugdo MetaPhor. Porém, a
utilizagéo dessa agarose nao conferiu a reprodutibilidade esperada. Como a agarose deve ser
utilizada em alta concentragdo (3-4%) durante o processo de solidificagédo, freqiientemente,
ocorrem deformidades em varios pontos do gel, o que resulta numa migracao diferencial em
regides distintas do gel, acabando por confundir os resultados obtidos, ou seja, fica dificil inferir
se a variacao de tamanho das bandas se deu por uma diferenca real de tamanho entre as
bandas, ou se ela se da por um artefato da técnica (Figura 6). Contudo, para um Uunico
oligonucleotideo testado (Li45-24) o resultado observado foi consistente (Figura 7), o que foi

comprovado posteriormente na genotipagem pelo seqiienciador automatico.

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose de alta resolucdo MetaPhor dos
produtos amplificados pelo oligo Li23-41 em diferentes amostras de isolados
de L.infantum chagasi de Teresina.
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose de alta resolugdo MetaPhor dos
produtos amplificados pelo oligo Li45-24 em diferentes amostras de isolados
de L.infantum chagasi de Teresina.

4.2 Genotipagem dos Fragmentos Amplificados em Seqiienciador Automatico

O primeiro oligonucleotideo a ser testado no sequenciador automatico foi o oligo Li45-
24, que ja havia mostrado polimorfismo quanto ao tamanho na andlise por eletroforese
utilizando agarose de alta resolugdo. O polimorfismo foi confirmado na genotipagem no

sequenciador, porém somente dois alelos com tamanhos diferentes foram observados (Figura

8). Outros 9 oligonlcleotideos foram testados; CS19, CS20, Li22-35, Li23-41, Li71-7, Li71-

33, Lm2TG, Lm4TA, TubCA, porém todos foram monomorficos.
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Figura 8. Imagem do gel obtida da genotipagem em sequenciador automatico
com o oligo Li45-24. Marcagbes em vermelho mostram o padrdo de tamanho
ROX-500, marcagbes em amarelo mostram os alelos gerados pelo oligo
conjugado com fluorescéncia. As setas indicam pelo menos dois alelos de
tamanhos diferentes.
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4.3 Sequenciamento do gene ortélogo ao fator de inibicdo de migracao dos

macroéfagos e da regido de ITS-1 de Leishmania infantum chagasi

O sequenciamento dos genes MIF1 e MIF2 néo revelou nenhum polimorfismo presente
nas 77 amostras testadas. Como os genes em questao estao envolvidos com a resposta imune
do hospedeiro e com estabelecimento da infec¢do, foram comparadas as sequencias dos
genes entre os parasitas isolados graves com as de casos ndo complicados de Leishmaniose
Visceral; ainda assim, nenhum polimorfismo foi achado. As sequencias da regiao de ITS-1
também se mostraram idénticas em todos os isolados analisados e com 100% de similaridade

com as sequencias de L. infantum depositadas no GenBank.

B

chagasi T GEGGAGA  TATETATATATATGTAGG ~TTT T G GTTTTETE T TTTE AGT GG GAT GA GTTATAA G G
infantum TGGAT "ATTTT "GATGATT: TAT. T GEGGAG TATGTATATATATGTAGG . "TTT T G GITTTGTA T ITTG AGT. GGUCGATCGACGTTAT G G
1o 0.0t 20 ... 3000000, a0, ... |1/ 60.... ..., TO..ooot BO........ 90. ..., 100....... 1100, .....120. .. ....130. .. ... 140.... ... 150

B g R R e Y

chagasi TAT G TGT CGTTTAT! TATACGGE- GTTT GGTTTTT T T TGTGT T GGCT T GTGT G GATGGATGA TTGG - TT "TATTT GTTGAAG! GCAGT GTG
infantum TAT (- TET GTTTAT! TATA GE- GTTT GETTTTT T T TCTGT T G T T GTET & GATGGATGEA TTGE TT ~TATTT GTTGARG G RGT GTG
....... 160.......170.......180.......190.......200.......210.......220.......230.......240.......2580. ... . .260.......270.......280.......290.......300

wwh AW AR
chagasi GATARGTGE-——— 314
infantum  GATARGTGETAT 314
....... 310

Figura 9. Alinhamento das sequencias de ITS-1 obtidas no estudo. chagasi: sequencias
obtidas nas amostras analisadas no estudo. infantum: sequencia obtida no GenBank para
Leishmania infantum
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4.4 PCR-RFLP do DNA do Cinetoplasto (kDNA) com os primers MC1 e MC2

Os fragmentos de kDNA de interesse foram amplificados com sucesso a partir
dos oligos MC1 e MC2, gerando um fragmento de 447 pb (Figura 9). Tanto a digestdo com a
enzima Rsal (figura 10) quanto a digestdo com Hpall (figura 11) geraram apenas um Unico

padréo de digestao para todas as 50 amostras provenientes de Teresina testadas.

Figura 10. Reagao de PCR com os primers MC1 e MC2. (M) Padrao de peso
molecular (100 pb), colunas de 1 a 5 correspondem ao produto da
amplificacdo em diferentes amostras de isolados de L.infantum chagasi de

Teresina; (NO) controle negativo.
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Figura 11. Reagdo de digestdo com a enzima Rsal dos produtos de PCR
amplificados com os primers MC1 e MC2. (M) Padrdo de peso molecular (100
pb), colunas de 1 a 5 correspondem a digestao dos produtos amplificados em
diferentes amostras de isolados de L.infantum chagasi de Teresina.

Figura 12. Reagdo de digestdo com a enzima Hpall dos produtos de PCR
amplificados com os primers MC1 e MC2. (M) Padrao de peso molecular (100
pb), colunas de 1 a 5 correspondem a digestdo dos produtos amplificados em
diferentes amostras de isolados de L.infantum chagasi de Teresina.
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4.5 PCR-RFLP do DNA do Cinetoplasto (kDNA) do minicirculo completo

Os fragmentos de kDNA de interesse foram amplificados com sucesso a partir
dos oligos LinR4 e Lin19 utilizados no estudo (Figura 12). A analise por RFLP dos minicirculos
do DNA do cinetoplasto no nosso estudo, também se mostrou eficiente na detecgdo de
padrdes de restricdo distintos entre as amostras (Figura 13). Como os produtos abaixo de 100
pb podem ser confundidas com dimeros de primers e as bandas acima de 700 pb podem ser
confundidas com produtos nao digeridos, apenas as bandas dentro desta faixa foram utilizadas
na andlise por RFLP. A figura 14 mostra a representagédo dos padrées mais comuns obtidos de
areas geograficas diferentes. Pode-se notar que para as amostras de Bauru um padrao bem
distinto dos demais foi observado.

As 157 amostras testadas, gerando 28 fragmentos consistentes e distintos, resultaram

em 72 gendtipos Unicos mostrados na arvore fénetica ilustrada na figura 15.

Figura 13. Reacdo de PCR com os oligos LINR4 e LIN19. (M) Padrao de
peso molecular (100 pb), colunas de 1 a 6 correspondem ao produto da
amplificagdo de 720 pb em diferentes amostras de isolados de L.infantum
chagasi de Teresina; (NO) controle negativo.
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Rsal

Figura 14. Eletroforese em gel de agarose da reagao de digestdo com as enzimas de restricao
Rsal e Hpall. As setas mostram algumas diferengas nos fragmentos gerados pela digestdo. O
ultimo poco no gel, para as duas enzimas mostram um ladder de 50 pb.
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TER CG BAU BAU

Figura 15. Padrdes de RFLP representativos de cada localidade,
com destaque para os dois padrées bem distintos encontrados nas
amostras de Bauru. TER: Teresina; CG: Campo Grande e BAU:
Bauru.
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Figura 16. Arvore fenética (UPGMA) construida com os dados de RFLP do kDNA e mostrando a

distribuicdo de 157 isolados de Leishmania chagasi.
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4.6 Sequenciamento dos clones dos minicirculos do DNA do cinetoplasto de Leishmania

infantum chagasi

O sequenciamento dos clones confirmou que as reagdes de PCR realmente estavam
amplificando o KDNA de Leishmania infantum chagasi. Porém, além da homologia com as
sequencias de minicirculos, varias sequencias apresentaram homologia com regides

cromossdmicas de Leishmania; particularmente com o cromossomo 27 (Tabela 2).

Tabela 2: Sequencias dos clones analisados de L. infantum chagasi. As sequencias em vermelho
depositadas sao as que anteriormente apareciam com homologia as anteriormente encontradas no

estudo e foram substituidas em fevereiro de 2011.

Amostra Acesso BLAST Descricdo query max
coverage ident
AJ275334.1 Leishmania infantum kinetoplast partial minicircle DNA, strain 100% 98%
MHOM/ES/97/LLM-710, clone 591
TG 1 FR799614.1 Leishmania donovani BPK282A1 complete genome, chromosome 27 14% 85%
AJO10076.2 Leishmania denovani kinetoplast minicircle DNA, isolate MHOM/1Q/88/RTCE, | 21% 92%
clone 18
LTG 2 FR799614.1 Leishmania donovani BPK282A1 complete genome, chromosome 27 69% 85%
LTG5S AF291093.1 Leishmania infantum kinetoplast minicircle sequence 33% 79%
LTG B AF169138.1 Leishmania chagasi kinetoplast minicircle DNA, complete sequence 100% 99%
AJO10081.1 Leishmania donovani kinetoplast minicircle DNA, isolate 100% 97%
- MHOM/SD/85/FORSTER, clone 12
LTG 34 FR799614.1 Leishmania donovani BPK282A1 complete genome, chromosome 27 23% 84%
AJ270147.1 Leishmania sp. kinetoplast minicircle DNA, isolated parasites 20% 91%
LTG 26 FR799514.1 Leishmania donovani BPK282A1 complete genome, chromosome 27 19% 90%
AF190882.1 Leishmania infantum isolate MHOM/ES/81/LEM307 kinetoplast minicircle 22% 90%
Leishmania denovani BPK282A1 complete genome, chromosome 27
LTG 37 FR799614.1 16% 100%
LTG 41 AF169138.1 Leishmania chagasi kinetoplast minicircle DNA, complete sequence 100% 99%
AJO1D0TE.2 Leishmania donovani kinetoplast minicircle DNA, isolate 100% 72%
- MHOM/IQ/88/RTC6, clone 18
LTG 42 FR799614.1 Leishmania denovani BPK282A1 complete genome, chromosome 27 20% 97%
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Foram encontradas sequencias com até 100% de identidade com sequencias
depositadas para o cromossomo 27 de Leishmania infantum, porém, em fevereiro de 2011 as
sequencias depositadas para o genoma de L. infantum foram substituidas por novas
sequencias. Nesse novo genoma, varias sequencias obtidas nesse estudo, ndo aparecem mais
com a similaridade encontrada anteriormente, conforme mostra a tabela x nas sequencias em
vermelho.

A figura 16 mostra a regido cromossomica anotada anteriormente para L. infantum,
com destaque para a regiao de homologia com uma sequencia de minicirculo encontrada no
estudo. A figura ainda destaca a posicdo dos primers LINR4 e LIN19 e primers adicionais em
que buscamos, sem sucesso, amplificar e seqiienciar um fragmento de 2.255 pares de base

dessa regido cromossomica.
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ATCACCCCAAACCCAGGGCTATAGCCAAC CGAG GCCACCATT TATAGCCAACCACCAATGTCCAAAGGTCTCCACA
AAAAGCAGCCCAGCGGAAACCACCAAACTTCCAACAG CAACCGCAAAATAAAG COCCAAGAAG CCCATTCCAAGCCA
CCCAAGCTAG T AAAGCCG CCAGACCCAG GGTTTCAGGCCAAT CCAGCCCAGGGGAGCCAATTTCE
GGCCACCACCGBQCCTATTTTACACCA&CCCC@GTHTCCGCCCCG"CATFTFTGGTATWWGGCCCTW
TTGAACGGGATTTCTGCACCCATTTTTCGGTTTTCGCAGAACGCCCCTACCCGGAGGACCAGAAAAGTTTGGAAATT
TCGGCAGTTTTCGGCCATTTTTGGGTTTTTCAGCCACTTCCACCCAACCCTCCAACAAAAATTCATTTTATCACTGTTT
TACAGTCTTCTGTAGGAAT AGCTTGTACACCAGATCAGTCTAGTCAATATCATAGCATATAACACAAACTTACGACTT
ACAAAATTAACGCGAAAGATACTCTATACGACGACTCTAGATT AACTATACGAAGACTATTCCTATGTACCATCTGAA
CAGTGCTTCTATTATATAATAAGCATGCGAG TTACTACCGAACTCTTTGCTATAGTGTCCTAAGCGGAATACCCAAAC
CTATCATAATATAT ATTAATATTAAAG TAAAG CAAGGCAAAT GCCATCCACCAACAACCCACCCCTAACACGTCTCTA
CGCAGCCCTCAAAAG TTATCCAACG TTCAAACT CAAGATCACCCCAAACCCAGG GCTATAGCCAACCGAGGCCACC
ATTTATAGCCAACCACCAATG TCCAAAG GTCTOCACAAAAAG CAGCCCAGCGGAAACCACCAAACTTCCAACAGCAA
CCGCAAAATAAAG CCCAAGAAGCCCATTCCAAGCCACCCAAGCTAG AACACCCAAAAT AAAG CCGCCAGACCCAGG
GTTTCAGGCCAATCCAGCCCAGGGGAGCCAATTTCOGGCCACCAC \TCAATACGA :
CCCAGGGGAGCCAATTTCCAACCCCACCCGGCCCTATTTTACACCAACCT ccmmcccsccccep“m

CGGATTTCGCAGAA GOCOCTACCCGR

Figura 17. Sequencia do cromossomo 27 de L. infantum. Em verde o oligo LIN19; em
vermelho o oligo LINR4; em azul os oligos desenhados para a amplificagdo do fragmento de
2.255; em laranja a regido idéntica a de um clone de minicirculo seqlenciado, com a
sequencia menor correspondendo a parte do mesmo fragmento encontrado (maior). As
setas mostram a orienta¢do dos primers.
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4.7 Confirmacao da espécie de Leishmania pelo PCR-RFLP da regiao de ITS-1

Para a confirmagao da espécie de Leishmania presente nas amostras utilizadas no
estudo foi utiizado o PCR-RFLP da regido ITS-1 conforme descrito por Schonian e
colaboradores (2003). Apos a amplificagao por PCR do fragmento contendo a regido ITS-1 foi
realizada a digestdo do produto utilizando enzima Haelll. Todas as categorias de amostras
foram testadas (amastigotas de Teresina e Bauru, culturas de Campo Grande e Teresina e
fleb6tomos de Teresina) e para todas elas a espécie identificada foi Leishmania infantum

chagasi (figura 17).

M 1 2 3 + AM AM

Figura 18. Digestao da regido ITS-1 de Leishmania. (M) Padrao de peso molecular
(100 pb), colunas de 1 a 3 correspondem a amostras de L. infantum chagasi
analisadas no estudo; + amostra confirmada de L. infantum chagasi servindo de
controle positivo; AM amostras confirmadas de Leishmania amazonensis.
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Discussao




A transmissao das leishmanioses ocorre atualmente em 88 paises, tanto no velho
mundo (Africa Setentrional e Oriental, Oriente Médio, Asia e Europa Meridional) quanto no
novo mundo (América do Sul e Central). Somente para a Leishmaniose Visceral (LV) a
prevaléncia mundial é de aproximadamente 13 milhdes de pessoas infectadas, com uma
incidéncia de pelo menos 500.000 novos casos por ano. Em toda a bacia do mediterraneo e na
América Latina o principal agente etiolégico da LV é o parasita Leishmania infantum chagasi. A
transmissao ocorre, essencialmente, através de um ciclo zoonético, tendo os caes domeésticos
como reservatorios e 0 homem como hospedeiro secundario (Desjeux, 2004).

Durante os ultimos 20 anos, a epidemiologia da L. infantum chagasi tem se modificado.
No sul da Europa, desde 1985, o aumento da prevaléncia da AIDS permitiu a emergéncia da
co-infeccdo HIV/ Leishmania e o aparecimento de um ciclo antroponético através do
compartilhamento de seringas de usuarios de drogas intravenosas (Alvar et al., 1996). Além
disso, ocorreram outras mudancas na epidemiologia da Leishmania infantum chagasi, como a
disseminagao em diregcdo ao norte na Europa e América, e a identificagdo de outros mamiferos
como tendo papel no ciclo de transmissao. (Gramiccia e Gradoni, 2005). Essas continuas
modificagdes na epidemiologia da LV evidenciam a necessidade de ferramentas poderosas de
tipagem com o intuito de monitorar a distribuicdo geogréafica de diferentes populagdes de
parasitas e implementar medidas de controle adequadas.

Recentemente, especificamente duas técnicas tem se destacado por fornecerem um
grande poder discriminatério: a andlise por microssatélites e a analise por RFLP dos
minicirculos do DNA do cinetoplasto. Em um estudo utilizando 25 linhagens de Leishmania
infantum obtidas de humanos e caes em trés focos de transmissao de LV na Espanha essas
duas técnicas foram as que melhor se aplicaram na discriminagdo das linhagens estudadas
(Botilde et al., 2006).

A técnica de PCR-RFLP dos minicirculos de kDNA foi a mais discriminatéria,
mostrando 21 padrdes diferentes para as 25 linhagens testadas com apenas uma enzima
usada (Rsal). Para os 15 marcadores microssatélites testados, foram observados entre um e
sete alelos para cada marcador, e foram observados 20 diferentes genoétipos dentre as 25

linhagens analisadas. (Botilde et al.,2006).
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Em outro estudo um painel totalmente novo contendo 11 marcadores microssatélites foi
testado em 53 linhagens de L.infantum em sua maioria originarias da Europa e América do Sul,
e em 10 linhagens de L.donovani da india, Suddo e Etiépia. Das 63 linhagens estudadas 60
apresentaram genétipos Unicos e ainda houve uma clara separagao em clusters das amostras
da Europa e da América do Sul em relagdo as amostras de L.donovani da Africa e india.
(Ochsenreither et al., 2006)

Houve também separacao em clusters, em um estudo com microssatéltes utilizando 91
linhagens de L.infantum e L.donovani originarias de varias regides endémicas do mundo (Africa
Ocidental, india, Regido do Mediterraneo, América do Sul e Oriente médio). O estudo mostrou
uma clara distincdo entre as linhagens de L.infantum e L.donovani, além de uma separacdo em
relagcao ao tipo de ciclo epidemioldgico envolvido na transmissao; ou seja, linhagens originarias
de locais onde o ciclo de transmissao é zoonético ficaram separadas das linhagens provindas
de focos onde a transmissao é antroponética. (Kuhls et al., 2007).

Para o presente trabalho, de um painel inicial de 24 marcadores microssatélites 10
foram selecionados e utilizados efetivamente nos estudos de genotipagem. Somente um Unico
marcador foi polimérfico, e ainda assim apresentou uma variabilidade muito baixa com somente
dois alelos sendo identificados. Apesar de esse resultado evidenciar uma baixa
heterogeneidade genotipica ele ndo é incomum, visto que em um trabalho de genotipagem
realizado com 24 cepas de Leishmania donovani isoladas no Nepal (Laurent et al., 2007), de
um painel de 13 marcadores microssatélites testados, somente um apresentou-se polimérfico.
Em um trabalho mais recente, também realizado no Nepal, a técnica de genotipagem por
microssatélites foi comparada com outros marcadores nucleares e com PCR-RFLP para os
minicirculos do kDNA na analise de 34 isolados de L.donovani. Dos cinco marcadores
microssatélites testados somente um foi informativo, gerando sete dos oito genoétipos diferentes
observados. (Van der auwera et al., 2010). Desses dois estudos relatados no Nepal a técnica
com maior poder discriminatério foi o PCR-RFLP para os minicirculos do kDNA. No primeiro, a
técnica gerou 41 fragmentos com trés enzimas utilizadas (Rsal, Hpall e Haelll) e identificou 21
gendtipos unicos entre as 24 linhagens testadas. No segundo, foram identificados 18 gendétipos

de 34 cepas testadas com a utilizagdo de uma Unica enzima (Haelll).
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A baixa diversidade genotipica observada como resultado da analise por marcadores
microssatélites do presente estudo pode ser explicada principalmente por dois fatores: 1-
Todas as amostras analisadas sdo da area endémica de Teresina — PI; portanto a pequena
distancia geografica entre as regides de onde cada cepa foi isolada pode estar relacionada
com a pequena distancia genética observada; 2- Os trabalhos que relatam grande variabilidade
genotipica e heterogeneidade genética na andlise por marcadores microssatélites tém na sua
grande maioria, amostras originaria da Africa, Europa e Asia, onde os parasitas que causam LV
surgiram muito tempo antes do que na América do Sul (Lukes et al., 2007). Em um recente
trabalho, foram utilizados varios tipos de marcadores moleculares (microssatélites, RFLP,
sequencias de DNA codificantes e ndo codificantes) conjuntamente na andlise molecular de 16
linhagens de L. infantum e 9 linhagens de L. donovani. A analise foi de alta resolugéo,
utilizando 745 marcadores informativos, e permitiu o rastreamento molecular e a reconstrugao
filogenética do género Leishmania. Os resultados mostraram que o ancestral comum de
L.donovani e L.infantum apareceu na Asia Central h4 mais ou menos 20 milhdes de anos, e ha
um milhdo de anos divergiu, dando origem a L. infantum na Europa e L.donovani na Africa e
india. L. infantum foi entdo introduzida na América do Sul pelos descobridores na época das
grandes navegacoes ha mais ou menos 500 anos. (Lukes et al., 2007).

Portanto, comparado com o enorme tempo cronolégico envolvido na diferenciacao
entre L. donovani e L. infantum, os 500 anos de histéria de LV na América do Sul sédo
insuficientes para gerar variabilidade genética. O resultado obtido com as andlises com os
primers MC1 e MC2 (figuras 10 e 11) onde um fragmento de 447pb foi amplificado e submetido
a digestdo com as enzimas Rsal e Hpall também reforca essa hipétese. Todas as amostras
analisadas apresentaram o mesmo genotipo, que foi idéntico ao encontrado para as amostras
analisadas provenientes do Brasil, pelo menos na andlise com essas duas enzimas, no
trabalho de Cortes e colaboradores (2006). Ainda nesse mesmo trabalho foram observados 13
gendtipos distintos em amostras originarias de Portugal.

Por sua vez, a técnica de RFLP dos minicirculos do kDNA parece extremamente Util e
eficaz principalmente quando se busca distinguir linhagens muito proximas de Leishmania. Nos
resultados apresentados no presente trabalho, houve uma clara distingdo entre as amostras de

Teresina (concentradas no ramo superior da arvore filogenética (figura 15), com a excecéo de

63



2 amostras) e de Campo Grande juntamente com as de Bauru (concentradas no ramo inferior
da arvore,com a excecdo de 3 amostras) evidenciando que foi possivel tracar uma relagao
entre distancia genética e origem geogréfica. Ainda, em quatro amostras provenientes de
Bauru foi identificado um genoétipo bem distinto dos normalmente encontrados para essa
localidade (figura 14); esse genétipo nos chamou a atengdo e para confirmar o achado
realizamos por mais duas vezes o PCR do cinetoplasto e a digestdo com as enzimas de
restricdo. A quantificacdo de DNA inicial antes da digestdo também sempre apresentou a
mesma faixa (340 a 558 ng/ul). Por ultimo realizamos o RFLP com a regido ITS-1 para nos
certificarmos que o gendtipo observado era de um isolado de L. infantum chgasi, o resultado
confirmou o padrao esperado para a espécie (figura 17). Todos esses indicios levam a crer que
0 padrao de RFLP encontrado nao € um artefato da técnica, mas sim realmente um genétipo
diferente. Duas possiveis explicagdes para esse achado podem ser elaboradas: 1- Esse
genotipo pode simplesmente ser de uma linhagem distinta geneticamente dos demais isolados
analisados em Bauru e/ou 2- Esse genétipo pode ter sido selecionado apés tratamento e
recidiva da infecgao, visto que o DNA do parasita foi extraido da colecdo de laminas do
Hospital Estadual de Bauru, onde sao diagnosticados e tratados todos os casos da doenga na
regido. Considerando as duas hip6teses seria de grande importancia consultar os prontuarios
dos pacientes diagnosticados, internados e submetidos a tratamento no referido hospital, a fim
de se obter caracteristicas da sintomatologia da doenca, origem do paciente, progressdo da
doenca e do tratamento e também histérico de internagoes.

Além disso, nas amostras de Teresina, houve uma forte tendéncia de agrupamento
das amostras de cultura, em detrimento das amostras frescas isoladas de caes, onde se
concentrou a maioria da variabilidade genotipica. O emprego dessa técnica tem se mostrado
de suma importancia em trabalhos de genotipagem do género Leishmania, apresentando um
poder discriminatério equivalente ao da genotipagem com microssatélites (Botilde et al., 2006).
Em alguns casos é considerada a Unica técnica capaz de produzir padrdes detectaveis de
polimorfismo entre cepas da mesma espécie, principalmente em se tratando de cepas com
origem geograficas muito préximas. (Laurent et al., 2007; Van der auwera et al., 2010)

O sequenciamento dos genes MIF ndo revelou nenhum polimorfismo nas linhagens

testadas; a regidao de ITS-1 também se mostrou idéntica em todas as amostras seqlienciadas.
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Esses resultados podem sugerir duas interpretacoes; ou as regides analisadas sao muito
conservadas por serem fundamentais para a correta funcéo fisiolégica e sobrevivéncia do
parasita, ou as linhagens dos parasitas analisados sdo predominantemente clonais. Como
nenhuma mutagdo ainda que sinénima foi encontrada, nem mesmo para a regido nao
codificante (ITS-1), a hipétese de linhagens clonais parece ser a mais correta, pois se as
sequencias dos genes MIF fossem mantidas inalteradas devido a importancia desse gene para
0 parasita, pelo menos alguma mutacdo sinbnima seria encontrada para esse gene. Além
disso, como regides nao codificantes teoricamente ndo sofrem pressao evolutiva, seria de se
esperar que pelo menos para as regioes de ITS houvesse algum tipo de mutagao.

Esses resultados sao corroborados por um artigo de revisao recentemente publicado.
(Lynn e McMaster, 2008). Nessa revisdo, os autores discutem as diferengas genéticas
encontradas para trés espécies de Leishmania, que causam diferentes manifestacoes clinicas:
L. major, que causa leishmaniose cutanea; L. braziliensis, que causa leishmaniose
mucocutanea; e L. infantum chagasi, que causa leishmaniose visceral. Apesar de significativas
diferencas morfologicas e nos fenétipos das doencas, a organizacdo genémica e a expressao
génica nessas trés espécies sao extremamente semelhantes. Com a finalizagdo do genoma
dessas trés espécies, foi revelada a conservagao da sintenia em 99% dos genes. Além disso,
parece haver uma forte selecdo contra recombinagdes genéticas, com muito poucos rearranjos
cromossémicos observados. Apenas 200 genes ou pseudogenes foram identificados como
diferencialmente presentes nas trés espécies; isso representa apenas 2,5% dos
aproximadamente 8000 genes anotados nessas espécies de Leishmania.

Ainda, em um estudo utilizando micro-arranjos foi observado que a maioria dos genes
(cerca de 90%) para varias espécies de Leishmania sdo expressos constitutivamente, e que
somente um numero muito limitado de genes (0,2% - 5,0%) € expresso de maneira estagio
especifico nas diferentes formas evolutivas do ciclo do parasita (Lynn e McMaster, 2008).

Todos esses estudos levam a crer que a variabilidade genémica nuclear das diversas
espécies de Leishmania é significativamente baixa, ou pelo menos mais baixa do que o
esperado. A nossa hipétese é que o genoma mitocondrial, no caso o genoma do cinetoplasto,

pode servir como uma fonte de variabilidade genética desses parasitas.
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Um achado interessante foi observado quando varios clones de minicirculos foram
seqlenciados para o presente estudo. Foram anotadas sequencias com homologias bem
significantes quando comparadas ao DNA cromossdmico de L. infantum chagasi (Tabela 2).
Essa homologia encontrada nos fez imediatamente pensar na hipétese de recombinacgao entre
DNA do cinetoplasto e DNA cromossémico no parasita. Como as regides conservadas dos
minicirculos estao presentes no cromossomo 27, (figura 16; primers LINR4 e LIN19) essas

regides seriam “ hot spots” de recombinacdo genética entre nucleo e cinetoplasto, o que em
Ultima analise poderia contribuir, de maneira dindmica, para geracao de variabilidade genética
muito grande para o parasita. Porém, recentemente, as seqiéncias depositadas no GenBank
para o genoma de L. infanfum foram substituidas, e a regido do cromossomo 27 onde se
inseriam as sequencias de minicirculos foi totalmente alterada. Esse fato é curioso, e a
provavel explicagdo é que o genoma anterior ndo foi anotado e sequenciado com o devido
cuidado, e o DNA cromossémico foi contaminado com sequencias do DNA de minicirculos.
Porém, ainda sdo observadas sequencias de minicirculos com bastante homologia ao
cromossomo 27 de Leishmania donovani (Tabela 2).

Os minicirculos do DNA do cinetoplasto desempenham um papel fundamental no
correto funcionamento genético mitocondrial, portanto esse DNA provavelmente estd mais
envolvido com uma rapida resposta a diferentes condicdes ambientais e situactes de estresse
fisiolégico. 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.

O fendbmeno j& descrito da transcinetoplasticidade ilustra de maneira mais clara essa
hipétese. Esse fenébmeno consiste em mudancas nas sequencias de maxicirculos, que sao
acompanhadas por uma mudanca drastica no repertério de classes de minicirculos.

Culturas de parasitas sdo submetidas a doses crescentes de drogas que normalmente
matam o parasita. Durante a transcinetoplasticidade, que dura por volta de 15 geracdes, as
sequencias predominantes de minicirculos sdo reduzidas e finalmente suplantadas por uma
classe anteriormente menos freqlente. Durante os estdgios intermediarios do processo, 0
numero total de minicirculos da rede de kDNA diminui e cada rede contem tanto os minicirculos

sensiveis a droga quanto resistentes, essa dinamica pode ser uma das explicagbes para os
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padrdes diferentes de RFLP de minicirculos presentes em algumas amostras de Bauru
analisadas no presente trabalho.

Esse processo é totalmente reversivel; entre oito a dez meses apds a retirada da
droga, a composicao de minicirculos original é restabelecida. (Shapiro e englund, 1995).

Como conclusédo, os resultados do presente estudo mostram que a analise por PCR-
RFLP dos minicirculos do DNA do cinetoplasto € mais apropriada do que outras técnicas de
genotipagem molecular para a identificagdo de linhagens de L. infantum chagasi; e deve ser o
marcador molecular escolhido, especialmente quando as linhagens sdo simpatricas ou com

origem geogréfica muito préxima.
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