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Resumo

A leishmaniose visceral ou calazar € uma doenga potencialmente fatal para o
homem, tendo como agentes etioldgicos as espécies de Leishmania do complexo L.
(Leishmania) donovani: L. donovani e L. infantum, ambas no Velho Mundo e L.
chagasi no Novo Mundo. Apesar de inumeros estudos realizados sobre as doengas
causadas por esses parasitos, a epidemiologia dos varios focos humanos € ainda
hoje pobremente conhecida para uma doenga da importancia e impacto médicos da
leishmaniose visceral, ndo sé quanto a sua ecologia, mas com opinides discordantes
quanto ao status taxonémico de alguns destes parasitos. A inclusao de L. chagasi no
complexo L. donovani € amplamente aceita ainda que sua afinidade taxondémica e
origem sejam matéria de controvérsia. A utilizacdo de metodologias moleculares veio
permitir o desenvolvimento de novas abordagens no estudo da variabilidade
genética e a determinacdo de correlagbes filogenéticas existentes entre as duas
espécies, e dentro de cada uma delas. Alguns trabalhos realizados com as espécies
do complexo L. donovani, utilizando analises genética e fenética ndo mostraram
distingdo entre L. infantum e L. chagasi. Destaca-se que grande parte dos dados
disponiveis na literatura sobre a variabilidade genética de L. chagasi em
comparagao com L. infantum foi gerada através da analise de isoenzimas. Contudo
nenhum estudo até agora realizado utilizou um numero significativo de amostras do
Brasil (L. chagasi), com poucas passagens in vitro e com historia clinica bem
conhecida, em comparagdo com amostras de L. infantum. O objetivo central do
presente trabalho foi avaliar a variabilidade genética inter e intra-especifica de
amostras L. chagasi e L. infantum isoladas de casos humanos e reservatorios
caninos da Regidao Metropolitana de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil e da
Regiao do Mediterraneo, Portugal. No presente estudo foram utilizadas técnicas
empregadas na analise de polimorfismos do DNA nuclear (nDNA) e/ou do
cinetoplasto (kDNA), utilizados como marcadores genéticos gerados por:
amplificacdo aleatdoria do DNA polimérfico — RAPD; polimorfismos de tamanho de
fragmento de restricdo do KDNA utilizando endonucleases de restricao — RFLP; PCR
com iniciadores de repeticbes de sequéncias simples - SSR-PCR e amplificagao
pela técnica de LSSP-PCR Low-Stringency Single Specific Primer PCR. Essas

metodologias ja se encontram descritas na literatura e tém sido utilizadas no



laboratério de Biologia de Leishmania, do Departamento de Parasitologia,
ICB/UFMG em estudos de Leishmania sp. e de L. chagasi isoladas de reservatorios
caninos e de casos humanos mostrando polimorfismo e variantes isoenzimaticas.
Utilizando a técnica de isoenzimas, todas as amostras apresentaram o
mesmo perfil frente as diferentes enzimas, indicando pertencer a um mesmo
zimodema, com exceg¢ao de duas amostras do Brasil (uma de humano e outra de
cdo) que apresentaram um perfil diferente das demais para duas das enzimas
analisadas. Pela utilizacdo das técnicas de RAPD e SSR-PCR observou-se uma
separagao das amostras em dois clusters relacionados ao hospedeiro de origem.
Com as técnicas de RFLP e LSSP-PCR essa separacdo nao foi observada, mas
pequenos polimorfismos foram detectados. A técnica de sequenciamento evidenciou
polimorfismos, algumas vezes associados a origem geografica ou ao hospedeiro.
Esperamos que os resultados aqui apresentados possam trazer um maior
conhecimento da epidemiologia molecular do parasito, levando a melhor

compreensao da diversidade e estrutura das populagdes de Leishmania estudadas.



Abstract

Visceral leishmaniasis or kalazar is a potentially fatal illness for man. Their
ethiolgic agents belong to the L. donovani complex: L. donovani and L. infantum,
both in the Old World, and L. chagasi, in the New World. Despite of innumerable
studies about the diseases caused by these parasites, the epidemiology of the
various human focuses of visceral leishimaniasis is still poorly known when its
medical importance and impact is taken into account. Little is also known about its
ecology since there is not an agreement about the taxonomic status of some of these
parasites. The inclusion of L. chagasi in L. donovani complex is widely accepted
although their taxonomic likeness and origin are subject of controversy. The use of
molecular methodologies made possible the development of new approaches for
studying genetic variability and the determination of phylogenetic correlations
between the two species and inside each of them. Some studies (using genetic and
phenetic analyses) developed with the species of L. donovani complex did not show
any distinction between L. infantum and L. chagasi. Most available literature
concerning data on the genetic variability of L. chagasi in comparison with L.
infantum were generated by means analysis of is enzymes. However, neither of
those studies have worked with a significant number of samples isolates from Brazil
(L. chagasi) with few in vitro passages and well known clinical history when
compared to samples of L. infantum. The principal aim of the work was evaluated of
the genetic variability inter and intraspecific of L. chagasi and L. infantum strains
isolated from human cases and canine reservoirs from the metropolitan region of
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil, and from the Mediterranean region, Portugal. At
the present study we used techniques directed to the analyses of polymorphisms of
the DNA (DNA) and/or kinetoplast DNA (kDNA), used as genetic markers generated
by: Random Amplified Polymorphic DNA — RAPD; Restriction Fragment Length
Polymorphism of KDNA using endonucleases of restriction — RFLP; PCR with primers
directed to the simple sequence repeat - SSR-PCR and by the LSSP-PCR — Low-
Stringency Single Specific Primer PCR technique. We compared our data with the
zymodemes results obtained with the same strains by isoenzymatic analysis. The
methodologies were used in this work as well as in the literature and have been used
in the Laboratory of Biology of Leishmania, from the Departament of Parasitology,
ICB/UFMG in studies of Leishmania sp. All the samples present similar isoenzymes



profiles, except two brazilian samples (one from human case and other from canine
reservoir) which present different profile in two enzymes analyzed. We have obtained
similar genotypes with RAPD-PCR and SSR-PCR techniques, but both techniques
showed the clonal reproduction of samples studied and grouped together in UPGMA
phenogram with all the primers used the samples from human and dogs independent
of their geographical origins. Similar results were obtained with the samples when the
genetic information derives from high-resolution methods, such as RFLP-PCR
patterns, LSSP-PCR ou DNA sequencing, we observed polymorphisms associated
with from geographic origins or type of host in human or canine. These results will
hopefully bring greater knowledge of the molecular and genetic epidemiology of the
populations, which, in turn, will lead to a better understanding of the diversity and

structure of the studied populations of Leishmania.
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1 INTRODUCAO

As transformagbes demograficas, as mudangas globais no clima,
somadas ao fato de que 20% das pessoas vivem em extrema pobreza, com fome e
desnutridas, sem saneamento basico e educacao, criam condi¢gdes para o constante
surgimento de novas formas de expresséo de doengas, ja conhecidas anteriormente,
e para a emergéncia de novas doengas. Nesse contexto, as doengas causadas por
parasitos representam um grave problema de saude publica nos paises pobres e em
desenvolvimento (AULT, 2007). Dentre os inumeros parasitos de importancia
meédica, destacam-se diferentes espécies do género Leishmania, protozoario agente
de um amplo espectro de doencas, coletivamente referidas como leishmanioses

(ALVAR et al., 2006; DUJARDIN, 2006).

1.1 AS LEISHMANIOSES

As leishmanioses em sua maioria sdo consideradas primariamente como
zoonoses, podendo acometer o homem, quando este entra em contato com o ciclo
de transmissao do parasito. Sdo causadas por protozoarios pertencentes a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania (ROSS,1903).
Atualmente sdo conhecidas aproximadamente 30 espécies capazes de infectar o
homem.

A doenca é endémica em 4 continentes, com prevaléncia nas areas de
clima temperado a tropical, afetando populagdes de mais de 88 paises
(HERWALDT, 1999). A estimativa anual de incidéncia da leishmaniose visceral e

leishmaniose tegumentar estd em aproximadamente 1,5 a 2 milhées de casos, com



INTRODUCAO 24

367 milhdes de pessoas expostas ao risco de infeccdo em todo o mundo
(HERWALDT, 1999; CROFT, 2001).
O protozoario € transmitido ao homem pela picada da fémea do inseto

vetor pertencente a ordem Diptera, familia Psychodidae (MARTINS et al., 1978),
sendo os géneros Lutzomyia e Phlebotomus amplamente distribuidos no Novo e
Velho Mundo, respectivamente (WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2003).
E conhecida a existéncia de pelo menos 400 espécies de flebotomineos nas
Ameéricas, das quais cerca de 40 foram relatadas como possiveis vetores de
Leishmania (LAINSON & RANGEL, 2003).

As manifestacdes clinicas da infeccdo variam desde infecgbes inaparentes
ou subclinicas, a um amplo espectro de manifestacdes envolvendo a pele e
mucosas, com lesdes sujeitas a diferentes graus de severidade, podendo ainda
apresentar-se sob a forma de lesdes viscerais graves, muitas vezes fatais (BALANA-
FOUCE et al., 1998). As formas tegumentares podem ir desde uma lesdo cutanea
localizada, com cura espontédnea, a formas mucosas desfigurantes; na forma
visceral, a doenga pode manifestar-se de forma sistémica e generalizada.

As diferentes manifestagdes clinicas dependem de varios fatores, dentre eles
a espécie de Leishmania envolvida, sua viruléncia e aspectos relacionados ao

hospedeiro, como status imunoldgico e nutricional, dentre outros.

1.2 CICLO DE VIDA DO PROTOZOARIO

O parasito possui ciclo de vida heteroxénico, alternando estadios de vida
entre hospedeiros mamiferos e invertebrados. Além do homem, entre os

hospedeiros mamiferos encontra-se grande variedade de espécies como roedores,



INTRODUCAO 25

edentados (tatu, tamandua e preguigca), marsupiais (gambas), canideos e outros
primatas (LAINSON & SHAW, 1988).

Lainson & Shaw (1988) propuseram a divisdo do género Leishmania em
dois subgéneros, Leishmania e Viannia, considerando, principalmente, o local de
desenvolvimento do parasito no inseto vetor. Parasitos pertencentes ao subgénero
Leishmania se desenvolvem predominantemente, nos intestinos médio e anterior de
seus vetores. Este tipo de desenvolvimento € chamado de suprapilarico. Ja os
parasitos pertencentes ao subgénero Viannia incluem uma fase de seu
desenvolvimento no intestino posterior antes de migrarem, retornando ao intestino
médio abdominal, depois chegando ao intestino médio toracico. Este tipo de
desenvolvimento € chamado de peripilarico (LAINSON & SHAW, 1979).

As fémeas de flebotomineos necessitam ingerir certa quantidade de sangue
para completar seu ciclo gonotréfico. O modo de picar deste inseto € conhecido
como telmatofagico. Nos insetos que fazem este tipo de repasto sanguineo as pecgas
bucais sao relativamente curtas e rigidas. Quando estas penetram na pele do
hospedeiro, dilaceram-na, cortando os tecidos, incluindo os vasos sanguineos ali
presentes. Desta forma, as fémeas de flebotomineos podem se infectar ingerindo
formas amastigotas que se encontram livres ou dentro de macrofagos infectados
presentes na pele, juntamente com restos celulares e sangue que extravasa dos
capilares, vénulas e arteriolas lesados pela picada.

O desenvolvimento de Leishmania sp. no tubo digestivo dos
flebotomineos € complexo e ainda ndo esta completamente esclarecido. Sabe-se
que o protozoario passa por diversas mudangas morfologicas e fisiologicas, até se
diferenciarem, em parte, em formas infectantes para o hospedeiro mamifero,

denominadas promastigotas metaciclicas (KILLICK-KENDRICK, 1979; LAINSON &
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SHAW, 1988; BATES, 1994; LEHANE, 1997; PIMENTA et al., 1997; TERRA, 2001;
ROGERS et al., 2002; BATES & ROGERS, 2004).

As formas promastigotas metaciclicas, ndo se multiplicam e nao se ligam ao
epitélio do tubo digestivo dos insetos (KILLICK-KENDRICK, 1990; KILLICK-
KENDRICK & RIOUX, 1991). Durante um novo repasto sanguineo, essas formas
podem ser transmitidas a um hospedeiro mamifero susceptivel. A transmissao
dependera, principalmente, do numero de formas metaciclicas presentes nas regides
mais proximas as pecas bucais (faringe e cibario), no momento do repasto
sanguineo.

As formas infectantes sdo inoculadas na pele do hospedeiro mamifero e séo
internalizadas por células fagocitarias, principalmente macréfagos, processo este,
mediado por receptores (DE ALMEIDA, 2003). Apdés se transformarem em
amastigotas, resistentes a acdo das enzimas lisossomais, residem e se multiplicam
no interior dos fagolisossomas. A intensa multiplicagdo dos parasitos dentro dos
macrofagos favorece o rompimento da membrana celular e a liberagdo dos
parasitos, os quais infectam rapidamente outros macréfagos, protegendo-se da agao

do complemento e de anticorpos, podendo iniciar nova fase de multiplicacao.

1.3 A LEISHMANIOSE VISCERAL

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenga que se encontra amplamente
distribuida no mundo, afetando 65 paises (DESJEUX, 2004) sendo que, 90% dos
casos registrados ocorrem em areas rurais e suburbanas de 5 paises: Bangladesh,
india, Nepal, Suddo e Brasil. Na América Latina a doencga j& foi descrita em pelo
menos 12 paises, sendo 90% dos casos registrados no Brasil, principalmente na

regiao Nordeste. A ocorréncia da LV em uma determinada area depende
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basicamente da presenga do vetor susceptivel e de um hospedeiro/reservatério
igualmente susceptivel (GONTIJO & MELO, 2004).

Como agentes etiolégicos da leishmaniose visceral sdo conhecidas trés
espécies pertencentes ao complexo Leishmania (Leishmania) donovani (LAINSON &
SHAW, 1987), que agrupa Leishmania (L.) donovani (LAVERAN & MESNIL, 1903),
que é agente causador de uma antroponose na india e em algumas regides da
Africa, onde o homem é o Unico hospedeiro mamifero encontrado infectado, sendo
portanto o unico reservatorio; L. (L.) infantum (NICOLE, 1908) encontrada em parte
do continente asiatico, africano e europeu, sendo agente etiolégico de uma zoonose
de canideos silvestres, tendo o cdo como reservatorio doméstico do protozoario; e L.
(L.) chagasi (CUNHA & CHAGAS, 1937), que é agente causador de uma zoonose no
Novo Mundo, de forma semelhante a L. (L.) infantum.

Na LV os parasitos possuem um tropismo tecidual, estabelecendo-se
primariamente em células do sistema mononuclear fagocitario de 6rgaos viscerais
como baco, figado, medula 6ssea e ganglios. A les&o primaria na pele € raramente
observada, e uma percentagem grande de infecgdes parecem ser assintomaticas ou
auto-resolutivas (JAFFE & GREENBLATT, 1991; MORENO et al., 2006). Na doencga
ativa, a letalidade € alta, principalmente em individuos nao tratados, criancas
desnutridas e em individuos com infecgdo pelo HIV (virus da imunodeficiéncia
humana). As estimativas mundiais indicam que cerca de 200 milhdes de pessoas
encontram-se sob o risco de adquirir leishmaniose visceral e que 500 mil pessoas se

infectam a cada ano (WHO, 2003).
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1.3.1 LEISHMANIOSE VISCERAL POR Leishmania (Leishmania)
chagasi e Leishmania (Leishmania) infantum

O primeiro caso de Leishmaniose Visceral (LV), provavelmente, adquirido no
Brasil, foi notificado por Migone (1913) em um paciente proveniente do Mato Grosso
e diagnosticado no Paraguai. Em 1934, formas amastigotas foram identificadas em
laminas preparadas a partir de fragmentos de figado de pacientes que morreram
com suspeita de febre amarela, em varios estados do Nordeste e no Para (PENNA,
1934). Mais tarde, o agente etioldgico foi denominado Leishmania chagasi por
Cunha & Chagas em 1937.

No Brasil, a LV classica acomete pessoas de todas as idades, mas na maior
parte das areas endémicas, 80% dos casos registrados ocorrem em criangas
menores de 10 anos. Em alguns focos urbanos estudados existe uma tendéncia de
modificagdo dos casos, por grupo etario, com ocorréncia de altas taxas também em
adultos (SILVA et al., 2001a).

O ciclo de transmissdo, que anteriormente ocorria no ambiente silvestre e
rural, hoje também se desenvolve em grandes centros urbanos. Considerada, até
bem recentemente, como epidemia focal de areas rurais e pobres do Brasil, a LV
apresenta-se em clara expans&do para outras regides rurais indenes e para a
periferia de importantes centros urbanos, com taxas de letalidade que chegam a
10%, quando ndo se institui tratamento adequado (BRASIL — MINISTERIO DA
SAUDE, 2006).

No Brasil, nos ultimos 20 anos, as estatisticas oficiais tém registrado
progressivo aumento no numero de casos da doenga, com surtos descritos nas
regides Nordeste, Norte, Centro-Oeste, Sudeste e Sul configurando ampla

endemicidade (MINISTERIO DA SAUDE, 2003; KRAUSPENHARI et al. 2007).
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A doencga é conhecida como Leishmaniose Visceral Americana (LVA) e tem
sido assinalada em 20 das 27 unidades da federagdo, com nitida expanséao
geografica e crescente numero de casos, resultado de fatores como urbanizagéo
acelerada e alteracdes do meio ambiente (BRASIL — MINISTERIO DA SAUDE,
2005; KRAUSPENHARI et al. 2007). A regiao Nordeste concentrou, na década de
1990-2000, quase 90% dos casos do Brasil. Atualmente esta participagdo tem
diminuido, chegando a 55% seguida pela regido Sudeste (21%) e Norte (15,9%)
(BRASIL-MINISTERIO DA SAUDE, 2005). A cada ano s&o notificados cerca de
3500 casos, geralmente, associados a pobreza e a desnutricdo infantil (DANTAS-
TORRES & BRANDAO-FILHO, 2006). O aumento do numero de casos, em outras
regides, tem limitado a queda nas taxas nacionais (BRASIL-MINISTERIO DA
SAUDE, 2006).

O fendbmeno da urbanizagdo da LVA, no Brasil, foi observado pela primeira
vez por Deane (1956), porém, a partir das ultimas décadas tem sido descrita sua
ocorréncia em cidades de médio e grande portes (FRANCA-SILVA et al., 2003). As
epidemias ocorridas em Teresina, Sdo Luiz e Belo Horizonte (SILVA et al., 2001b),
pelas suas magnitudes, despertaram os 6rgaos responsaveis pela Saude Publica
para o problema do controle em larga escala.

Duas espécies vetoras até o momento, estdo relacionadas com a transmissao
da doenca no Brasil: Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi (relevante apenas no
estado do Mato Grosso do Sul). A primeira espécie é considerada a principal espécie
vetora no Brasil, encontrada em 4 das 5 regides do pais. Nas regides Norte e
Nordeste, L. longipalpis era encontrada originalmente nas matas participando do
ciclo primario de transmissao da doenga. Ao final da década de 80, verificou-se a

adaptacao deste vetor aos ambientes urbanos, nas periferias dos grandes centros,
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principalmente na Regido Sudeste, podendo ser encontrado no peridomicilio, em
galinheiros, chiqueiro, canil, paiol, entre outros ambientes, e também no
intradomicilio (MINISTERIO DA SAUDE, 2003).

Apesar das medidas de controle, implementadas pelos responsaveis pela
Saude Publica no pais, contra a leishmaniose visceral, entramos no século XXI com
um aumento do numero de casos humanos e caninos e crescente urbanizacdo da
doenca.

Belo Horizonte, capital de Minas Gerais, ilustra claramente o processo de
urbanizagado da LV nas cidades brasileiras. Desde 1993, a cidade convive com a
leishmaniose visceral, que foi introduzida a partir do municipio vizinho — Sabara
(PROFETA et al.,, 2001). A proximidade entre as habitagbes, a alta densidade
populacional, a grande susceptibilidade da populacao a infec¢cao e a adaptagao do
vetor as moradias urbanas, contribuiram para a rapida expansdo da doenca no
ambiente urbano. De fato, na Regiao Metropolitana de Belo Horizonte, o percentual
de municipios com notificagcdo elevou-se de 6 no biénio 94/95 para 15 no biénio
98/99 (PROFETA et al., 2001).

O Ministério da Saude registrou no ano de 2006, 359 casos humanos de LV
em Minas Gerais, sendo 113 na regido metropolitana de Belo Horizonte, com 10
obitos. No mesmo periodo foram registrados 8000 casos de leishmaniose visceral
canina. Até setembro/2007 ja foram registrados 57 casos humanos da doenga na
Regido Metropolitana de Belo Horizonte, com 5 obitos e o numero de cées positivos
foi de 9941 (PREFEITURA DE BELO HORIZONTE/SECRETARIA MUNICIPAL DE
SAUDE, 2007).

Em relagdo aos reservatorios, o protozoario € encontrado em diversos

animais silvestres, quase sempre canideos como raposas, e roedores. O cao
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apresenta-se como importante reservatorio doméstico do parasito, sendo que neste
animal o periodo de incubacgéo pode ser de meses a anos.

No Brasil o primeiro caso de LV em caes foi relatado no Ceara por Chagas et
al. (1938). Mais tarde Deane (1956) nos seus estudos pioneiros, no Ceara,
confirmou o papel do cao como reservatorio peridomiciliar, onde constitui a principal
fonte de infecgao para os flebotomineos.

A apresentacdo clinica da LV canina €& consequéncia de interagdes
complexas entre o parasito e a resposta imune do hospedeiro (SANTOS-GOMES et
al., 2002). A doencga no cdo é de evolucdo lenta e inicio insidioso. E uma doenca
sistémica, cujas manifestagdes clinicas sdo intrinsecamente dependentes do tipo de
resposta imunoldgica expressa pelo animal infectado.

Inicialmente os parasitos estdo presentes no local da picada, posteriormente,
ocorre a infeccao das visceras e entao se tornam distribuidos através da derme. A
alopecia causada pela infeccdo expde grandes areas da pele extensamente
parasitada.

Os sinais podem ser variados e particulares para cada cao doente, desde
aparente estado sadio, até grave estado terminal (CIARAMELLA et al., 1997). Diante
desta grande gama de apresentagdes clinicas, os cdes s&o classificados em:
assintomaticos, aqueles que n&o apresentam sinais clinicos; oligossintomaticos,
aqueles nos quais observa-se perda de peso moderada, lesbes de pele discretas e
linfoadenopatia e, finalmente, os cides sintomaticos que sao os que apresentam
varios sinais graves da doenga, como dermatopatias (perda de pélos, dermatite
furfuracea e Ulceras), onicogrifose, ceratoconjuntivite e rigidez dos membros
posteriores (MANCIANTI et al., 1988). Ainda segundo estes autores, cerca de 60%

de uma populagdo canina infectada apresenta sinais evidentes, sendo o restante,
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em sua maioria, casos pré-patentes, cuja infecgdo pode ou nao, evoluir para a fase
patente. Pode-se considerar que as formas progressivas de curso crénico e com
implicagbes viscero-cutaneas sao as mais frequentes.

Na area do Mediterraneo, as grandes mudangas térmicas entre as massas de
ar maritimas e terrestres, tém feito dessa area uma zona extraordinariamente
bioclimatica. Em diferentes partes dessa regido os flebotomineos vetores aparecem
ocupando nichos umidos, sub-Umidos e semi-aridos nos quais os focos de LV canina
tém se desenvolvido progressivamente. O protozoario € encontrado em alguns
reservatorios silvestres tais como lobos, raposas, chacais e roedores, sendo que o
cao apresenta-se como importante reservatério doméstico, a semelhanca da LV que
ocorre no Novo Mundo. Na Europa, L. infantum € o agente causador das formas:
cutanea, visceral e viscero-cutanea canina.

Em 1910 foi notificado o primeiro caso de LV em Lisboa, Portugal. A doencga é
esporadica em varios pontos do pais, contudo, sao registrados trés focos ativos: Alto
Douro, que tem uma prevaléncia de LV canina de 37,8% e 80% dos casos humanos
do pais, a area metropolitana de Lisboa e a Regido de Algarve (DEREURE et al.,
1999).

Os casos humanos de LV na bacia do Mediterraneo estado intimamente
associados a co-infeccédo pelo HIV, bem como a usuarios de drogas endovenosas
(CAMPINO et al., 2006). Espanha, ltalia, Franca e Portugal concentram 90% dos
casos da regido sendo que nestes paises de 25-70% dos casos de LV séo
associados com HIV, indicando que a infecgdo pelo HIV é um fator de risco
associado a LV (CRUZ et al., 2006). Dados acumulados ao longo dos anos, em
estudos com pacientes HIV positivos, co-infectados com Leishmania, t€m sugerido

uma nova alternativa de ciclo de vida para L. infantum, diferente dos ciclos ja
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conhecidos. Neste caso, o uso da seringa seria a principal forma de infecgéo entre
os usuarios de drogas, co-infectados. Este ciclo antropondtico, seria completamente
independente do ciclo em que se observa a participagao de cades como reservatérios
do protozoario (MOLINA et al., 1999).

S30 nove as espécies vetoras encontradas no Mediterrdaneo sendo as mais
importantes Phlebotomus perniciosus e P. ariasi. Sao também citadas como
espécies vetoras P. perfiliewi, P. neglectus e P. langeroni (DEREURE et al., 1999).

A sintomatologia observada nos casos humanos e caninos da doencga
causada por L. infantum € muito similar aquela observada em homens e caes
infectados por L. chagasi.

O diagndstico da doenga causada por ambos parasitos € clinico-
epidemioldgico, parasitolégico, imunolégico e pelo uso de técnicas de biologia
molecular, de modo semelhante, para ambas as espécies.

Apesar de inumeros estudos sobre as doencgas causadas por estes parasitos,
a epidemiologia dos varios focos humanos é, ainda hoje, pobremente conhecida
para uma doencga da importancia e impacto médicos como a leishmaniose visceral,
nao s6 quanto a sua ecologia, mas com opinides discordantes quanto ao status

taxondmico de alguns destes parasitos.

1.4 IDENTIDADE DO AGENTE ETIOLOGICO DA LEISHMANIOSE
VISCERAL NO NOVO MUNDO
A inclusdo de L. chagasi no complexo L.(L.) donovani € amplamente aceita,

ainda que sua afinidade taxonémica e origem sejam uma questao polémica (SHAW,

1994).
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Existem controvérsias se o agente etiolégico da LVA foi recentemente
introduzido no Novo Mundo a época da colonizagédo européia - € neste caso deveria
ser classificado como L. infantum - ou se ele teria uma origem antiga, tendo sido
introduzido juntamente com os canideos na América do Sul ha varios milhdes de
anos e deveria ser classificado como L. chagasi.

Ha varias hipoteses relacionadas com a origem de L. chagasi. Em 1979,
Lainson & Shaw sugeriram que a leishmaniose visceral da América pudesse ser
causada por ambos parasitos L. chagasi e L. infantum. Lainson et al. (1987) e
Lainson (1989) propuseram que mesmo com as grandes semelhangas observadas
entre os agentes causadores de LV no Velho e Novo Mundo, L. chagasi ja existiria
muito antes da colonizagdo, uma vez que foram observadas diferengas nos perfis de
restricio de KDNA e nas proteinas de superficie de suas promastigotas. Killick-
Kendrick et al. (1980) e Rioux et al. (1990), baseados na semelhanga entre os perfis
enzimaticos de L. chagasi e L. infantum e no papel do cdo como importante
amplificador da doenga, sugeriram que os parasitos podem ter sido trazidos por caes
infectados que acompanhavam os conquistadores portugueses e espanhois. Nesse
caso, a importagao deveria ter ocorrido por um longo periodo, permitindo assim uma
selecdo de populacbes do parasito e sua sobrevivéncia no novo hospedeiro
invertebrado (LAINSON & RANGEL, 2005). Outro fato a se considerar é a grande
distribuicdo geografica da LVA em tao curto espaco de tempo, e ainda, a natureza
predominantemente benigna da infec¢do natural na raposa Cerdocyon thous, um
canideo originario da Amazébnia, fato que indicaria uma relagdo antiga parasito-
hospedeiro, sugerindo que essa infecgao ja existia e que foi sendo repassada aos
caes, que por serem hospedeiros ndo adaptados, desenvolveram a doenca. Soma-

se a esse fato relatos de isolamento do parasito em raposas de regides né&o
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habitadas, o que faz pensar que o parasito nao foi trazido por cades ou humanos,
mas ja infectavam esses animais (LAINSON & RANGEL, 2003). Lainson e Rangel
(2003) e Lainson e Rangel (2005) baseados em diferengas observadas nas técnicas
de RFLP e kDNA (JACKSON et al., 1982, 1984) tém usado a nomenclatura L. L.
infantum infantum e L. L. infantum chagasi, sugerindo que a separagao taxonémica
dos parasitos poderia ser ao nivel subespecifico. Por outro lado, Dantas-Torres
(2006) acredita que L. chagasi e L. infantum devem ser consideradas espécies
sinbnimas, sem que haja mudanga no nome ao nivel de subespécie, pois isso
implicaria em toda uma re-classificacdo do género Leishmania. Contudo, segundo
Shaw (2006), de acordo com o cddigo da Comissao Internacional de Nomenclatura
Zoolégica, os nomes L. L. infantum infantum e L. L. infantum chagasi seriam
absolutamente corretos.

Por outro lado, as técnicas bioquimicas (perfil de isoenzimas), soroldgicas
(uso de anticorpos monoclonais), e técnicas de biologia molecular ttm mostrado que
L. chagasi e L. infantum sdo muito semelhantes, e que por esta razdo alguns autores
acreditam que os parasitos constituem uma unica espécie com origem recente nas
Américas (KILLICK-KENDRICK, 1985; GRIMALDI JR. et al., 1987; RIOUX et al.,
1990; MAURICIO et al., 2000).

Reforcando essa hipétese, destaca-se ainda que L. infantum e L. chagasi
possuem algumas caracteristicas em comum, tais como a existéncia para ambas de
canideos como reservatorios silvestres e domésticos, a prevaléncia maior da doenca
em criangas, e, finalmente, a semelhanca da doenga observada no homem e no cao,
do Velho e Novo Mundos.

Alguns estudos tém sido realizados visando a caracterizagdo dos parasitos

pertencentes a espécie L. chagasi isolados em areas endémicas, entretanto nenhum
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deles utiliza uma abordagem mais ampla, agrupando os dados de um maior niumero
de amostras isoladas de casos caninos e humanos, em comparagdo com L.
infantum.

Atualmente, a disponibilidade de metodologias de analise genética possibilita
a obtencdo de informacgdes uteis para se estudar a influéncia da variabilidade
genética sobre fatores epidemiologicamente importantes como a infecciosidade,
viruléncia, patogenicidade, imunogenicidade e suscetibilidade a acdo de
quimioterapicos entre populacdes de parasitos dentro e entre espécies. Todavia,
devido a possiveis influéncias dos hospedeiros e de fatores ambientais nestas
caracteristicas, € dificil afirmar se estas variabilidades refletem diferencas
genotipicas entre tais parasitos.

A utilizagdo de metodologias moleculares permitiram o desenvolvimento de
novas abordagens e determinagao de correlagdes filogenéticas existentes entre as
especies e dentro de cada uma delas. Inicialmente, a utilizacdo de enzimas de
restricdo permitiu a analise de polimorfismo por tamanho de fragmentos de restricao
de DNA (Restriction Fragment Length Polymorphism — RFLP). A descoberta do
processo de amplificagdo do DNA in vitro utilizando uma DNA polimerase — Reacéao
em Cadeia da Polimerase - PCR (MULLIS & FALLONA, 1987; SAIKI et al., 1988)
levou ao surgimento de outras classes de marcadores moleculares. Aliadas as
técnicas de clonagem e sequenciamento de DNA, estas metodologias tém
possibilitado um rapido acumulo de informagdes sobre a estrutura de genomas
eucariotos, incluindo aquele de Leishmania.

Trabalhos realizados com as espécies do complexo L. donovani, ndo mostram
distingao de L. infantum e L. chagasi, utilizando-se técnicas de analises genética e

fenética. Entretanto, grande parte dos dados disponiveis na literatura sobre a
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variabilidade genética de L. chagasi em comparagdo com L. infantum foi gerada
através da analise de isoenzimas (CUPOLILLO et al., 1984; MOMEN et al., 1987)
empregando amostras isoladas no Brasil e poucas amostras da area do
Mediterraneo. Mauricio et al. (1999) e Mauricio et al. (2000) estudando as relagbes
genotipicas dentro do complexo L. donovani através de RAPD, sequenciamento
parcial do gene da gp63, RFLP-PCR e amplificacdo ITG da gp63 mostraram que L.
chagasi e L. infanfum s&o geneticamente indistinguiveis e formam um grupo
monofilético dentro do complexo, o que segundo os autores, sugere a introdugao
recente de L. chagasi no Novo Mundo.

Nenhum dos estudos até agora realizados utilizou um numero significativo de
amostras de L. chagasi com poucas passagens in vitro e com uma historia clinica
bem conhecida e documentada, em comparagdo com L. infantum. E sabido que
amostras com incontaveis passagens in vitro e que circulam entre varios
laboratérios, devido principalmente a problemas de selecéo, de adaptagcao e mesmo
contaminagao, podem n&o ser verdadeiramente representativas dos parasitos que
circulam em alguns ciclos de transmissao (GRIMALDI et al., 1982).

As técnicas moleculares fornecem um método objetivo de determinar
similaridades entre parasitos. Estudos de evolugdo molecular tem mostrado que
quando populagbes s&o geograficamente separadas, seus genomas comegam a
divergir. A taxa exata de evolugdo genbmica de Leishmania ndo € conhecida.
Entretanto, se L. chagasi é autoctone e de origem antiga no continente americano,
era de se esperar que os isolados deste parasito apresentassem ambos, diversidade
genética, como refletido em alelos polimérficos, e divergéncia genémica de L.

infantum.
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1.5 T!ECNICAS MOLECULARES UTILIZADAS COMO CRITERIOS
TAXONOMICOS DE Leishmania

Leishmania & provavelmente o género de protozoario que contém o maior
numero de espécies patogénicas para o homem. Esse fato tem despertado um
grande interesse dos taxonomistas em desenvolver e utilizar métodos de tipificagéo
que sejam capazes de identificar diferentes espécies e até mesmo cepas dentro das
espécies.

Com o grande avango das técnicas de biologia molecular, novas
metodologias estdo sendo aplicadas nos estudos de genética e epidemiologia
molecular, na tentativa de melhor caracterizar os parasitos deste género. A
introducdo destas técnicas na rotina dos laboratérios de pesquisa, tem contribuido
de forma significativa para o conhecimento de caracteristicas intrinsecas de
Leishmania que n&do sdo modificadas ou influenciadas por fatores dos hospedeiros e
do meio ambiente.

Dentro desse contexto foram desenvolvidas abordagens baseadas em
critérios bioquimicos/moleculares e imunolégicos que incluem: analise de fator de
excrecao (SCHNUR, 1982); eletroforese de isoenzimas (KREUTZER et al.; 1987;
RIOUX et al.; 1990; THOMAZ-SOCCOL et al.; 1993; CUPOLILLO et al.; 1994);
analise de carboidratos de superficie por aglutinagdo com lectinas (SCHOTELIUS,
1982; SCHOTELIUS & GONCALVES, 1982); analise da composi¢ao lipidica (HOLTZ
& BEACH, 1982); reatividade de anticorpos monoclonais com antigenos espécie-
especifico do parasito (McMAHON-PRATT & DAVID, 1981; McMAHON-PRATT et
al.;1986; SHAW et al.; 1986; GRIMALDI et al., 1987; GRIMALDI & McMAHON-
PRATT, 1996); analise da densidade de flutuagdo do DNA do cinetoplasto e do

nucleo (CHANCE et al., 1973,1977); analise do perfil de restricdo do kDNA
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(BARKER et al., 1982; LOPES et al., 1984; PACHECO et al., 1986); hibridizacédo
com sondas moleculares espécie-especifica (WIRTH & McMAHON-PRATT, 1982;
JACKSON et al., 1984; BARKER et al., 1986a; GUIZANI et al., 1994); cariotipagem
molecular (RIOUX, 1986; PAGES et al., 1989; TAVARES et al., 1992); analise de
diferentes regides do genoma, por sequenciamento ou polimorfismo gerado por
enzimas de restricdo — RFLP (BERVELEY et al., 1987; GUEVARA et al., 1992;
FERNANDES et al.,, 1994; MENDOZA-LEON et al., 1995); polimorfismo pela
amplificagdo aleatéria de DNA polimdérfico — RAPD (BHATTACHARYA et al., 1993;
TIBAYRENC et al., 1993; GOMES et al., 1995) e reacdo em cadeia da polimerase de
baixo rigor — Low-Stringency Single Specific Primer — PCR (LSSP — PCR) (PENA et

al., 1994).

1.5.1 ANALISE DE ISOENZIMAS

A andlise de polimorfismos presentes em isoenzimas metabdlicas
constitui uma das primeiras metodologias a ser utilizada, e universalmente aceita
como um método padrao para caracterizar e identificar Leishmania. A técnica tem
sido utilizada em estudos taxonémicos de Leishmania e diversos autores
demonstraram que, entre as espécies distintas, ha um consideravel grau de
diversidade enzimatica e que, entre os membros do mesmo complexo, ha uma
variabilidade significativamente menor, ou até mesmo ndo detectavel (AL-TAQI &
EVANS, 1978; ALJEBOORI & EVANS, 1980; BRAZIL, 1978; MILES et al., 1980;
LAINSON et al., 1981; PETERS et al., 1981; SCHNUR et al., 1981; KREUTZER et

al., 1987; MOMEN et al., 1987).
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Apesar dos padrbes isoenzimaticos representarem uma variagao fenotipica, a
sua utilizagcdo em estudos de genética de populagdes baseia-se na premissa de que
eles refletem diretamente a variabilidade dos genes envolvidos na sintese das
enzimas. Ha, entretanto, contradicdes dentro desta visdo consensual. O mesmo
gendtipo pode apresentar mudangas drasticas no padrao de zimodema de acordo
com pressdes ambientais, como por exemplo, a variagcdo no meio de cultivo do
parasito. Variagcbes isoenzimaticas podem ser vistas entre formas evolutivas de
Leishmania, ou em uma unica cepa do parasito mantida sob diferentes condi¢cdes de
cultivo (GRIMALDI et al., 1982). Outros trabalhos tém demonstrado uma importante
correlacao entre resultados obtidos pelo uso de marcadores isoenzimaticos, com
outros marcadores moleculares, fazendo com que a hipétese de plasticidade
fenotipica resultante, por exemplo, de variagbes ambientais seja enfraquecida
(TIBAYRENC, 1995).

De um modo geral, a técnica é considerada bastante sensivel e possui
conveniéncia de que cada variante enzimatica seja considerada na pratica como um
gendtipo e cada eletromorfo (banda eletroforética) como um alelo. Porém, dois
organismos n&o podem ser considerados idénticos apenas por possuirem a mesma
migracdo para uma ou duas enzimas. Interpretagbes incorretas sdo evitadas
aumentando-se o numero de enzimas estudadas, portanto, o numero de caracteres
observados (ROMANHA, 1982).

A semelhancga entre L. chagasi e L. infantum é baseada em grande parte nos
dados disponiveis na literatura sobre a variabilidade genética interespecifica gerada
através da analise de isoenzimas (CUPOLILLO et al., 1984; MOMEN et al., 1987;
TOLEDO et al., 2002). Em L. infantum ha um consideravel polimorfismo enzimatico

com pelo menos 29 zimodemas, dos quais 25 sao encontrados em humanos



INTRODUCAO 41

(CHICHARRO et al., 2002; MARTIN-SANCHEZ, 2004), com uma distribuicdo
geografica heterogénea através da Bacia do Mediterraneo. O zimodema MON 1 é o
mais comumente encontrado no homem e no cao, e alguns autores tém mostrado
um alto grau de variabilidade genética dentro deste zimodema (DESJEUX, 1991;
BANULS et al., 1999; GALLEGO et al., 2001; BULLE et al., 2002; PRATLONG et al.,
2004).

Em relagdo a L. chagasi isolada no Brasil, Momen et al. (1993) estudando
mais de 100 amostras isoladas de diferentes areas e de diferentes hospedeiros,
utilizando 18 locos enzimaticos, observou o mesmo perfil isoenzimatico, o qual foi
idéntico ao da amostra de referéncia da WHO de L. infantum MHOM/TN/80/IPT1,
isolada na Europa. Apesar de incluir um numero grande de amostras originarias da
Ameérica, o estudo incluia apenas uma cepa de referéncia isolada na Tunisia ha mais

de 20 anos.

1.5.2 MARCADORES BASEADOS NA REACAO EM CADEIA PELA
POLIMERASE - PCR

O advento da tecnologia da reagcdo em cadeia da polimerase (PCR -
Polymerase Chain Reaction) em meados da década de 80 representou um
importante marco para estudos genético-moleculares envolvendo grande numero de
individuos de qualquer ser vivo.

Com a possibilidade de realizagdo automatizada da reacdo (SAIKI et al.,
1985) diversas técnicas baseadas na PCR foram descritas. Essas técnicas tém
possibilitado mostrar diversidade genética dentro de populagdes e tém permitido
uma melhor definicdo das relagdes filogenéticas dentro das espécies (GOMES et al.,

1995; CHICHARRO et al., 2002; TOLEDO et al., 2002; RODRIGUES et al., 2002).
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1.5.2.1 AMPLIFICAGAO ALEATORIA DE DNA POLIMORFICO - RAPD

As estratégias de amplificacdo aleatéria como RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) (WILLIAMS et al., 1990), AP-PCR (Arbitrarily Primed PCR)
(WELLSH & MCCLELLAND, 1990) e DAF (DNA Amplification Fingerprinting)
(CAETANO ANOLES et al, 1991) utilizam oligonucleotideos aleatérios para
reconhecer sitios especificos, porém desconhecidos no genoma, muitos dos quais
sao polimorficos. O que diferencia estas técnicas € basicamente o tamanho dos
iniciadores, o rigor de amplificagédo e o procedimento usado para avaliagao dos perfis
de amplificagdo. Essas estratégias sdo baseadas na amplificagdo de numerosos
locos aleatérios de DNA, quando iniciadores de sequéncias arbitrarias
suficientemente curtas s&o usados.

O RAPD, assim como a analise de isoenzimas € uma ferramenta que pode
ser utilizada para o estudo de qualquer organismo permitindo fazer comparagdes
diretas sobre diversidade genética e estrutura de populagdes entre organismos
diferentes. O RAPD parece ter uma melhor resolugdo que a analise de zimodemas e
pode ser usado para complementa-la e para refinar o quadro da diversidade
genética dentro de cada subdivisdo de uma espécie (TIBAYRENC, 1995).

Alguns pesquisadores tém empregado a técnica de RAPD para identificar
polimorfismo genético inter e intra-especifico em parasitos do género Leishmania
(POGUE et al., 1995; NOYES et al., 1996).

Em trabalho anterior desenvolvido no Laboratério de Biologia de Leishmania —
ICB/UFMG foi mostrado que o RAPD ao lado da “impressédo digital de DNA’
(fingerprinting), poderiam constituir importantes ferramentas para estudos
filogenéticos e taxonOGmicos para Leishmania. Por exemplo, foram detectadas

diferengas quanto ao grau de heterogeneidade, aparentemente correlacionadas com
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aspectos eco-epidemioldgicos, entre cepas distintas de L. braziliensis isoladas em
diferentes regides do Brasil (GOMES et al., 1995).

A técnica de RAPD foi utilizada com sucesso por Motazedian et al. (1996)
para distinguir as principais espécies de Leishmania do Velho Mundo (L. tropica, L.
major e L. infantum) como também para estudar amostras de Sauroleishmania
provenientes do Ira.

Em relagdo as espécies do complexo L. donovani alguns estudos ja foram
realizados com as duas espécies do Velho Mundo, L. donovani (MAURICIO et al.,
1999) e L. infantum (DIAKOU & DOVAS, 2001; HANAFI et al., 2001; HIDE et al.,
2001; TOLEDO et al., 2002; CHICHARRO et al., 2002; ZEMANOVA et al., 2004;
BOTILDE et al., 2006). Entretanto, sdo poucos os trabalhos que comparam cepas de

L. chagasi com L. infantum (MAURiCIO et al., 2000; HIDE et al., 2001).

1.5.2.2 PCR ANCORADA A REPETICOES DE SEQUENCIAS SIMPLES -
SSR-PCR

Os genomas eucariotos sdo densamente povoados de sequéncias repetidas,
sendo algumas mais complexas (minisatélites) e outras mais simples
(microssatélites) (HAMADA et al., 1982; TAUTZ & RENZ, 1984). Os microssatélites
estdo amplamente distribuidos no genoma de eucariotos (BECKMAN & WEBER,
1992) e sao altamente polimérficos (WEBER & MAY, 1989; TAUTZ, 1989). A
identificacdo de marcadores polimérficos aumentou significativamente com a
descoberta dos microssatélites ou SSR - sequéncias simples repetidas (SSR -
Simple Sequence Repeats) que sao sequéncias de DNA que possuem unidade de
repeticdo pequena, de no maximo 6pb, e comprimento total que geralmente nao
excede 200pb. A distribuicdo ampla e aleatéria dos SSR, associada a sua utilizagao

via PCR, permite “a mais completa cobertura de qualquer genoma eucarioto”
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(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998), sendo considerados marcadores uteis para
mapeamento genético e fisico de genomas, identificagdo e discriminagcdo de
gendtipos e estudos de genética de populagdes.

Microssatélites ja foram descritos em Leishmania (ROSSI et al., 1994). Estes
autores identificaram 3 tipos de sequéncias de microssatélites (CA)n, (GAC)n e
(GGT)n no genoma de Leishmania. Observaram que estes microssatélites ndo estao
distribuidos igualmente no genoma, sendo que a abundancia de cada repetigao varia
entre diferentes cromossomos. Foi também observado, que alguns destes
microssatélites pareciam estar associados, e que alguns dos locos sequenciados
sdo alelos polimérficos, sendo estes, uteis como marcadores genéticos nestes
parasitos.

Apesar de ja terem sido descritos microssatélites contendo todas as
combinagdes de nucleotideos, as repeticbes (CA)n, em particular, sé&o
especialmente abundantes em todos os eucariotos, com um numero de cépias
estimado de 50.000 a 100.000 elementos por genoma haploide (STALLINGS et al.,
1991).

Zietkiewicz et al. (1994), desenharam iniciadores complementares a estas
regides, inserindo uma ancora purina-pirimidina na extremidade 5" ou 3" do iniciador,
0 que reduziu o numero de possiveis alvos de anelamento dos iniciadores e,
consequentemente, aumentou a especificidade da reacéo, impedindo o anelamento
do iniciador dentro da prépria repeticdo, sendo assim estudado o polimorfismo inter
microssatélites. Esses autores denominaram essa técnica de SSR-PCR e obtiveram
excelentes resultados, em varios organismos, quando utilizaram o iniciador (CA)sRY

ancorado na extremidade 3°, em condigdes de alta estringéncia. Com isso, os
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polimorfismos observados devem-se a variagdes, como inser¢des e delegodes,
nessas regides.

Oliveira et al. (1997) modificaram a técnica de SSR-PCR com a utilizagao do
iniciador (CA)sRY sem marcagao radioativa. Os autores utilizaram essa técnica no
estudo da variabilidade intra-especifica de L. braziliensis, Trypanosoma cruzi e
Schistosoma mansoni e demonstraram que os padrdes obtidos foram comparaveis
aos da AP-PCR, com a vantagem do aumento da reprodutibilidade dos padrbes, em
decorréncia da utilizagdo de condigdes de alta estringéncia, eliminando o
aparecimento de falsas bandas. Gomes et al. (1998) compararam a aplicabilidade
das técnicas de SSR-PCR e de AP-PCR no estudo de cepas de T. cruzi isoladas de
pacientes chagasicos cronicos e demonstraram niveis de polimorfismos genéticos
semelhantes para ambas as técnicas.

A amplificacdo do DNA utilizando o segmento com as repeticbes inter-
microssatélites foi empregada no laboratério de Biologia de Leishmania (ICB/UFMG)
para estudos com diferentes espécies de Leishmania do Novo e do Velho Mundo
(PIMENTA et al.,, 1997; GONTIJO et al., 2000). Foi observado que o subgénero
Viannia € mais homogéneo que o subgénero Leishmania, e que dentro deste, o
complexo L. donovani foi o mais homogéneo. Volpini et al. (2001) também
empregaram a técnica de SSR-PCR para estudar espécies de Leishmania que
causam leishmaniose tegumentar no Novo Mundo. Ochsenreither et al. (2006)
demonstraram que o0s locos que contém microssatélites na familia
Trypanosomatidae sdo estaveis em condigbes de laboratorio e podem ser usados
com seguranga para demonstrar variabilidade genética intra-especifica.

Alguns autores estudando cepas de L. infantum da area do Mediterraneo

observaram que ha um alto polimorfismo entre as cepas e que microssatélites
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podem ser utilizados com sucesso para caracterizacdo de L. infantum que exibem
diferentes caracteristicas epidemioldgicas (BULLE et al., 2002; BOTILDE et al.,
2006; OCHSENREITHER et al., 2006).

Até onde nos foi possivel procurar, ndo foram encontrados na literatura
trabalhos que tenham utilizado a técnica de SSR-PCR no estudo de variabilidade
genética de L. chagasi em comparagédo com L. infantum. Desta forma, espera-se que
a SSR-PCR oferega uma alternativa metodolégica para o estudo de variabilidade

genética dessas espécies.

1.5.2.3 _ POLIMORFISMO POR TAMANHO DE FRAGMENTO DE
RESTRICAO - RFLP

A técnica de PCR-RFLP baseia-se na amplificacdo pela PCR de qualquer
regido do genoma e a subsequente digestdo desse fragmento com diversas enzimas
de restricdo, que sdo capazes de reconhecer e clivar a fita dupla da molécula de
DNA em sitios especificos. Alguns autores ja utilizaram esta metodologia em
estudos de variabilidade em Leishmania. Chicharro et al. (2002) num estudo de
epidemiologia molecular de L. infantum de humanos e caes utilizaram a PCR-RFLP,
com iniciadores que amplificavam regides do minicirculo de kDNA do complexo L.
donovani. Estes autores foram capazes de distinguir as cepas procedentes do ciclo
artificialmente antropondético, que ocorre via seringa entre usuarios de droga, do ciclo
zoonotico envolvendo cdo/homem. Morales et al. (2001) e Morales et al. (2002)
utilizando os mesmos iniciadores, discriminaram pela PCR-RFLP amostras de L.
infantum que foram isoladas de pacientes co-infectados com HIV que apresentavam

recidivas ou reinfecgbes. Cortes et al. (2006) utilizando a técnica de RFLP,
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demonstraram a existéncia de heterogeneidade genética em amostras de L.
infantum isoladas de diferentes hospedeiros de Portugal.

A maior parte dos autores que utilizaram esta metodologia para identificagdo
molecular de espécies de Leishmania ou para estimar similaridade genética entre
espécies, empregou iniciadores para os genes da gp63. Victoir et al. (1998)
observaram um extenso polimorfismo entre as espécies do subgénero Viannia e
concluiram que o PCR-RFLP apresenta uma importante vantagem operacional, por
permitir caracterizar pequenas quantidades de DNA dos parasitos, empregando
iniciadores especificos, e que existe uma alta plasticidade genética dos genes da
gp63. Guerbouj et al. (2001) estudaram por RFLP o polimorfismo do gene gp63 e a
estrutura populacional das espécies do complexo L. donovani.

Um estudo utilizando a técnica de RFLP-PCR para comparagdo de L.
infantum e L. chagasi foi realizado por Mauricio et al. (2001). Esses autores
detectaram semelhanga entre estas espécies, sugerindo que sejam consideradas
uma unica espécie, e que os resultados obtidos com a metodologia de RFLP

correlacionam com aqueles observados na analise de isoenzimas.
1.5.2.4 LSSP-PCR

O método de Low-Stringency Single Specific Primer — PCR (LSSP-PCR) ou
reacdo em cadeia da polimerase de baixo rigor, utilizando um unico iniciador
especifico, € uma técnica que detecta variacdo na sequéncia de DNA, sendo
simples, rapida, muito sensivel, além de informativa (PENA et al. 1994).

Na sua execugdo, fragmentos de DNA alvo previamente amplificados por
PCR s&o submetidos a uma segunda amplificagdo sob condi¢bes de baixa

estringéncia, utilizando-se ainda, concentragdes elevadas de Taq DNA polimerase e
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apenas um dos iniciadores, especifico para uma das extremidades do fragmento
analisado.

As condi¢des prevalentes na reagdo favorecem a ligacdo especifica do
iniciador a sua sequéncia complementar, também permitindo sua ligagao
inespecifica, sequéncia dependente, a regides diversas no interior do fragmento.
Quando os produtos da reagao sao analisados eletroforeticamente, um fingerprint de
fragmentos de DNA é obtido, o qual reflete a seqiéncia da regido analisada (PENA
et al., 1994; BARRETO et al., 1996).

O LSSP-PCR pode ser considerado como uma impressao digital de DNA, que
focaliza os polimorfismos existentes em um unico segmento génico.

A LSSP-PCR tem sido empregada em abordagens distintas em estudos de
variagao de sequéncia de DNA, e é tdo sensivel que pode detectar modificagdes em
uma unica base, fornecendo a “assinatura” do gene estudado e oferecendo uma
alternativa ao sequenciamento do fragmento analisado (PENA et al., 1994).

Esta metodologia foi utilizada por Vago et al. (1996) e Vago et al. (2000) para
caracterizar T. cruzi, diretamente de tecidos infectados, pela analise da regido
variavel do DNA do minicirculo do cinetoplasto (KDNA) deste parasito. Os autores
traduziram o polimorfismo intraespecifico na sequéncia de nucleotideos do
minicirculo de kDNA em uma “assinatura de kDNA” especifica e altamente
reprodutivel. Os resultados indicaram que as assinaturas de kDNA obtidas pelo
LSSP-PCR, sobretudo aquelas originadas de parasitos presentes em tecidos
infectados, constituem uma nova ferramenta para o estudo da epidemiologia
molecular da doencga de Chagas.

A técnica foi também usada na analise de cepas Entamoeba histolytica

isoladas do Brasil e foram observados dois grupos geneticamente distintos de
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parasitos, correspondendo as cepas isoladas de pacientes sintomaticos e
assintomaticos (GOMES et al., 1997), que provavelmente corresponde a E.
histolytica e E. dispar.

Esta metodologia foi ainda utilizada, para confirmar se a mesma cepa de L.
braziliensis era responsavel pelas manifestacdes oculares e viscerais de
leishmaniose, observada em um paciente transplantado renal (GONTIJO et al.,
2002).

Assim, com base nas propriedades apresentadas pelo LSSP-PCR, julgamos
ser essa técnica aplicavel no estudo de variabilidade genética de L. chagasi e L.

infantum.

1.5.3 SEQUENCIAMENTO DE DNA

A técnica de seqlenciamento tem sido aplicada e explorada em busca de
maiores informagdes sobre a sequéncia de DNA de Leishmania a fim de otimizar o
diagndstico e a identificacéo das espécies. Dados do genoma, utilizados em técnicas
de clonagem de antigenos e genes sequenciados tém sido empregados para
sorodiagnostico e desenvolvimento de vacinas (SCHALLING & OSKAM, 2002). Em
1994, estabeleceu-se, no Rio de Janeiro-RJ, o Centro de Projetos de
Sequenciamento do genoma deste parasito, o — Leishmania Genome Network
(LGN), que visou o sequenciamento do genoma da cepa de referéncia Leishmania
major Friedlin (IVENS & BLACKWELL, 1999), comumente utilizada em estudos de
sequenciamento (MYLER et al., 2000). Em 2005, o genoma deste parasito foi
completamente sequenciado e toda a sequéncia de DNA, assim como as proteinas

preditas se tornaram disponiveis ao acesso publico (IVENS et al., 2005).
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O Projeto Genoma de Leishmania veio acumulando informagdes acerca da
estrutura e organizagdo genbmica deste parasito e se concentra agora no
sequenciamento, ndo s6 da L. major, mas também das espécies, L. infantum e L.
braziliensis (PEACOCK et al., 2007). Estratégias de analise funcional também
comegam a aparecer. E importante ressaltar que os estudos de seqiiéncias e
estruturas do genoma e, mais recentemente, aqueles baseados na tdnica funcional
devem estar permeados pela preocupagao com as particularidades genéticas desse
organismo. A determinagdo de sequéncias e a caracterizagdo de estruturas do
genoma, devem ser utilizadas também para se pesquisar a relevancia fenotipica da
informacgéao gerada.

Com a disponibilizacdo de informacdes sobre a sequéncia do DNA de
Leishmania, diversos estudos relacionados a analise da expressdo génica e
proteOmica se desenvolveram em torno desse parasito, muitos deles, focalizando
principalmente a expresséo diferencial nos diferentes estadios durante o ciclo de
vida de Leishmania (SAXENA et al., 2003; AKOPYANTS et al., 2004; ALMEIDA et
al., 2004; COHEN-FREUE et al., 2007; LEIFSO et al., 2007; OUAKAD et al., 2007;
SAXENA et al., 2007).

O sequenciamento do genoma de Leishmania ampliou as estratégias de
estudo com relagdo aos genes de viruléncia, sobrevivéncia intracelular e resisténcia
a drogas, bem como a validagédo funcional de proteinas, especificas do parasito,
como novos alvos para quimio e imunoterapia (CORTAZAR & WALKER, 2004).

Os fatores que influenciam a variabilidade clinica da leishmaniose visceral,
nao estdo inteiramente elucidados, mas provavelmente a variagcdo genética de

ambos, hospedeiro e parasito € importante neste contexto.
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Espera-se que os dados genéticos resultantes deste estudo, obtidos em
diferentes niveis de resolugdo, possam contribuir para mostrar a variabilidade intra-
especifica e interespecifica destes parasitos.

Assim, a pesquisa de polimorfismos genéticos intraespecifico de L. chagasi e
L. infantum pode potencialmente levar a um melhor entendimento da epidemiologia

molecular da doenca.
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JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

As leishmanioses s&o, em sua maioria, zoonoses que acometem, atualmente,
milhdes de pessoas em todo o mundo. No Brasil, as leishmanioses apresentam-se
em franca expansao geografica, com um numero crescente de casos.

A leishmaniose visceral, além de apresentar-se em processo de expansio
geografica para areas indenes, encontra-se também em crescente urbanizagdo. Na
Regiao Metropolitana de Belo Horizonte, onde a incidéncia da doenga humana e
canina tem aumentado em varios municipios, a epidemiologia da LV tem sido
estudada sob varios aspectos, tais como a avaliacdo de métodos diagndsticos para
a infeccdo humana e canina, a caracterizagado bioquimica e molecular dos parasitos
isolados e o levantamento da fauna de flebotomineos.

Os fatores que influenciam a variabilidade clinica da leishmaniose visceral,
nao estado inteiramente elucidados, mas provavelmente as variagdes genéticas de
ambos, hospedeiro e parasito sao importantes neste contexto. Assim, a pesquisa de
polimorfismos genéticos intra-especificos e interespecificos de L. chagasi e L.
infantum pode potencialmente levar a um melhor entendimento da epidemiologia
molecular da doenca.

Apesar de varios estudos realizados sobre a epidemiologia em diferentes
focos no Brasil e pela importancia e impacto meédicos, a doenca ainda é pobremente
entendida em areas urbanas, como Belo Horizonte. Assim, o presente estudo teve
como objetivo a investigacdo de variabilidade genética entre amostras das duas
especies, isoladas no Brasil e na Europa, utilizando marcadores moleculares, bem
como a discussdo de suas possiveis implicagdes nos ciclos de transmissao

envolvendo o homem e o c3o.
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Neste trabalho foram estudados marcadores genéticos em L. chagasi e L.
infantum, na tentativa de verificar a ocorréncia de diversidade genética inter e intra-
especifica, utilizando-se amostras isoladas, bem documentadas e criopreservadas
nas primeiras passagens apos isolamento.

Espera-se somar conhecimentos, para um melhor entendimento da complexa
interacdo dos parasitos com os hospedeiros vertebrados no contexto urbano de
transmissao e contribuir no esclarecimento da epidemiologia da doenga com os

dados genéticos obtidos em diferentes niveis de resolugao.
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3 OBJETIVO

Estudar a variabilidade genética inter e intra-especifica de L. chagasi e L.
infantum, empregando-se amostras recém-isoladas de casos humanos e de
reservatorios caninos, utilizando-se diferentes técnicas bioquimicas e de biologia

molecular.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.1 Analisar polimorfismos de DNA nuclear e/ou do cinetoplasto utilizando-
se marcadores genéticos gerados por: RFLP, RAPD, SSR-PCR, LSSP-PCR e

analise isoenzimatica.

3.1.2 Determinar as relagbes fenéticas entre as amostras utilizando a

taxonomia numérica.

3.1.3 Investigar a existéncia de correlagdo entre os marcadores encontrados
e os zimodemas das amostras dentro das espécies L. chagasi e L. infantum, visando

contribuir no esclarecimento da questao se tais espécies sao sinbnimas ou néo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS UTILIZADAS

Foram utilizadas amostras de L. chagasi isoladas de casos humanos e de
reservatorios caninos provenientes da Regido Metropolitana de Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil. As amostras de L. infantum do Velho Mundo foram originarias
de casos humanos e de reservatoérios caninos da Regido do Alto Douro (Portugal).

O isolamento das amostras foi feito utilizando-se meio NNN (Novy, McNeal &
Nicolle)/LIT, posteriormente foram transferidas para o meio o-MEM (Minimum
Essential Medium; Gibco BRL - USA) acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino e
armazenadas no Banco de cepas da Unidade de Leishmanioses do Instituto de
Higiene e Medicina Tropical — Universidade Nova de Lisboa e dos Laboratérios de
Biologia de Leishmania —ICB/UFMG e Laboratério de Leishmanioses do Centro de
Pesquisa René Rachou — FIOCRUZ — Belo Horizonte, MG.

Nos QUADROS 1 e 2 estdo listadas as amostras escolhidas aleatoriamente
para o presente estudo nos bancos de cepas de Leishmania da Unidade de
Leishmanioses do Instituto de Medicina Tropical — Universidade Nova de Lisboa,
Portugal; do Laboratério de Biologia de Leishmania, Departamento de Parasitologia
— ICB/UFMG e Laboratério de Leishmanioses do Centro de Pesquisa René Rachou
— FIOCRUZ - Belo Horizonte, MG.

Todas as amostras foram isoladas durante a realizagdo de projetos que foram
aprovados pelos Comités de Etica em Pesquisa Humana e de Animais, nas

Instituicbes de origem.
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Amostras de casos humanos

Caédigo internacional

BH 46 MHOM/BR/1970/BH 46
RRO072 MHOM/BR/2001/RR072
RR055 MHOM/BR/1998/RR055
RR059 MHOM/BR/1996/RR059
RRO71 MHOM/BR/2001/RR097
RRO050 MHOM/BR/1996/RR050
RR053 MHOM/BR/1998/RR053
RR058 MHOM/BR/1996/RR058
RRO057 MHOM/BR/1999/RR057
RR054 MHOM/BR/1998/RR054

Amostras de reservatoérios caninos

Cédigo internacional

RRO070 MCAN/BR/2000/RR087
RR065 MCAN/BR/1996/RR065
BH401 MCAN/BR/2002/BH401
RR061 MCAN/BR/1996/RR061
RR069 MCAN/BR/1996/RR069
BH402 MCAN/BR/2002/BH402
BH403 MCAN/BR/2002/BH403
BH400 MCAN/BR/2002/BH400
BH406 MCAN/BR/2002/BH406
RRO0O66 MCAN/BR/1996/RR066

QUADRO 1 — Amostras de Leishmania chagasi isoladas de casos humanos e
reservatorios caninos, armazenadas nos criobancos de Leishmania do Laboratério
de Biologia de Leishmania do Departamento de Parasitologia - ICB/UFMG e do
Laboratdrio de Leishmanioses do CPqRR/FIOCRUZ - MG.
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Amostras de casos humanos

Caédigo internacional

IMT 245 MHOM/PT/1998/IMT245
IMT 144 MHOM/PT/1998/IMT 144
IMT 242 MHOM/PT/1998/IMT242
IMT 248 MHOM/PT/1999/IMT248
IMT 249 MHOM/PT/1999/IMT249
IMT 224 MHOM/PT/1996/IMT224
IMT 233 MHOM/PT/1997/IMT233
IMT 225 MHOM/PT/1997/IMT225
IMT 226 MHOM/PT/1997/IMT226
IMT 234 MHOM/PT/1997/IMT234

Amostras de reservatoérios caninos

Caédigo internacional

IMT 254 MCAN/PT/1998/IMT242
IMT 229 MCAN/PT/1997/IMT229
IMT 256 MCAN/PT/1999/IMT256
IMT 262 MCAN/PT/2000/IMT 262
IMT 339 MCAN/PT/2003/IMT339
IMT 321 MCAN/PT/2003/IMT321
IMT 322 MCAN/PT/2003/IMT322
IMT 326 MCAN/PT/2003/IMT326
IMT 319 MCAN/PT/2003/IMT319
IMT 320 MCAN/PT/2003/IMT320

QUADRO 2 - Amostras de Leishmania infantum isoladas de casos humanos e
reservatorios caninos, armazenadas no criobanco de Leishmania da Unidade de
Leishmanioses, do Instituto de Medicina Tropical, Universidade Nova de Lisboa,

Portugal.
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4.2 AMOSTRAS DE REFERENCIA

Como padrbes de referéncia foram utilizadas 05 amostras da Organizagao
Mundial de Saude (UNDP/WORLD BANK/WHO, 1990) e que sdo mantidas

criopreservadas no Laboratério de Biologia de Leishmania (ICB/UFMG) — (QUADRO

3).

Amostras de referéncia Caddigo internacional
PH8 — Leishmania (Leishmania) amazonensis IFLA/BR/1968/PH8
M2903 - Leishmania (Viannia) braziliensis MHOM/BR/1975/M2903
PP75 - Leishmania (Leishmania) chagasi MHOM/BR/1974/PP75
IPT1 - Leishmania (Leishmania) infantum MHOM/TN/1980/IPT1
DD8 - Leishmania (Leishmania) donovani MHOM/IN/1980/DD8

QUADRO 3 — Amostras de referéncia da Organizagdo Mundial de Saude utilizadas
no estudo.

4.3 OI}TENCI\O DE MASSA DE PROMASTIGOTAS PARA UTI’LIZACZ\O
NAS TECNICAS MOLECULARES E NOS ESTUDOS ISOENZIMATICOS
Para obtengdo do numero suficiente de parasitos (=10' parasitos), as
amostras foram descongeladas e cultivadas em meio a-MEM (Minimum Essential
Medium; Gibco BRL) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino estéril, acrescido
de antibidtico (Penicilina 50U/mL), sob temperatura de 23°C + 1°C. O nimero de
parasitos foi expandido por meio de repiques sucessivos em Erlenmeyers de 25mL,
50mL e 125mL respectivamente. A massa de células foi obtida na fase exponencial
de crescimento quando os parasitos foram contados em Camara de Neubauer e
entdo transferidos para tubos FALCON de 50mL. Parte das culturas foram utilizadas

para estudos isoenzimaticos e outra parte para estudos moleculares.
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Para as analises isoenzimaticas as culturas foram lavadas em Solucio
Tampéo de Lavagem (STL — NaCl 0,85% adicionada de 0,01M de EDTA, pH 8,0) por
duas vezes a 3.800g, durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o
sedimento suspenso em 5mL da STL. Apds a segunda lavagem, nas mesmas
condicdes anteriores, o material foi entdo suspenso em 1,5mL da STL e transferido
para tubos de criopreservacao (NUNC 1,8mL). Foi feita uma nova lavagem conforme
descrito anteriormente e entdo parte do sobrenadante foi desprezada sendo deixada
apenas quantidade suficiente para cobrir o sedimento. Os tubos foram estocados em
nitrogénio liquido até o momento de sua utilizagdo. Antes da ultima lavagem foi feita
contagem do numero de promastigotas para cada amostra utilizando-se Camara de
Neubauer. O numero final de parasitos foi calculado de acordo com a formula
NUmero de parasitos por mL = média aritmética de duas contagens X 10* (fator de

corregao da camara de Neubauer) x diluicado utilizada.

4.4 ELETROFORESE DE ISOENZIMAS EM GEL DE AGAROSE

O estudo isoenzimatico das amostras foi realizado por eletroforese em gel de
agarose, segundo técnica descrita por Momen & Salles (1985). Foram utilizados 10
sistemas enzimaticos:

1. ACON (1) Aconitato hidratase (Enzyme Comission Number 4.2.1.3)*

2. G6PDH (1)  Glicose —6-fosfato-desidrogenase (E.C. 1.1.1.49)

3. GPI (2) Glicose-fosfato-isomerase (E.C. 5.3.1.9)
4.1DH (1) Isocitrato desidrogenase (E. C. 1.1.1.42)
5. MDH (1) Malato desidrogenase (E. C. 1.1.1.37)
6. ME (1) Enzima malica (E. C.1.1.1.40)

7.NH (2) Nucleotidase (E.C. 3.2.2.1)
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8. PEP D (2) Peptidase (L. prolina) (E. C. 3.4.13.9)
9. PGM (2) Fosfo-gluco-mutase (E.C. 1.4.9.1)

10. 6PGD (2) 6-fosfo-glico-desidrogenase (E.C. 1.1.1.43)

* Numeragé&o das enzimas de acordo com a Comisséo Internacional de Nomenclatura de Enzimas (1972)

O gel de agarose foi preparado na concentragcado de 1% em uma diluigdo de
1:1 de agua destilada e tampéo fosfato pH 8,0 (A: NaH2PO4.H,0O — 1M; B: NaaHPO4
— 1M; Uso: 13,6mL da solugdo A e 186,4mL da solugdo B; ajustar o volume para
1000mL com &gua destilada) ou tamp&o maléico pH 7,4 (Tris 24,22g, Acido maléico
10g, EDTA 0,749, MgCl, 0,19g, agua destilada g. s. p. 2L) de acordo com a enzima a
ser testada. Os mesmos tampdes foram utilizados nas corridas eletroforéticas.

A agarose foi dissolvida aquecendo a solugdo tampao (fosfato ou maléico)
juntamente com a agua destilada, em microondas, durante 5 minutos a poténcia de
70W (média-alta). Aproximadamente 50mL do gel foi derramado, ainda quente sobre
um filme de poliestireno (Filme Gelbond), o qual foi apoiado sobre uma base de vidro
para garantir o espalhamento uniforme do material. Apés a secagem natural, o gel
estava pronto para o uso.

No momento do uso, a umidade dos géis foi absorvida utilizando-se papel de
filtro Whatman n°® 3. Sobre o gel foi colocada uma fita plastica contendo retangulos
equidistantes e vazados, sobre os quais foram aplicadas as amostras. Inicialmente
foi aplicada uma solugdo de corantes (Azul de bromofenol 34mg, Xilenocianol 28mg
e Agua 10mL) em dois retangulos do gel, para indicar a velocidade e o término da
corrida eletroforética.

As amostras a serem testadas foram retiradas do nitrogénio liquido no
momento do uso, descongeladas e homogeneizadas em VORTEX durante alguns

segundos. Aproximadamente 10uL de cada amostra foram retirados e aplicados
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diretamente em cada retangulo da fita. Estas amostras foram absorvidas pelo gel e
quando se encontraram completamente secas, a fita plastica foi retirada. O gel foi
entdo colocado em uma cuba de eletroforese horizontal (LKB modelo 2117)
previamente umedecida com Triton 1% para evitar o colabamento do gel com a
superficie da placa, ligada no sentido polo negativo para o poélo positivo. A
temperatura foi mantida em 10°C por um circulador de agua refrigerada (LKB modelo
2219) e foi aplicada uma diferenca de potencial de 40 volts para o tampéao fosfato e
de 60 volts para o tampao maléico, para permitir a migracdo. Apds o término da
corrida foi feita a revelacdo da atividade enzimatica por meio de uma solugao
contendo os substratos, transportadores e receptores de elétrons, co-fatores e
tampdes, proprios para cada enzima (ANEXO 1). As isoenzimas foram visualizadas
no gel pela presenga de um composto colorido, correspondendo ao receptor de
elétrons na sua forma reduzida.

Os géis foram incubados em estufa (BOD modelo 347), a 37°C até a
revelacdo das bandas. Assim que as bandas apareceram, a revelacdo foi
interrompida adicionando-se sobre os géis acido acético a 5%. Os mesmos foram
lavados nesta mesma solucdo, até que o excesso de corante fosse eliminado,
deixando-os limpos e com as bandas eletroforéticas marcadas. Os géis foram

deixados a temperatura ambiente até a secagem completa para analise posterior.

4.5 ANALISE DOS GEIS

Os eletromorfos (bandas que séo visualizadas no gel) foram numerados de
acordo com a sua mobilidade eletroforética. Aquele que se apresentou mais proximo
do catodo (ponto de aplicagdo das amostras), foi denominado eletromorfo 1, a banda

imediatamente superior como eletromorfo 2 e assim por diante. A partir dos valores
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obtidos, foram construidas tabelas para a comparagdo dos eletromorfos das

amostras em teste com os das amostras de referéncia.

4.6 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA ESTUDOS MOLECULARES

As amostras destinadas aos estudos moleculares foram cultivadas como
descrito no item 4.3.

As células foram centrifugadas a 3.800g, durante 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi desprezado e o sedimento suspenso em solugdo PBS estéril pH
7,2. As células foram lavadas por 3 vezes (3.800g, durante 10 minutos a 4°C) em
solugdo PBS. A massa de células obtida foi estocada em freezer sob temperatura de

—70°C, até o momento do uso.

4.7 EXTRACAO DE DNA

As células dos parasitos estocadas em freezer a —70°C foram descongeladas
e apods o descongelamento, 108 parasitos foram suspensos em 0,1mL de solugao de
lise (SDS1% + NaCl 80mM + EDTA 45mM). Em cada tubo foi adicionado proteinase
K na concentragdo de 50ug/mL e os mesmos foram incubados em banho-maria a
37°C ovemight. Apdés esse periodo foi entdo adicionado igual volume de
fenol/cloroférmio/alcool-isoamilico  (24:24:1); os tubos foram delicadamente
homogeneizados por 10 minutos e centrifugados por 5 minutos a 1.800g. O
sobrenadante foi cuidadosamente coletado e transferido para um novo tubo com
auxilio de pipeta de transferéncia estéril. Esse procedimento foi repetido por mais
uma vez. Apds o que foi acrescentado igual volume de cloroférmio/alcool isoamilico

(24:1). Os tubos foram homogeneizados por 10 minutos e centrifugados a 1.800g
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por 5 minutos. O sobrenadante foi novamente coletado e colocado em um novo
tubo. Foi feita a adicdo de 2 volumes de etanol 95% gelado. Os tubos foram
incubados em gelo, por 10 minutos para precipitagado do DNA. Apds esse periodo, foi
feita centrifugagdo por 10 minutos, em 8.000g a 4°C. O sobrenadante foi descartado
e os tubos invertidos em papel absorvente até a completa evaporagao do etanol. O
DNA foi suspenso em 50 a 200uL de Low TE (10mM Tris, 1mM EDTA; pH 8,0),
dependendo da quantidade obtida, e estocado em geladeira a 4°C até a realizagéo

dos experimentos.

4.8 QUANTIFICACAO DO DNA POR ELETROFORESE EM GEL DE
AGAROSE

A concentracdo do DNA obtido foi determinada por comparacdo com o DNA
do fago A (DNA Quantification Standards, Phage A DNA, Gibco-BRL) nas
concentragdes 15ng/6ulL, 31ng/6uL, 63ng/6uL, 125ng/6uL, 250ng/6uL e 500ng/6uL.

O DNA estocado foi aquecido a 60-65°C por 10 minutos em banho maria e
centrifugado brevemente. Os DNAs das amostras (1ulL), juntamente com os padrdes
utilizados foram submetidos a eletroforese convencional em gel de agarose a 1% em
tampao TBE 1X (90mM Tris-borato; 2mM EDTA, pH 8,0), contendo 1% de brometo
de etideo (10mg/mL) a 60V por 4 horas.

ApOs a corrida eletroforética, as amostras foram visualizadas sob luz
ultravioleta e o gel foi fotografado com maquina Polaroid em transluminador de
ultravioleta (540nm). A concentragdo de DNA foi estimada por comparacgéo visual da
intensidade das bandas de cada amostra com as bandas dos padrdes de
concentracdes conhecidas. A partir desta analise, as amostras foram diluidas em

agua MilliQ autoclavada para uma concentracgéo final de 1ng/uL.
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4.9 AMPLIFICAGCAO ALEATORIA DE DNAS POLIMORFICOS - RAPDs

Para as reacdes de RAPD foi utilizado o KIT Ready-to-go™ RAPD Analysis
Beads (Amersham Pharmacia Biotech, Sweden), composto de reagentes sob a
forma de pérolas liofilizadas, estaveis a temperatura ambiente, que contém uma
polimerase termoestavel (AmpIiTaqT'\’I DNA polimerase e fragmento Stoffel), dNTPs
(0,4mM de cada dNTP), albumina de soro bovino (2,5ug) e tampao (3mM de MgCly,
30mM de KCl e 10mM de Tris, pH 8,3).

Em cada tubo contendo os reagentes sob a forma de pérola foram
adicionados 24uL de agua deionizada estéril e 6,4pmol do iniciador utilizado,
correspondentes a 3uL. Depois de homogeneizada, a mistura foi distribuida
igualmente em trés tubos (9uL) onde foi entdo acrescentado 1uL de DNA (1ng/ulL)
perfazendo um volume final de 10uL para cada amostra.

Os programas de amplificagédo utilizados foram aqueles descritos por Gomes
et al. (1995), os quais consistiram de um passo de desnaturagéo inicial a 95°C por 5
minutos, dois ciclos de um passo de anelamento a 30°C por 2 minutos, extenséo a
72°C por 1 minuto e 30 segundos a 95°C para desnaturagdo, seguida de 33 ciclos
quando a temperatura de anelamento for aumentada para 40°C. No ciclo final, o
passo de extensao foi estendido para 5 minutos. Os iniciadores utilizados para as

reacoes estao listados no QUADRO 4.



MATERIAL E METODOS

68

Iniciador Seqiiéncia NT® G+C Referéncia
A07 5" GAAACGGGTG 3’ 10 60%  WILKERSON et
al. (1993)
BO7 5" GGTGACGCAG ¥ 10 70% RUNCIMAN et al.
(1999)
L15996 5" CTCCACCATTAGCACCCAAAGC 3 22 55%  DIRIENZO et al.
(1991)
M13-40 5GTTTTCCCAGTCACGAC 3 17 52% HU; MESSING
Forward (1982)
M13-40 5" CAGGAAACAGCTATGAC 3 17 47% HU; MESSING
Reverse (1982)
P14 5" ACGACAGGGCTGGTTGCCCA 3 20 65% NIGRO et al.
(1989)
QG1 5'CCATTAGCACCCAAAGC 36 58% GOMES et al.
AGACCTCACCCTGTGGAGC 3 (1995)
AGT11 5 TTGACACCAGACCAACTGGTAATG 3 24 46% YOUNG & DAVIS
(1983)
F-10 5" GGAAGCTTGG 3’ 10 60% HIDE et al. (2001)
R-15 5" GGACAACGAG 3’ 10 60% HIDE et al. (2001)
ILO-872 5" CCCGCCATCT 3’ 10 70% TOLEDO et al.
(2002)
ILO-875 5" GTCCGTGAGC 3’ 10 70% TOLEDO et al.
(2002)

a , ,
Numero de nucleotideos

QUADRUO 4 - Iniciadores aleatérios utilizados nas reagcées de RAPD-PCR.
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4.10 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Os produtos das reagdes de amplificagao foram submetidos a eletroforese em
gel de poliacrilamida (PAGE) a 5%, n&o desnaturante, conforme descrito por
Sambrook et al. (1989). Foi realizada uma corrida de 100 volts por aproximadamente
7 horas, até que o corante xileno-cianol, utilizado como marcador de corrida no gel,
tivesse percorrido 7cm. Apds a eletroforese, os fragmentos amplificados foram
visualizados por coloracdo com nitrato de prata, de acordo com protocolo descrito
por Santos et al. (1993). O gel foi fixado com solugédo contendo 10% de etanol
absoluto e 0,5% de acido acético, a temperatura ambiente, durante 10 minutos. Em
seguida, foi incubado em solugdo contendo 0,17% de nitrato de prata, por 10
minutos, para a coloragdo. Logo apods, foi realizada a revelagdo em solugao
contendo 3% de NaOH (p/v) e 0,3% de formaldeido 37% (v/v). Apds coloragao, os
géis foram fotografados com filme KODAK 35mm 50 ISO/18 DIN, sob luz branca,

com filtro azul e cdmera NIKON FM2.

4.11 PCR ANCORADA A REPETICOES DE SEQUENCIAS SIMPLES
(SSR-PCR)

A amplificacdo de DNA, utilizando repeticoes de sequéncias simples, foi
realizada com dois iniciadores:

- (CA)sRY, que amplifica os segmentos inter-repeticbes CA ancoradas na
por¢cao 3'por uma purina R e uma pirimidina Y quaisquer. Amplifica os segmentos
inter-repeticdes (ZIETKIEWICZ et al., 1994).

- CAA(CT)s, conhecido como “iniciador K7” (WU et al., 1994) ancorado na

extremidade 5’ e que amplifica tanto a regido inter-repeticdes quanto as repeti¢des.
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Os protocolos utilizados foram aqueles descritos por Zietkiewicz et al. (1994)
modificado por Oliveira et al. (1997) para o (CA)sRY e para o CAA(CT)s. Os

iniciadores utilizados estio detalhados no QUADRO 5.

Iniciador Seqiiéncia NT® G+C Referéncia

(CA)RY 5 CACACACACACACACARY 3 18 50% ZIETKIEWICZ et
al. (1994)

CAA(CT)s 5 CAACTCTCTCTCTCT ¥ 15 47% WU et al. (1994)

a , ,
Numero de nucleotideos

QUADRO 5 - Iniciadores utilizados nas reagdes de SSP-PCR.

Para as reagdes de SSR-PCR foi utilizado o KIT Ready-to-go™ RAPD
Analysis Beads (Amersham Pharmacia Biotech, Sweden), composto de reagentes
sob a forma de pérolas liofilizadas, conforme descrito anteriormente.

As reacgdes de amplificagdo foram realizadas segundo Zietkiewicz et al. (1994)
com modificagdes introduzidas por Oliveira et al. (1997). Os programas de
amplificagdo utilizados para os iniciadores (CA)sRY e CAA(CT)s apresentam
pequenas diferencas nos tempos de cada passo e diferenga significativa com

relacdo a temperatura de anelamento e tempo de desnaturagdo (QUADRO 6).

Ciclos de Amplificagao

Iniciador (CA)sRY Iniciador CAA(CT)e
94°C- 30 seg Desnaturagdo 94°C- 3 min
52°C- 45 seg Anelamento 42°C- 45 seg

72°C- 2 min Extensao 72°C- 1 min
94°C- 30 seg 26X Desnaturagdo  ,.y 94°C- 30 seg
52°C- 45 seg Anelamento 42°C- 45 seg
72°C- 7 min Extensao final 72°C- 7 min

QUADRO 6 - Ciclos de amplificagdo dos iniciadores utilizados na técnica SSR-PCR.
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Para visualizagcdo dos fragmentos amplificados, uma aliquota de 4uL do
produto foi adicionada a 6uL de tamp&o de amostra 2X (TBE 5X, azul de bromofenol
0,25%, xilenocianol 0,25% e ficol 400 25%) e aplicados em gel de poliacrilamida a
5%, submetidos a eletroforese até que o corante de corrida tivesse percorrido 7cm.
Os géis foram corados com nitrato de prata e fotografados como descrito

anteriormente.

4.12 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE ESPECIFICA

A amplificacdo de DNA das cepas estudadas foi realizada em termociclador
para PCR — MJ Research Wartertown, Mass USA, utilizando um par de iniciadores
MC1/MC2 (CORTES et al., 2004), especifico para L. infantum (QUADRO 7).

O par de iniciadores foi desenhado a partir do sequenciamento de regides dos

minicirculos de kDNA.

Iniciador Seqiiéncia NT® Referéncia
MC1 5 GTTAGCCGATGGTGGTCTTG ¥ 20 CORTES et al. (2004)
MC2 5" CACCCATTTTTCCGATTTTG & 20 CORTES et al. (2004)

a , ,
Numero de nucleotideos

QUADRO 7 - Iniciadores utilizados nas reagdes de PCR especifica.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas utilizando-se o Kit PuReTaq
Ready to go PCR Beads in a plate (Amersham Biosciences), composto de reagentes
sob a forma de pérolas liofilizadas, estaveis a temperatura ambiente.

Em cada tubo contendo os reagentes sob a forma de pérola foram

adicionados 19uL de agua deionizada estéril e 5pmoles dos iniciadores MC1 e MC2

correspondentes a 2ulL de cada um. Depois de homogeneizado foram
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acrescentados 2ulL de DNA (1ng/uL) perfazendo um volume final de 25 uL para cada
amostra.

O programa de amplificagdo utilizado foi aquele descrito por Cortes et al.
(2004), o qual consistiu de um passo de desnaturagao inicial a 94°C por 2 minutos,
seguido de 30 ciclos com desnaturagédo a 94°C por 20 segundos, anelamento a 60°C
por 20 segundos, extensdo a 72°C por 30 segundos. No ciclo final, o passo de
extensao foi estendido para 5 minutos a 72°C.

Para verificagdo da amplificacdo do fragmento de interesse (447pb), os
produtos das reagbes foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE) a 5%, nao desnaturante, conforme descrito anteriormente. Foi realizada uma
corrida de 100 volts por aproximadamente 5 horas, até que o corante xileno-cianol,
utilizado como marcador de corrida no gel, tivesse percorrido 5cm. Apds a
eletroforese, os fragmentos amplificados foram visualizados pela coloragdo com o
nitrato de prata, conforme descrito anteriormente. Os produtos da PCR foram entao
purificados utilizando-se o Kit de purificacdo Wizard® PCR Preps — DNA purification

System — Promega.

4.13 POLIMORFISMO POR TAMANHO DE FRAGMENTO DE
RESTRICAO - RFLP

Para digestado do fragmento de 447pb do kDNA do parasito, foram utilizadas

as seguintes endonucleases de restricdo: Vspl, Ddel, Hpall, Bglll, Rsal (QUADRO
8). As reacbes foram realizadas em um volume final de 20uL, contendo 2uL do
produto da PCR realizada como descrito no item 4.12, 1uL da enzima (10U) e 4uL

do tampao correspondente, a 37°C por quatro horas, seguindo o protocolo do
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fabricante. Os produtos digeridos foram submetidos a eletroforese em gel de

poliacrilamida a 5%, corado com nitrato de prata.

Enzima Sitio de Reconhecimento
Hpall 5 CICG G3
3G GCIC 5
Ddel 5 CITNA G3
3G ANT C5
Rsal 5 GTIAC 3
3’ CA'TG 5
Vspl 5 AT TA AT 3
3"TA AT TAS5
Bglll 5 AIGATC T3
3T CTAG'A 5

QUADRO 8 — Endonucleases de restricdo que foram utilizadas na PCR-RFLP.

4.14 ANAL}SE DOS RESULTADOS DE RAPD, SSR-PCR E PCR-RFLP E
CONSTRUCAO DOS FENOGRAMAS

Para analisar o padrdo de bandas obtido em cada amostra, fotografias (18 x
24cm) foram analisadas visualmente e os padrdes de bandas inseridos
manualmente no computador. O programa DNA-POP (PENA & NUNES, 1990) foi

usado para calcular a propor¢do de bandas compartilhadas entre as amostras (S).
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Este programa usa como principio basico, a divisdo vertical do gel em niveis
de mobilidade. Um nivel é definido pela presenga de, pelo menos, uma banda em
qualquer uma das canaletas do gel. O gel é analisado do topo ao final e quando uma
banda € encontrada, definindo assim um nivel, o numero da canaleta onde ela se
encontra, bem como o numero de outras canaletas contendo bandas exatamente no
mesmo nivel, é colocado no computador. Depois da inser¢ao dos dados de todas as
bandas, de acordo com o numero da canaleta onde se encontram e o nivel de
mobilidade, o programa calcula a proporcdo de bandas compartilhadas entre n
amostras corridas no mesmo gel. O programa analisa os dados em comparagdes de
pares em n(n-1)/2 fornecendo o numero total de bandas e a propor¢gdo de bandas
compartilhadas entre as amostras, espécies e sub-géneros de Leishmania.

O programa de computador Treecon (VAN DER PEER, 1994) foi utilizado
para a construgdo dos fenogramas. Foi usado o parametro GDxy = 1 (2Nxy/ Nx +
Ny) como medida de distancia genética (NEI & LI, 1979), onde Nxy é o numero de
fragmentos (bandas) compartilhados entre as amostras x e y, Nx € o numero de
fragmentos A na linha x e Ny € o numero de fragmentos na linha y.

As arvores foram construidas pelo Método da Média Aritmética nédo
Ponderada - UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic Averages)
(SNEATH & SOKAL, 1973). Os dados obtidos foram submetidos ao teste de
Bootstrap com 1000 reamostragens. O Bootstrap envolve substituicdo aleatéria de
dados, de forma a criar uma série de conjuntos de dados diferentes, mas mantendo
o mesmo tamanho do conjunto de dados original. Por exemplo, no caso de
fragmentos de restricdo, os calculos da distdncia genética sdo feitos tendo como
base a presenca, ou auséncia, de bandas em cada linha do gel. O padrao de bandas

€ representado no programa por uma matriz onde o numero zero (0) representa



MATERIAL E METODOS 75

auséncia e o numero um (1) presencga. O programa substitui aleatoriamente 0 por 1
(e vice-versa), em qualquer ponto da matriz, de forma a obter 1000 matrizes
diferentes. A partir de cada uma destas matrizes, automaticamente € construida uma
arvore fenética. As arvores obtidas sédo, entdo, comparadas entre si. A significancia
estatistica de um determinado agrupamento é dada pela porcentagem de arvores,
baseadas nos dados reamostrados, contendo aquele agrupamento (FELSENSTEIN,
1985). Apenas os valores de Bootstrap acima de 70% foram considerados
significativos (HILLIS & HUELSENBECK, 1992).

Os fenogramas sao muito utilizados para exprimir graficamente as correlagdes
de distadncia genética entre as amostras. Eles representam o grau de
similaridade/diversidade genética entre amostras de uma espécie ou entre espécies,
independentemente da histéria evolutiva do taxon que esta sendo comparado. Séo
dados gerados a partir da analise da matriz de diferenga genética, usando um dos
varios metodos de agrupamento, como por exemplo, o UPGMA (método de

agrupamento ao pares utilizando médias aritméticas).

4.15 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

A comparacgao entre as medianas do numero de bandas compartilhadas e a
proporcdo de bandas compartilhadas foi feita através do Teste de Kruskal-Wallis
para a técnica de RAPD-PCR e Teste de Mann Whitney para a técnica de SSR-
PCR, calculando-se a diferengca minima significativa entre todos os grupos e

iniciadores.
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4.16 REACAO DE LSSP-PCR

Os DNAs obtidos de cada amostra foram submetidos a duas amplificacbes
por PCR. A primeira amplificagdo foi direcionada a obten¢cdo de um fragmento de
447pb da regidao variavel do kDNA de L. infantum utilizando-se os iniciadores
especificos MC1 e MC2 (QUADRO 9), segundo descrigdo feita anteriormente. Foi
utilizado o Kit PuReTaq Ready to go PCR Beads in a plate (Amersham Biosciences)
que contém os reagentes sob a forma de pérolas liofilizadas. Em cada tubo
contendo os reagentes sob a forma de pérola foram adicionados 19uL de agua
deionizada estéril e 5pmoles de cada iniciador MC1 e MC2 correspondentes a 2uL
de cada um. Depois de homogeneizado, foram acrescentados 2uL de DNA (1ng/ulL)
perfazendo um volume final de 25uL para cada amostra.

O programa de amplificagéo utilizado foi o descrito por Cortes et al. (2004), os
quais consistiram de um passo de desnaturagdo inicial a 94°C por 2 minutos,
seguido de 30 ciclos com desnaturagédo a 94°C por 20 segundos, anelamento a 60°C
por 20 segundos, extensdo a 72°C por 30 segundos. No ciclo final, o passo de
extensao foi estendido para 10 minutos a 72°C.

Os produtos das reagdes de amplificagao foram submetidos a eletroforese em
gel de poliacrilamida (PAGE) a 5%, nado desnaturante, conforme descrito
anteriormente. Foi realizada uma corrida de 100 volts por aproximadamente 5 horas,
até que o corante xileno-cianol, utilizado como marcador de corrida no gel, tivesse
percorrido 5cm. Apds a eletroforese, os fragmentos amplificados foram visualizados
pela coloragdo com o nitrato de prata, conforme descri¢gao anterior.

Os produtos amplificados foram entdo purificados utilizando-se o kit de

purificacdo Wizard® PCR Preps — DNA purification System (Promega) e submetidos
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a técnica de LSSP-PCR em uma segunda etapa, utilizando-se apenas o iniciador
MC1.

A reacao de LSSP-PCR foi realizada em volume final de 10uL contendo
50mM de dNTPs, 1,0mM de MgCl,, tamp&o de reacdo 1X (100mM Tris HCI pH 9,0;
500mM, KCI; 1% Triton X-100) da Tag DNA Polimerase; 1,6U de Tag DNA
Polimerase, 48pmoles do iniciador MC1 e 1uL do produto amplificado na primeira
reacdo. A mistura foi coberta com o6leo mineral estéril e entdo submetida a um
programa de amplificagdo constituido por 40 ciclos de anelamento a 30°C por 1
minuto, de extensdo a 72°C por 1 minuto e de desnaturagio a 94°C por 1 minuto,
precedidos por um passo de desnaturacgéo inicial a 94°C por 5 minutos. Apds os 40
ciclos seguiu-se um passo de 30°C por 1 minuto e o passo de extens3o foi estendido
para 5 minutos a 72°C. Como controle negativo da reagdo de PCR foi utilizado o
branco do MIX, o qual consiste em uma mistura de todos os componentes da reacao
(dNTP’s, ion Mg, iniciadores e Taqg DNA polimerase) sem adicdo de qualquer
amostra de DNA.

Os produtos de LSSP-PCR foram visualizados em gel de poliacrilamida a 5%
corado pela prata, conforme descricdo anterior.

ApoOs eletroforese os géis foram cuidadosamente analisados para
determinacdo dos principais fragmentos constituintes dos perfis de LSSP-PCR. Para
isso os geéis foram fotografados e as fotografias analisadas por inspecgéo visual,
sendo os fragmentos de DNA constituintes de cada perfil e apresentando maior
intensidade, manualmente selecionados e considerados como as bandas principais
de cada perfil. O tamanho, em pares de base, dos fragmentos de DNA constituintes
dos perfis de LSSP-PCR foram calculados em comparacdo ao padrdo de peso

molecular (1Kb Ladder, Promega) utilizando-se o programa Lablmage, version. 2.70
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(Copyright 1999-2004, Gmbh, Kapelan). Os pesos moleculares desses fragmentos,
foram utilizados na composi¢ao dos perfis de LSSP-PCR do kDNA de L. infantum e
L. chagasi, obtidos tanto das cepas de referéncia, quanto daquelas isoladas de
reservatorios caninos e casos humanos. A similaridade entre os perfis foi
determinada pela comparagdo do tamanho (em pares de bases) dos principais

fragmentos de DNA constituintes de cada perfil de LSSP-PCR.

4.17 SEQUENCIAMENTO PARCIAL DO MINICIRCULO DE kDNA

Para as reagdes de sequenciamento, foram escolhidas aleatoriamente 40%
das amostras de cada grupo do estudo (isolados humanos e de reservatorios
caninos do Brasil e de Portugal) totalizando 16 amostras e também as amostras de
referéncia de L. chagasi e L. infantum (PP75 e IPT1). As amostras foram
inicialmente submetidas a amplificagdo em termociclador para PCR — MJ Research
Wartertown, Mass USA, pelos iniciadores MC1 e MC2, como descrito previamente.

Apos a amplificacdo as amostras foram tratadas com as enzimas
Exonuclease | (Exo) e “Shrimp Alkaline Phosphatase” (SAP). Foi adicionado 1,5uL
do mix das duas enzimas para cada 3uL de produto amplificado. As amostras foram
entdo submetidas a um passo de 37° C por 30 minutos e 80° C por 15 minutos para
inativacao da reacao no termociclador.

As reacgdes de sequenciamento foram realizadas segundo método descrito
originalmente por Sanger et al. (1977). As reacdes foram processadas em tubos de
microcentrifuga de 0,2mL com um volume final de 10uL contendo 0,8pmoles do
iniciador MC1 (5" GTTAGCCGATGGTGGTCTTG 3’), 0,3uL do Big Dye Terminator

V3.1 (Cycle Sequencing), 1,77uL do tampao préprio da reagéo, 3-10ng de DNA (de
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acordo com o perfil de amplificagcdo de cada amostra) e agua ultrapura suficiente
para completar o volume de 10uL. As reagdes foram realizadas em um termociclador
(Mastercycler® - Eppendorf) com uma desnaturagdo inicial a 96°C por 1 minuto,
seguido de 30 ciclos com desnaturagéo a 96°C por 15 segundos, anelamento a 50°C
por 15 segundos e extens&o a 60°C por 2 minutos. Apds as reagdes de amplificagao,
os produtos da PCR foram submetidos a precipitacdo com isopropanol a 65%. Apos
a adicao do isopropanol, as amostras foram incubadas em temperatura ambiente por
30 minutos. Em seguida foi feita centrifugacdo a 4.000g durante 25 minutos. Logo
apos esse procedimento o isopropanol foi removido por inversdo do tubo e entao
adicionado 300uL de etanol a 60%. O material foi entado centrifugado por 5 minutos a
4.000g. O etanol foi entdo cuidadosamente removido com o auxilio de uma pipeta e
as amostras foram entdo deixadas em temperatura ambiente até a completa
secagem do DNA. O sedimento foi entdo ressuspendido por agitacdo em vortex com
10ul do tampao de resuspensao contendo 70% de formamida e 1mM de EDTA. O
material foi entdo submetido ao sequenciamento em sequenciador ABI 3130

(Applied Biosystems).

4.18 ANALISE DAS SEQUENCIAS EM BANCO DE DADOS

As sequéncias foram obtidas em forma de cromatograma e as sequéncias
foram analisadas utilizando o programa Sequence Scanner software V1.0 (Applied
Biosystems).

Posteriormente as sequéncias obtidas foram submetidas a analise de
homologia utilizando-se o servidor BLAST 2.0 (“Basic Local Alignment Search Tool”)
(Altschul et al., 1990) do “National Center for Biotechnology Information” (NCBI) da

biblioteca Nacional de Medicina do NIH (“National Institute of Health”), Maryland,
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EUA. A sequéncia obtida foi comparada a sequéncia de kDNA das amostras de
Leishmania armazenadas no banco de dados.
Em seguida foi feito o alinhamento de todas as sequéncias obtidas utilizando-

se o programa CLUSTALW disponivel em (www.ebi.ac.uk/tools/clustalw/index.html).
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RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 ELETROFORESE DE ISOENZIMAS

A analise dos resultados das eletroforeses com 10 sistemas enzimaticos
possibilitou a determinacao dos eletromorfos para cada amostra. Para cada enzima,
as bandas com mobilidade eletroforética idéntica foram consideradas como sendo o
mesmo eletromorfo. Os eletromorfos observados para as amostras estudadas e as
amostras de referéncia estao representados nas tabelas 1 e 2.

Todas as amostras estudadas apresentaram um perfil enzimatico bastante
homogéneo, sendo o padrao eletroforético dos isolados, semelhante ao das duas
amostras de referéncia Leishmania chagasi (MHOM/BR/74/PP75) e Leishmania
infantum (MHOM/TN/1980/IPT1). As amostras que apresentaram um perfil idéntico
aos das amostras de referéncia foram agrupadas em dois grandes grupos: GH
(grupo das amostras de humanos do Brasil e de Portugal) e GC (grupo das amostras
de cades do Brasil e de Portugal). Os resultados obtidos foram convertidos em
diagramas para melhor visualizagdo (FIGURA 1).

Dentre as amostras isoladas no Brasil foram observadas duas variantes
isoenzimaticas: variante A (VA) — amostra RR059, isolada de caso humano e
variante B (VB) — amostra RRO056, isolada de c&o. Estas variantes foram
determinadas pelas enzimas PGM e GPI. Utilizando-se a enzima PGM foi observada
a auséncia de dois eletromorfos (2 e 3) na amostra RR059 e um eletromorfo (3) na
amostra RR066. Com a enzima GPIl a amostra RR066 nao apresentou o eletromorfo

4.



RESULTADOS 83

Com relagao as amostras isoladas de casos humanos e caninos provenientes
de Portugal ndo foi observada nenhuma variagdo com as enzimas estudadas, tanto

entre as amostras, quanto quando comparadas com as amostras de referéncia.
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FIGURA 1 - Diagrama representativo do resultado da eletroforese das enzimas MDH, ACON, IDH,
6PGD, ME, NH, G6PDH, PEPD, GPIl e PGM com as amostras de referéncia, amostras isoladas de
casos humanos do Brasil e de Portugal (GH) e amostras isoladas de caes do Brasil e de Portugal
(GC). As variantes A e B encontram-se representadas pelas iniciais VA (amostra RR059) e VB

(amostra RR066), respectivamente.
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5.2 AMPLIFICACAO ALEATORIA DE DNA POLIMORFICO (RAPD)

Para a execugcao da técnica de RAPD-PCR, as amostras de Leishmania
chagasi e Leishmania infantum foram divididas em dois grupos, de acordo com o
hospedeiro de origem, em isolados de casos humanos (Brasil e Portugal) e isolados
de reservatorios caninos (Brasil e Portugal).

Na otimizagdo das condigdes para realizacdo do RAPD-PCR, a melhor
concentragdo dos iniciadores utilizada foi de 6,4pmol/uL. O programa de PCR
utilizado para as reacdes de amplificagcdo foi aquele descrito por GOMES et al.
(1995).

Quanto a concentragdo de DNA, as amostras foram quantificadas pela
eletroforese em gel de agarose e diluidas para uma concentragédo de 1ng/uL.

Os perfis de RAPD-PCR para todas as amostras, incluindo aquelas de
referéncia, obtidos com os iniciadores P14, BO7, M13R, M13F, L15, F10, ILO875,
ILO872 e R15 geraram perfis polimérficos que apresentaram varias bandas. Outros
trés iniciadores foram testados (A07, QG1 e AGT11) sendo que algumas amostras
nao amplificaram e outras tiveram um padrdo de amplificacdo de dificil analise. Por
esse motivo estes iniciadores n&o foram incluidos no estudo.

Pela analise dos perfis de bandas, foi possivel identificar diferencas pela
presenga ou auséncia de um ou varios fragmentos amplificados. A maioria dos
fragmentos foi compartilhada por todas as amostras de L. chagasi e L. infantum,
isoladas de casos humanos (média de 0,92) e reservatérios caninos (média de 0,93).
A anadlise dos perfis de RAPDs das amostras estudadas mostrou um alto grau de
homogeneidade entre elas, conforme ilustrado com os iniciadores P14 e L15,

(FIGURAS 2A e B, 4A e B), respectivamente.
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A TABELA 3 mostra o numero médio de bandas, o numero médio de bandas
compartilhadas entre todos os pares e a proporgao de bandas compartilhadas entre
todas as amostras, bem como entre as amostras isoladas de casos humanos, do
Brasil e de Portugal, com cada um dos iniciadores utilizados. O numero total de
produtos amplificados entre as amostras isoladas de casos humanos com todos os
iniciadores aleatorios, esta apresentado na TABELA 5.

A TABELA 4 mostra o numero médio de bandas, a média de bandas
compartilhadas e a proporcao de bandas compartilhadas entre as amostras isoladas
de reservatorios caninos, com cada um dos iniciadores utilizados. O numero de
produtos amplificados das amostras de reservatérios caninos, com todos os
iniciadores aleatorios, esta apresentado na TABELA 6.

Como mostra a TABELA 3, para os isolados de casos humanos, do Brasil e
de Portugal, os perfis gerados pelos iniciadores L15 e R15 deram origem a um maior
numero de bandas analisadas (28,3 + 0,9 e 26,0 + 2,7, respectivamente), enquanto
uma maior porcentagem de bandas compartilhadas entre as amostras foi observada
para os iniciadores P14, L15 e ILO875, com 97% e para o iniciador ILO872 com
96% entre as amostras. Por outro lado, os iniciadores M13R e M13F geraram um
menor numero de bandas (14,6 + 5,3 e 14,6 + 3,2, respectivamente), enquanto uma
menor porcentagem de bandas compartilhadas entre as amostras foi gerada pelo
iniciador F10 com 76%.

Ja para os isolados de reservatérios caninos, a TABELA 4 mostra que os
perfis gerados pelos iniciadores P14 e R15 deram origem a um maior numero de
bandas (22,9 + 0,4 e 23,2 + 2,0, respectivamente) enquanto a maior porcentagem de
bandas compartilhadas foi gerada pelos iniciadores P14, BO7 e L15 com 100% de

similaridade. Por outro lado, o iniciador F10 gerou uma menor numero de bandas
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(14,4 + 1,4), como também uma menor porcentagem de bandas compartilhadas
entre as amostras de L. chagasi e L. infantum, de 69%.

Tanto para os isolados de casos humanos, como para os isolados de
reservatorios caninos, o iniciador F10 foi o que gerou o perfil mais polimérfico
(FIGURAS 6A e B), sem contudo representar uma diferenga estatisticamente
significativa (p > 0,05).

Para o calculo dos coeficientes de similaridade e distancia genética foram
utilizados os fragmentos de RAPD-PCR entre 250 e 1000bp. Esse intervalo foi
escolhido baseado na melhor visualizacédo e qualidade de definicdo das bandas.

Os coeficientes de similaridade entre as amostras isoladas de casos
humanos, do Brasil e de Portugal, com base na média dos coeficientes calculados
para cada iniciador utilizado, estdo apresentados na TABELA 5. Ja os coeficientes
de similaridade entre as amostras isoladas de reservatorios caninos estdo
apresentados na TABELA 6.

Nos fenogramas, para cada iniciador utilizado além dos agrupamentos obtidos,
observa-se a escala de distancia genética e os valores de Bootstrap, que indicam o
percentual de suporte calculado pelo teste as relagdes apresentadas (FIGURAS 3, 5
e’).

O fenograma consenso produzido pela analise do agrupamento sobre os perfis
de RAPD-PCR de todas as amostras humanas e de reservatorios caninos, com o0s
iniciadores P14, B07, M13R, M13F, L15, F10, ILO875, ILO872 e R15 utilizados,
estao apresentados na FIGURA 8.

O fenograma consenso (FIGURA 8), utilizando-se todos os iniciadores para a
técnica de RAPD-PCR, construido pelo método da média aritmética ndo ponderada

(UPGMA), pelo programa Treecon, revelou, como para cada iniciador analisado



RESULTADOS 90

individualmente, a presenca de dois grupos distintos relacionados com os
hospedeiros humano e canino com 95% de suporte pelo Bootstrap. As amostras de
referéncia pertencentes ao complexo L. donovani foram agrupadas com 100% de
suporte pelo Bootstrap. Nao foi observada nenhuma correlagdo com a origem

geografica das amostras (Brasil ou Portugal) com nenhum dos iniciadores utilizados.
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FIGURA 2A - Perfis de RAPD-PCR obtidos pela analise do DNA gendmico de amostras de L.
chagasi e L. infantum, isoladas de casos humanos, no Brasil e em Portugal, e das amostras de
referéncia, com o iniciador P14, em gel de poliacrilamida a 5%, corado com nitrato de prata. M=
marcador de peso molecular (Promega 1Kb); CN= controle negativo, sem DNA.
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FIGURA 2B - Perfis de RAPD-PCR obtidos pela anélise do DNA genémico de amostras de L.

chagasi e L. infantum, isoladas de reservatorios caninos, no Brasil e em Portugal, e das amostras de

referéncia, com o iniciador P14, em gel de poliacrilamida a 5%, corado com nitrato de prata. M=

marcador de peso molecular (Promega 1 Kb); CN= controle negativo, sem DNA.
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FIGURA 4A - Perfis de RAPD-PCR obtidos pela analise do DNA gendmico de amostras de L.
chagasi e L. infantum, isoladas de casos humanos, no Brasil e em Portugal, e das amostras de
referéncia, com o iniciador L15, em gel de poliacrilamida a 5%, corado com nitrato de prata. M=

marcador de peso molecular (Promeaa 1 Kb): CN= controle neaativo. sem DNA.
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FIGURA 4B - Perfis de RAPD-PCR obtidos pela analise do DNA genémico de amostras de L.

chagasi e L. infantum, isoladas de reservatorios caninos, no Brasil e em Portugal, e das amostras
de referéncia, com o iniciador L15, em gel de poliacrilamida a 5%, corado com nitrato de prata. M=

marcador de peso molecular (Promeaa 1 Kb): CN= controle neaativo. sem DNA.
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FIGURA 6A - Perfis de RAPD-PCR obtidos pela analise do DNA genémico de amostras de L.
chagasi e L. infantum, isoladas de casos humanos, no Brasil e em Portugal, e das amostras de
referéncia com o iniciador F10, em gel de poliacrilamida a 5%, corado com nitrato de prata. M=

marcador de peso molecular (Promega 1 Kb); CN= controle negativo, sem DNA.

M2903
| 1PT1

IMT262
IMT339
IMT321
IMT322
IMT326
IMT319
1IMT320
BH400
RR065
BH402
|BH401
|RRO69
BH403
RR070
RR061
BH406
RR066

CN

I BrEs (M

PP75
IMT229

{iMT254
1IMT256

FIGURA 6B - Perfis de RAPD-PCR obtidos pela analise do DNA gendmico de amostras de L.

chagasi e L. infantum, isoladas de reservatorios caninos, no Brasil e em Portugal, e das amostras de
referéncia com o iniciador F10, em gel de poliacrilamida a 5%, corado com nitrato de prata. M=

marcador de peso molecular (Promega 1 Kb); CN= controle negativo, sem DNA.
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5.3 SSR-PCR

As FIGURAS 9A e B e 11A e B mostram os perfis de SSR-PCR para todas as
amostras de Leishmania utilizadas com os iniciadores (CA)sRY e CAA(CT)s. Os
resultados da SSR-PCR também mostraram pouca variabilidade genética entre as
amostras de L. chagasi e L. infantum provenientes do Brasil e de Portugal.

TABELA 7 mostra a meédia de bandas obtidas, a média de bandas
compartilhadas e a proporgcdo de bandas compartilhadas entre as amostras,
isoladas de casos humanos do Brasil e de Portugal, com a metodologia de SSR-
PCR.

Os resultados mostraram um perfil de bandas muito homogéneo com a média
de proporcao de bandas compartilhadas de 0,98 para os dois iniciadores utilizados.

A TABELA 8 mostra a média de bandas obtidas, a média de bandas
compartilhadas e a propor¢ao de bandas compartilhadas entre as amostras, isoladas
de reservatorios caninos, do Brasil e de Portugal, com a metodologia de SSR-PCR.

Os resultados obtidos com as amostras isoladas de reservatorios caninos
utilizando o iniciador (CA)sRY mostraram um perfil de bandas mais polimérfico
(média de proporgdo bandas compartilhadas de 0,88) do que com o iniciador
CAA(CT)e (média de proporgao de bandas compartilhadas de 0,99), sem contudo,
representar uma diferenca estatisticamente significante (p>0,05).

O numero total de produtos amplificados das amostras de Leishmania com os
iniciadores (CA)sRY e CAA(CT)s, isoladas de casos humanos e caninos esta
apresentado nas TABELAS 9 e 10, respectivamente.

Para o calculo dos coeficentes de similaridade e distancia genética, a analise foi

limitada, como para o RAPD, a amplicons entre 250 e 1000bp. Os coeficientes de
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similaridade entre as amostras com base na média dos coeficientes calculados para
os dois iniciadores utilizados estdo apresentados nas TABELAS 9 e 10.

As amostras isoladas de casos humanos apresentaram coeficientes de
similaridade variando de 0,54 a 1,00. J& as amostras isoladas de reservatorios
caninos apresentaram coeficientes de similaridade variando de 0,55 a 1,00.

Em geral a topologia dos fenogramas construidos pelo método UPGMA, pelo
programa Treecon, com base nos produtos obtidos com os iniciadores de SSR-PCR,
foi semelhante a do fenograma construido com base nos produtos de RAPD-PCR,
mostrando dois principais clusters que separaram as amostras isoladas de casos
humanos daquelas de reservatorios caninos, com 29% de suporte pelo Bootstrap.
Também como na analise feita com a técnica de RAPD-PCR n&o houve nenhuma
correlagao com a origem geografica das amostras utilizadas (Brasil e Portugal).

Os fenogramas construidos pela analise de agrupamento baseada nos perfis de
SSR-PCR com os iniciadores (CA)sRY e CAA(CT)s com todas as amostras estédo
apresentados nas FIGURAS 10 e 12, respectivamente. O fenograma consenso da
técnica SSR-PCR com os dois iniciadores esta apresentado na FIGURA 13. Neste
fenograma foram mantidos os dois agrupamentos das amostras de humanos e de

cao confirmando o resultado observado com a técnica de RAPD-PCR.
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FIGURA 9A — Perfis de SSP-PCR obtidos pela analise do DNA gendmico de amostras de L.
chagasi e L. infantum, isoladas de casos humanos, no Brasil e em Portugal, e das amostras de
referéncia, com o iniciador (CA)sRY, em gel de poliacrilamida a 5%, corado com nitrato de prata. M=
marcador de peso molecular (Promega 1 Kb); CN= controle negativo, sem DNA.
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FIGURA 9B — Perfis de SSP-PCR obtidos pela analise do DNA gendémico de amostras de L.

chagasi e L. infantum, isoladas de reservatorios caninos, no Brasil e em Portugal, e das amostras de
referéncia, com o iniciador (CA)sRY, em gel de poliacrilamida a 5%, corado com nitrato de prata. M=

marcador de peso molecular (Promega 1 Kb); CN= controle negativo, sem DNA.
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FIGURA 11A — Perfis de SSP-PCR obtidos pela analise do DNA genémico de amostras de L.
chagasi e L. infantum, isoladas de casos humanos, no Brasil e em Portugal, e das amostras de
referéncia, com o iniciador CAA(CT)s , em gel de poliacrilamida a 5%, corado com nitrato de prata. M=
marcador de peso molecular (Promega 1 Kb); CN= controle negativo, sem DNA.
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FIGURA 11B — Perfis de SSP-PCR obtidos pela analise do DNA gendmico de amostras de L.
chagasi e L. infantum, isoladas de reservatorios caninos, no Brasil e em Portugal, e das amostras de
referéncia, com o iniciador CAA(CT)s , em gel de poliacrilamida a 5%, corado com nitrato de prata. M=

marcador de peso molecular (Promega 1 Kb); CN= controle negativo, sem DNA.
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5.4 ANALISE ASSOCIADA DOS RESULTADOS OBTIDOS POR RAPD-
PCR E SSR-PCR

Os dados obtidos com todos os iniciadores utilizados nas técnicas de RAPD-
PCR e SSR-PCR foram combinados para construir um fenograma consenso por
UPGMA, pelo programa Treecon, apresentado na FIGURA 14.

Apesar de minimas diferengas, o fenograma mostrou grande similaridade com
aqueles construidos com base nos produtos de RAPD-PCR (FIGURA 8) e SSR-PCR
(FIGURA 13), revelando a separagéo entre as amostras isoladas de casos humanos

e de reservatorios caninos, com 29% de suporte pelo Bootstrap.
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5.5 POLIMORFISMO POR TAMANHO DE FRAGMENTO DE
RESTRICAO - RFLP

Para realizagdo da técnica de RFLP, as seguintes endonucleases de
restricdo: Bglll, Ddel, Hpall, Rsal e Vspl foram utilizadas para digerir os produtos de
447pb do kDNA do parasito, amplificados de todas as amostras estudadas.

Para caracterizagdo das amostras utilizando-se o perfil de restricido do kDNA
foram consideradas apenas as bandas principais (mais fortes e bem definidas). Para
cada endonuclease foram definidos diferentes perfis de restricdo de acordo com o

numero de bandas observado.

Endonuclease BgI/I1l

Utilizando-se a enzima Bglll foi detectada a presenga de heterogeneidade
genotipica nas amostras de L. chagasi (isoladas de reservatorios caninos), bem
como entre as amostras de L. infantum (isoladas de casos humanos e reservatorios
caninos). Foram observados polimorfismos na regidao de minicirculo do kDNA e dois
perfis de restricdo ou esquizodemas puderam ser distinguidos (FIGURAS 15A e B).
dessa forma, puderam ser definidos como:

TIPO I - Perfil composto de uma banda localizada na altura aproximada de 447pb.
TIPO II - Perfil composto de 2 bandas: uma localizada acima de 234pb e outra
acima de 194pb.

As amostras de referéncia IPT1 e PP75 apresentaram um perfil de restricdo
do Tipo I.

O fenograma construido pela analise de agrupamento baseada nos perfis de
PCR-RFLP com a endonuclease Bgl/ll de todas as amostras do estudo esta

apresentado na FIGURA 16.
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Leishmania chagasi Leishmania infantum
Humanos Cao Humanos Cao
IMT229
BH400 IMT254
BH401 IMT256
TIPO I Todas as BH406 IMT242 IMT262
amostras RR066 IMT245 IMT339
IMT321
IMT322
IMT326
IMT319
IMT 144
RR065 IMT224
TIPO II - BH402 IMT225 IMT320
RR069 IMT226
RRO061 IMT233
BH403 IMT234
RRO070 IMT248
IMT249

QUADRO 9 - Perfis de restricdo observados com a endonuclease Bgll|
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FIGURA 15A - Perfis de PCR-RFLP de kDNA de amostras de L. chagasi e L. infantum, isoladas de
casos humanos, no Brasil e em Portugal, e das amostras de referéncia IPT1 (L. infantum) e PP75 (L.
chagasi), digeridas com a endonuclease Bglll em gel de poliacrilamida a 5%, corado com nitrato de
prata. M= marcador de peso molecular (Promega @#X174). C= Controle da reagao, DNA sem corte.
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FIGURA 15B - Perfis de PCR-RFLP de kDNA de amostras de L. chagasi e L. infantum, isoladas

de reservatérios caninos, no Brasil e em Portugal, e das amostras de referéncia IPT1 (L. infantum)

e PP75 (L. chagasi), digeridas com a endonuclease Bgl/ll em gel de poliacrilamida a 5%, corado
com nitrato de prata. M= marcador de peso molecular (Promega ¥X174). C= Controle da reagao,
DNA sem corte.



RESULTADOS 117

IMTcao3
IMTcao4
IMTcaol
IMTcao2
IMT229
IMT254
IMT256
IMT262
RRO65
BH402
IMT242
IMT245
RR0O69
RRO61
BH406
RRO66
7% BH46
RRO71
IPT1
PP75
IMTcao5
IMTcao6
RR0O59
RR0O50
RRO72
RRO55
RRO54
RR0O53
RR0O57
RRO58

BH403
100%| RRrO70
BH400
BH401
Q7o IMT225
IMT226
IMT144

IMT224
37 IMT233
IMT234
TMT248
IMT249

FIGURA 16 - Fenograma das cepas de L. chagasi e L. infantum, isoladas de casos humanos (em
azul) e reservatorios caninos (em vermelho), construido pelo método de UPGMA do Treecon for
Windows, com base nos dados gerados pela técnica de PCR-RFLP com a endonuclease de restri¢ao
Bglll. Os numeros nos bragos indicam as porcentagens de 1000 reamostragens pelo teste de

Bootstrap.
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Endonuclease Ddel

Utilizando-se a enzima Ddel foi detectada a presenga de heterogeneidade
genotipica nas amostras de L. chagasi e L. infantum (isoladas de casos humanos).
Foram observados polimorfismos na regido de minicirculo do kDNA e trés perfis de

restricdo ou esquizodemas puderam ser distinguidos. (FIGURAS 17A e B).

TIPO I - Perfil com banda de melhor resolugdo localizada localizada acima de
310pb.

TIPO II - Perfil simples apresentando uma Unica banda localizada
aproximadamente em 447pb.

TIPO III- Perfil composto de 2 bandas: uma localizada acima de 310pb e outra

um pouco acima de 194pb.

As amostras de referéncia IPT1 e PP75 apresentaram um perfil de restricdo do Tipo
l.

O fenograma construido pela analise de agrupamento baseada nos perfis de
PCR-RFLP com a endonuclease Ddel de todas as amostras do estudo esta

apresentado na FIGURA 18.
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Leishmania chagasi

Leishmania infantum

Humanos Cao Humanos Cao
RRO71
TIPO I RR050 - IMT242 Todas as
RR058 IMT245 amostras
IMT 144
IMT224
Todas as IMT225
TIPO II - amostras IMT226 -
IMT233
IMT234
IMT248
IMT249
BH46
RR072
TIPO III RR055 - - -
RR059
RR054
RR053
RRO057

QUADRO 10 - Perfis de restricado observados com a endonuclease Ddel
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RR072
RR055
RR059
RR050
RR054
RR053
RR057
RR058
IMT144
IMT224
IMT225
IMT226
IMT233
IMT234
IMT242
IMT245
IMT248
IMT249

FIGURA 17A - Perfis de PCR-RFLP de kDNA de amostras de L. chagasi e L. infantum,
isoladas de casos humanos, no Brasil e em Portugal, e das amostras de referéncia IPT1 (L.
infantum) e PP75 (L. chagasi), digeridas com a endonuclease Ddel em gel de poliacrilamida a 5%,
corado com nitrato de prata. M= marcador de peso molecular (Promega @#X174). CN= Controle

negativo, sem corte.

IPT1
PP75
IMT229

liMT256
IMT262
IMT339
IMT321
IMT322
IMT326
IMT319
IMT320
BH400
RR065
BH402
BH401
RR069
BH403
RR070
RR061
BH406
RR066

FIGURA 17B - Perfis de PCR-RFLP de kDNA de amostras de L. chagasi e L. infantum, isoladas

de reservatodrios caninos, no Brasil e em Portugal, e das amostras de referéncia IPT1 (L. infantum)
e PP75 (L. chagasi), digeridas com a endonuclease Ddel em gel de poliacrilamida a 5%, corado
com nitrato de prata. M= marcador de peso molecular (Promega ¥X174). CN= Controle negativo,

sem corte.
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69%,

96"

121

IMTcao4
IMTcao2
IMT262
IMT242
IMT245
IMT254
IMT256
IMT229
BH46
RR071
IPT1
PP75
IMTcao5
IMTcao6b
RR059
RR050
RR072
RRO055
RR054
RR053
RR0O57
RRO058

IMTcaol
IMTcao3

BH402
BH401
BH400
RR0O65
IMT233
IMT234
IMT248
IMT249
RR0O70
RRO61
RR069
BH403
BH406
RR066
IMT144
IMT225
IMT226
IMT224

FIGURA 18 - Fenograma das cepas de L. chagasi e L. infantum, isoladas de casos humanos (em

azul) e reservatérios caninos (em vermelho), construido pelo método de UPGMA do Treecon for

Windows, com base nos dados gerados pela técnica de PCR-RFLP com a endonuclease de restricao

Ddel. Os numeros nos bragos indicam as porcentagens de 1000 reamostragens pelo teste de

Bootstrap.
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Endonuclease Hpall

Quando utilizada a enzima Hpall foi detectada a presenca de homogeneidade
genotipica em todas as amostras isoladas no Brasil e em Portugal. Com esta
endonuclease n&o foram observados polimorfismos na regido de minicirculo do
kDNA e um unico perfil de restricdo ou esquizodema foi observado, indicando que as
amostras ndo foram cortadas com essa endonuclease (FIGURAS 19A e B).

TIPO I - Perfil apresentando uma uUnica banda na altura de aproximadamente
447pb.

As amostras de referéncia IPT1 e PP75 apresentaram o perfil de restricdo do
Tipo I.

O fenograma construido pela analise de agrupamento baseada nos perfis de
PCR-RFLP com a endonuclease Hpall de todas as amostras do estudo esta

apresentado na FIGURA 20.
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Leishmania chagasi Leishmania infantum
Humanos Cao Humanos Cao
TIPO I Todas as Todas as Todas as Todas as
amostras amostras amostras amostras

QUADRO 11 - Perfis de restricao observados com a endonuclease Hpall
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FIGURA 19A - Perfis de PCR-RFLP de kDNA de amostras de L. chagasi e L. infantum, isoladas
de casos humanos, no Brasil e em Portugal, e das amostras de referéncia IPT1 (L. infantum) e
PP75 (L. chagasi), digeridas com a endonuclease Hpall em gel de poliacrilamida a 5%, corado
com nitrato de prata. M= marcador de peso molecular (Promega @X174). CN= Controle negativo,
sem corte.
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FIGURA 19B - Perfis de PCR-RFLP de kDNA de amostras de L. chagasi e L. infantum, isoladas
de reservatérios caninos, no Brasil e em Portugal, e das amostras de referéncia IPT1 (L. infantum)
e PP75 (L. chagasi), digeridas com a endonuclease Hpall em gel de poliacrilamida a 5%, corado
com nitrato de prata. M= marcador de peso molecular (Promega ¥3X174). CN= Controle negativo,

sem corte.
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IMTcao4
IMTcao2
IMT262
IMT242
IMT245
IMT254
IMT256
IMT229
BH46
RRO071
IPT1
PP75
IMTcao5
IMTcao6b
RR059
RRO050
RR072
RR055
RR054
RR053
RR057
RR058
IMTcaol
IMTcao3
BH402
BH401
BH400
RR065
IMT233
IMT234
IMT248
IMT249
RR070
RR061
RR069
BH403
BH406
RR066
IMT144
IMT225
IMT226
IMT224

FIGURA 20 - Fenograma das cepas de L. chagasi e L. infantum, isoladas de casos humanos (em
azul) e reservatorios caninos (em vermelho), construido pelo método de UPGMA do Treecon for
Windows, com base nos dados gerados pela técnica de PCR-RFLP com a endonuclease de restricao

Hpall. As amostras de referéncia estdo na cor preta.
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Endonuclease Rsal

Para a enzima Rsal foi detectada a presencga de heterogeneidade genotipica
nas amostras de L. chagasi (isoladas de casos humanos). Foram observados
polimorfismos na regido de minicirculo do kDNA e dois perfis de restricdo ou
esquizodemas puderam ser distinguidos (FIGURAS 21A e B).

TIPO I - Perfil apresentando duas bandas proximas localizadas entre 310pb e
194pb.
TIPO II - Perfil apresentando trés bandas entre 310 e 194pb.

As amostras de referéncia IPT1 e PP75 apresentaram o perfil de restricdo
Tipo I.

O fenograma construido pela analise de agrupamento baseada nos perfis de
PCR-RFLP com a endonuclease Rsal de todas as amostras do estudo esta

apresentado na FIGURA 22.
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Leishmania chagasi Leishmania infantum

Humanos Cao Humanos Cao

BH46
RRO71 Todas as Todas as Todas as
RR050 amostras amostras amostras
RRO057
RR058

TIPO I

RR072
TIPO II RR055 - - -
RR059
RR054
RR053

QUADRO 12 - Perfis de restrigdo observados com a endonuclease Rsal.
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FIGURA 21A - Perfis de PCR-RFLP de kDNA de amostras de L. chagasi e L. infantum, isoladas
de casos humanos, no Brasil e em Portugal, e das amostras de referéncia IPT1 (L. infantum) e PP75
(L. chagasi), digeridas com a endonuclease Rsal em gel de poliacrilamida a 5%, corado com nitrato

de prata. M= marcador de peso molecular (Promega @¥X174). CN= Controle negativo, sem corte.
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FIGURA 21B - Perfis de PCR-RFLP de kDNA de amostras de L. chagasi e L. infantum, isoladas
de reservatorios caninos, no Brasil e em Portugal, e das amostras de referéncia IPT1 (L. infantum) e
PP75 (L. chagasi), digeridas com a endonuclease Rsal em gel de poliacrilamida a 5%, corado com
nitrato de prata. M= marcador de peso molecular (Promega @X174). CN= Controle negativo, sem

corte.
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0.2 0.1

6%

6%

IMTcao4
IMTcao2
IMT262
IMT242
IMT245
IMT254
IMT256
IMT229
BH46
RR071
IPT1
PP75
IMTcao5
IMTcao6
RRO055
RR054
RRO053
RR0O57
RRO058
IMTcaol
IMTcao3
BH402
BH400
RR065
IMT233
IMT234
IMT248
IMT249
RR070
RRO61
RR069
BH403
BH406
RR066
IMT144
IMT225
IMT226
IMT224

RR0O72
RR059
RRO50
BH401

12

FIGURA 22 - Fenograma das cepas de L. chagasi e L. infantum, isoladas de casos humanos (em

azul) e reservatorios caninos (em vermelho), construido pelo método de UPGMA do Treecon for

Windows, com base nos dados gerados pela técnica de PCR-RFLP com a endonuclease de restricao

Rsal. Os numeros nos bragos indicam as porcentagens de 1000 reamostragens pelo teste de

Bootstrap.
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Endonuclease Vspl

Utilizando-se a enzima Vspl foi detectada a presenga de heterogeneidade
genotipica nas amostras de L. chagasi (isoladas reservatérios caninos) e L. infantum
(isoladas de casos humanos). Foram observados polimorfismos na regido de
minicirculo do KDNA e dois perfis de restricdo ou esquizodemas puderam ser
distinguidos (FIGURAS 23A e B).

TIPO I - Perfil apresentando duas bandas proximas localizadas abaixo de 194pb.

TIPO II - Perfil apresentando trés bandas proximas localizadas abaixo de 234pb.

As amostras de referéncia IPT1 e PP75 apresentaram o perfil de restricdo do
Tipo I.

O fenograma construido pela analise de agrupamento baseada nos perfis de
PCR-RFLP com a endonuclease Vspl de todas as amostras do estudo esta
apresentado na FIGURA 24.

O fenograma consenso construido pela analise de agrupamento baseada nos
perfis de PCR-RFLP com todas as endonucleases (Bglll, Ddel, Hpall, Rsal e Vspl)

com todas as amostras do estudo esta apresentado na FIGURA 25.
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Leishmania chagasi Leishmania infantum
Humanos Cao Humanos Cao
BH400
RR065
TIPO I BH402 IMT 144
Todas as RR069 IMT224 -
amostras RR0O70 IMT226
BH406 IMT249
RRO066
BH401
IMT225
TIPO II IMT233
- BH403 IMT234 Todas as
RR061 IMT245 amostras
IMT242
IMT248

QUADRO 13 - Perfis de restricao observados com a endonuclease Vspl.
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1357 -
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234 -
194 -
FIGURA 23A - Perfis de PCR-RFLP de kDNA de amostras de L. chagasi e L. infantum, isoladas
de casos humanos, no Brasil e em Portugal, e das amostras de referéncia IPT1 (L. infantum) e
PP75 (L. chagasi), digeridas com a endonuclease Vspl em gel de poliacrilamida a 5%, corado com
nitrato de prata. M= marcador de peso molecular (Promega @X174). CN= Controle negativo, sem
corte.
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FIGURA 23B - Perfis de PCR-RFLP de kDNA de amostras de L. chagasi e L. infantum, isoladas
de reservatoérios caninos, no Brasil e em Portugal, e das amostras de referéncia IPT1 (L. infantum) e
PP75 (L. chagasi), digeridas com a endonuclease Vspl em gel de poliacrilamida a 5%, corado com
nitrato de prata. M= marcador de peso molecular (Promega @#X174). CN= Controle negativo, sem

corte.
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47"
60"
47"
47"
47"

RR066
IMT229
RR061
BH406
BH401
RR069
BH403
RR070
RRO0O58
IMT234
IMTcao6
IMTcao4
IMTcao2
IMT262
IMT248
BH400
RR065
BH402
IMTcaol
IMTcao3
IMT254
IMT256
IMT226
IMT233
IMT245
IMT224
IMT144
IMTcao5

IMT226
IMT233
IMT245
IMT144
IMT224
IPT1
PP75
IMT?249
RRO57
IMT242
RR072
RRO055
BH46
RR0O71
RR059
RRO50

RR054
RR053

FIGURA 24 - Fenograma das cepas de L. chagasi e L. infantum, isoladas de casos humanos (em

azul) e reservatérios caninos (em vermelho), construido pelo método de UPGMA do Treecon for

Windows, com base nos dados gerados pela técnica de PCR-RFLP com a endonuclease de restricao

Vspl. Os numeros nos bragos indicam as porcentagens de 1000 reamostragens pelo teste de

Bootstrap.
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0.3 0.2 0.1

RR058
IMT229
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FIGURA 25 - Fenograma consenso das cepas de L. chagasi e L. infantum, isoladas de casos

humanos (em azul) e reservatérios caninos (em vermelho), construido pelo método de UPGMA do
Treecon for Windows, com base nos dados gerados pelas técnicas de PCR-RFLP com as
endonucleases (Bglll, Ddel, Hpall, Rsal e Vspl) Os niumeros nos bracos indicam as porcentagens de

1000 reamostragens pelo teste de Bootstrap.
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Para melhor visualizacao dos resultados obtidos com as endonucleases de restri¢ao,
os dados foram agrupados em um uUnico quadro para as amostras de casos
humanos (QUADRO 14) e reservatérios caninos (QUADRO 15). Cada perfil
observado foi denominado por uma letra para cada endonuclease: Bglll (A), Ddel

(B), Hpall (C), Rsal (D) e Vspl (E).
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Leishmania chagasi

Leishmania infantum

AMOSTRAS Bgli Ddel Hpall Rsal Vspl
IPT1 A1 B1 C1 D1 E1
PP75 A1 B1 C1 D1 E1
BH46 A1 B3 C1 D1 E1

RRO072 A1 B3 C1 D2 E1
RR055 A1 B3 C1 D2 E1
RR059 A1 B3 C1 D2 E1
RRO71 A1 B1 C1 D1 E1
RRO050 A1 B1 C1 D1 E1
RR053 A1 B3 C1 D2 E1
RR058 A1 B1 C1 D1 E1
RRO057 A1 B3 C1 D1 E1
RR054 A1 B3 C1 D2 E1
IMT245 A1 B1 C1 D1 E2
IMT144 A2 B2 C1 D1 E1
IMT242 A1 B1 C1 D1 E2
IMT248 A2 B2 C1 D1 E2
IMT249 A2 B2 C1 D1 E1
IMT224 A2 B2 C1 D1 E1
IMT226 A2 B2 C1 D1 E1
IMT234 A2 B2 C1 D1 E2
IMT233 A2 B2 C1 D1 E2
IMT225 A2 B2 C1 D1 E2

QUADRO 14 — Perfis de restricdo obtidos com as diferentes endonucleases para
todas as amostras isoladas de casos humanos, do Brasil e de Portugal.
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AMOSTRAS| Byl Ddel Hpall Rsal Vspl

PT1 A B1 C1 D1 E1

PP75 Al B C1 D1 ET

RRO70 Al B2 C1 D1 E1

_ RRO65 A2 B2 C1 D1 E1
S [ BH4o1 Al B2 C1 D1 ET
= RRO61 A2 B2 C1 D1 E2
3 RRO69 A2 B2 C1 D1 E1
S BH402 A2 B2 C1 D1 ET
2 BH403 Al B2 C1 D1 E2
= BH400 Al B2 C1 D1 E1
BH406 AT B2 C1 D1 ET

RRO66 Al B2 C1 D1 E1

Mt319 | A1 | B | o1 ] b1 | 2 |

IMT320 A2 B C1 D1 E2

5 [ iviTesa Al B1 ci D1 E2
§ IMT256 AT B C1 D2 E2
S [ MT262 Al B C1 D1 E2
5 [ vmaz Al B C1 D1 E2
S [z A B1 C1 D1 E2
S vtz AT B C1 D1 E2
IMT339 Al B C1 D1 E2

IMT326 Al B C1 D1 E2

QUADRO 15— Perfis de restricdo obtidos com as diferentes endonucleases para
todas as amostras isoladas de reservatorios caninos, do Brasil e de Portugal.
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A analise dos resultados gerados pela técnica de RFLP-PCR nao mostrou
separagao das amostras seja por hospedeiro ou origem geografica, diferindo dos
dados obtidos com as técnicas de RAPD e SSR-PCR, embora tenha evidenciado
polimorfismos, que podem ser observados em algumas amostras, quando utilizadas
as enzimas Bgll, Ddel, Rsal e Vspl.

Além dos resultados obtidos a partir dos produtos amplificados com os
iniciadores MC1 e MC2 apresentados anteriormente, foi realizada a amplificacéo de
todas as amostras com os iniciadores LV1 e LV2 e posterior digestdo dos
fragmentos obtidos com as mesmas enzimas de restricdo usadas. Nao foram
observados fragmentos de DNA, indicando que possivelmente a regiao amplificada
pelos iniciadores LV1 e LV2 nao apresentava sitio de reconhecimento para as

enzimas escolhidas (Resultados ndo mostrados).
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5.6 LOW - STRINGENCY SINGLE SPECIFIC PRIMER PCR - LSSP-
PCR

Na fase inicial deste estudo, foi procurado identificar o iniciador que fosse
capaz de gerar um perfil de bandas constituido por multiplos fragmentos, a partir da
analise do fragmento de 447pb do minicirculo do KDNA de L. chagasi e L. infantum,
previamente amplificados pelos iniciadores especificos MC1 e MC2. Dentre os dois
iniciadores testados, apenas o iniciador MC1 foi capaz de gerar um perfil de bandas
informativo.

A FIGURA 26 representa os perfis de bandas obtidos pela técnica de LSSP-
PCR, utilizando-se o iniciador MC1 para analise do fragmento de 447pb, obtido a
partir da amplificagao especifica de DNA extraidos das amostras de L. chagasi e L.
infantum isoladas de casos humanos e mantidas em cultura. Perfis complexos e
constituidos por multiplas bandas, denominados de “assinaturas de kDNA”, foram
obtidos para a maioria das amostras analisadas.

O QUADRO 19, apresenta o tamanho molecular dos principais fragmentos
constituintes dos perfis de LSSP-PCR, correspondentes a analise dos fragmentos de
KDNA de L. chagasi e L. infantum amplificados a partir de amostras de DNA
gendmico de amostras isoladas de casos humanos. Esses valores foram calculados
pela utilizagdo do software Lablmage, tomando-se como referéncia os fragmentos
constituintes do Padr&o de Peso Molecular 1Kb Ladder (Promega).

De acordo com o compartiihamento de bandas de mesmo peso molecular,
dez perfis de KDNA (I a X) foram obtidos pela analise de LSSP-PCR do fragmento de
kDNA amplificado das amostras de Leishmania sp., que foram isoladas de casos
humanos (FIGURA 26 e QUADRO 16). A maioria das amostras de L. chagasi e L.

infantum analisadas, apresentaram padroes de kDNA que possibilitaram sua
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distribuicdo dentro dos perfis de | a VI, excecgéao feita a amostra de referéncia IPT1,
as amostras BH46 e RR071 (isoladas de pacientes brasileiros) e a amostras IMT248
(isolada de um paciente de Portugal), que por apresentarem padrées unicos de
bandeamento do kDNA, foram classificadas como perfis isolados de LSSP-PCR (VII,
VIII, IX e X), respectivamente. Ressalta-se que os perfis de | a Ill foram compostos
por padrdes obtidos tanto de amostras de L. chagasi e L. infantum isoladas do
Brasil, quanto daquelas isoladas de Portugal, enquanto que os perfis IV e VI, foram
exclusivamente compostos por amostras de pacientes isolados do Brasil e de
Portugal, respectivamente.

Observa-se que as “assinaturas de kKDNA” de Leishmania sp. obtidas de
amostras isoladas de humanos, possuiram em sua maioria de 7 a 12 fragmentos,
com excegao do perfil VI constituido por apenas duas bandas fortes (548 e 615pb).
Destaca-se também que alguns fragmentos de DNA estavam presentes em
diferentes perfis, como, por exemplo, os de 116, 126, 135, 156, 191, 236, 255, 341,

348, 364, 400, 430, 560 e 591pb.
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FIGURA 26 - Gel representativo dos Perfis de LSSP-PCR obtidos pela anélise do fragmento de 447 pb
da regiao do kDNA de L. chagasi e L. infantum amplificado a partir de amostras de DNA genémico de
cepas isoladas de pacientes humanos. Canaletas 2 a 6, amostras RR072, RR050, IMT144, IMT233,
IMT242; canaletas 7 a 9, amostras RR054, RR053, IMT224; canaletas 10 a 13, RR057, RR058, IMT226,
IMT245; canaletas 14 a 15, RR055, RR059; canaletas 16 a 17, PP75, IMT225; canaletas 18 a 19,
IMT234, IMT249; canaleta 20, IPT1; canaleta 21, BH46; canaleta 22, RR071; canaleta 23, IMT248.
Canaleta 24, controle negativo da reagdo de LSSP-PCR; canaletas 1 e 25, Padrdo de Peso Molecular
1Kb DNA Ladder (Promega), com os principais fragmentos de 250, 253, 294, 471, 486, 680, 709, 883,
925, 969, 1169, 1688, 2095 e 2249 pares de base (pb).
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Perfis
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283 X

273 X X

268 X

259 X X

255 X X

244 X

236 X X X

225 X

205 X

191 X X

184 X

168 X

156 X X X

140 X

135 X X X X

126 X X X

116 X X X

QUADRO 16 - Estabelecimento dos perfis de LSSP-PCR do kDNA de cepas de
Leishmania isoladas de pacientes humanos de acordo com o tamanho das bandas
principais.

A FIGURA 27 representa os perfis de banda obtidos pela técnica de LSSP-
PCR, utilizando-se o iniciador MC1 para analise dos fragmentos moldes de 447pb
obtidos a partir da amplificacado especifica de amostras de DNA extraidas das cepas
de L. chagasi e L. infantum, isoladas de reservatorios caninos e mantidas em cultura.
Em comparagdo aos resultados apresentados na figura anterior, perfis menos
complexos e constituidos por um numero menor de bandas, foram obtidos pela

analise do kDNA de cepas de Leishmania sp. isoladas de caes.
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O QUADRO 17 apresenta o tamanho molecular dos principais fragmentos
constituintes dos perfis de LSSP-PCR, correspondentes a analise do fragmento de
kKDNA de L. chagasi e L. infantum, amplificados a partir de amostras de DNA
gendmico de cepas isoladas de caes. Esses valores foram calculados pela utilizagao
do software Lablmage, tomando-se como referéncia os fragmentos constituintes do
Padrao de Peso Molecular 1Kb Ladder (Promega).

Sete perfis de kDNA (I a VII) foram obtidos pela andlise de LSSP-PCR do
fragmento de kDNA amplificado das amostras de Leishmania sp., que foram isoladas
de reservatorios caninos (FIGURA 27 e QUADRO 20). Os padrées de LSSP-PCR
apresentados por essas amostras permitiram sua distribuicdo dentro dos perfis de | a
V, com excecado das amostras IMT322 e BH403, que por apresentarem padroes
unicos de bandeamento do kDNA, foram classificadas como perfis isolados de
LSSP-PCR (VI e VII), respectivamente. Destaca-se que todos os perfis de KDNA (I a
V) foram compostos por padrdes obtidos tanto de amostras isoladas no Brasil,
quanto daquelas isoladas em Portugal.

Observou-se ainda, que as “assinaturas de kDNA” de Leishmania sp. obtidas
de amostras isoladas de reservatorios caninos, possuiram em sua maioria de 4 a 7
fragmentos, com excegéo do perfil VII, constituido por 11 fragmentos, e do perfil VI,
constituido por trés bandas fortes (130, 183 e 526pb). Destaca-se também que
alguns fragmentos de DNA estavam presentes em diferentes perfis, como, por

exemplo, os de 130, 242, 250, 255, 297, 330, e 535pb.



RESULTADOS 14

Perfis

Bandas
pb | ! [} v \" Vi Vi
658 X
612 X
558 X
535 X X X
530 X
526 X
509 X
496 X
420 X
396 X
375 X
366 X
362 X
355 X
339 X
330 X X X
300 X
297 X X
273 X
255 X X
250 X X
242 X X
223 X
219 X
183 X
130 X X X X X X X

QUADRO 17 — Estabelecimento dos perfis de LSSP-PCR do kDNA de cepas de
Leishmania isoladas de pacientes humanos de acordo com o tamanho das bandas
principais.
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5.7 Sequenciamento parcial do minicirculo de kDNA

A FIGURA 28 mostra o alinhamento realizado com o programa Clustalw do
sequenciamento parcial do minicirculo do KDNA das amostras selecionadas. As
bases marcadas em amarelo indicam pontos de polimorfismos entre os isolados, que
estdo relacionados ao hospedeiro e origem geografica. As bases marcadas em
vermelho evidenciam polimorfismos que sao distintos entre as amostras isoladas no

Brasil e em Portugal.
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6 DISCUSSAO

As leishmanioses compreendem uma das dez endemias mundiais prioritarias
da Organizagcdo Mundial de Saude (OMS), estando entre as doengas mais
negligenciadas pelo setor privado, sobretudo pela industria farmacéutica, pela
expectativa de baixo retorno financeiro, por serem as mesmas, doencas de paises
pobres e em desenvolvimento. Encontram-se amplamente distribuidas em quatro
continentes, mostrando um aumento de incidéncia. Atualmente séo consideradas um
problema de Saude Publica, com alguns estudos demonstrando a reativagdo de
varios focos antigos e o aparecimento de novas situagdes epidémicas, aliadas a uma
subestimativa da severidade destas infeccbes e de seu impacto sécio-econdbmico
(BANULS et al., 1999).

Nos ultimos 20 anos, métodos genéticos e moleculares para estudo e
caracterizagao de linhagens patogénicas tém ganhado uma maior aproximagao da
epidemiologia das doengas parasitarias e outras infecgbées. Um conhecimento
confiavel e consensual sobre a taxonomia, baseado no conhecimento da estrutura
da populacado e na diversidade filogenética, sdo pré-requisitos indispensaveis para
um melhor entendimento da epidemiologia dos parasitos patogénicos.

A epidemiologia molecular e a genética de populagbes podem levar a um
melhor conhecimento da estrutura das populacbes de Leishmania e resolver
questdes de importancia epidemioldgica, como por exemplo, a complexa relagéo
entre formas clinicas da infeccdo humana e de reservatorios mamiferos.

Se a espécie é sexual, seus multilocos genéticos sao instaveis, devido a
recombinacao genética e ndo podem ser usados como marcadores epidemiolégicos,
mas se a espécie é clonal, seus gendtipos se propagam como fotocdpias genéticas

e, portanto podem ser usados como marcadores epidemiolégicos confiaveis. Esse
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parece ser o caso de Leishmania. Diferentes estudos de genética de populagdes
mostram uma estrutura de populagdo basicamente clonal em diferentes espécies
(BANULS et al., 1999). O critério de clonalidade tem sido extensivamente descrito e
discutido por Tibayrenc et al. (1990). Entretanto, eventos de recombinagado genética
tém sido registrados por varios autores, demonstrado que a recombinagao génica
ocorre também em populagdes naturais no Novo e Velho Mundo (EVANS et al.,
1987; TIBAYRENC et al., 1990; BELLI et al., 1994; DUJARDIN et al., 1995)

Os avancgos na tecnologia molecular tém permitido o estudo da ecologia de
populagdes clonais de Leishmania trazendo informacgdes sobre fontes de infeccéo,
perfis de transmissdo, resposta ao tratamento e a importdncia da imunidade a
reinfeccao.

Em 2007, Lukes et al. realizaram uma analise genética multifatorial, com
aproximadamente 1800 caracteres para cada uma das 25 cepas geograficamente
representativas das areas na Europa, Africa e Asia, mas ndo da Ameérica, onde
ocorrem representantes do complexo L. donovani. Os autores observaram que o
gendtipo é fortemente correlacionado com a origem geografica, mas ndo com a atual
taxonomia ou forma clinica. Desta forma, propdem uma nova taxonomia, onde L.
infantum e L. donovani sdo as unicas espécies reconhecidas do complexo L.
donovani e apresentam uma hipotese evolutiva para a origem e dispersdo das
espécies. O género Leishmania pode ter se originado na América do Sul, mas
diversificado apds migracdo para a Asia. L. donovani e L. infantum divergem em
aproximadamente 1 milhdo de anos, com divergéncias adicionais de grupos
genéticos infra-especificos entre 0,4 e 0,8 milhdes de anos. O modo prevalente de
reproducdo € clonal, mas ha evidéncias de trocas genéticas entre cepas,

particularmente na Africa.
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6.1 ANALISE DE ISOENZIMAS

Uma das técnicas utilizadas nesse estudo foi a eletroforese de enzimas. Esse
tem sido um dos métodos mais comumente utilizados para estudos epidemiolégicos
e analise da diversidade das espécies. O controle genético para a maioria das
enzimas é conhecido, 0 que permite que sejam feitas inferéncias genéticas
diretamente dos padrdées de bandas observados. Pela facilidade de execucgao e
pelas informagdes que fornecem, mesmo hoje, com as técnicas moleculares mais
recentes, as isoenzimas continuam sendo uma classe de marcadores muito uteis
para analises genéticas que nao requeiram uma amostragem ampla do genoma
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998; HIDE et al., 2001; CHICARRO et al., 2002).

A analise eletroforética de isoenzimas é considerada o padrdo ouro para
caracterizacao e identificacdo de amostras de Leishmania e tem sido muito utilizada
no estudo da variabilidade genética nesse parasito, pois possui a capacidade de
examinar genes estruturais, e assim caracterizar os polimorfismos existentes entre
espécies e dentro de uma mesma espécie. Entretanto, alguns autores consideram
que essa metodologia, algumas vezes, n&do é suficientemente discriminatéria
(BOTILDE et al., 2006).

Pela primeira vez em um estudo com maior numero de amostras caninas e
humanas de L. chagasi isoladas no Brasil, foram comparadas enzimaticamente com
amostras da Europa. Os perfis enzimaticos encontrados foram bastante
homogéneos, sendo o padrdo eletroforético dos isolados, idéntico ao das duas
amostras de referéncia (L. infantum e L. chagasi). Os resultados mostraram que a
maioria dos isolados do Brasil, sdo iguais entre si e iguais as amostras de L.

infantum, com excecado de uma amostra isolada de caso humano e outra isolada de
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reservatorio canino que foram diferentes entre si, mostrando variagdo nos perfis com
as enzimas GPl e PGM.

Com relagao as amostras isoladas de casos humanos e reservatorios caninos
de Portugal, ndo foi observada nenhuma variagdo com as enzimas estudadas. De
fato, as amostras procedentes de Portugal pertencem ao zimodema MON-1 que é o
mais comum no pais, embora nove outros zimodemas sejam encontrados no
Mediterraneo. Em Portugal, o zimodema MON-1 é encontrado em humanos, caes,
outros reservatérios e flebotomineos, causando a leishmaniose visceral e
leishmaniose cutdanea (CAMPINO, 2003; CAMPINO et al.,, 2005). Segundo
Oschesenreither et al. (2006) a predominédncia desse zimodema na area do
Mediterraneo reduz o poder discriminatério da técnica. Por outro lado, Hide et al.
(2001), utilizando estudos isoenzimaticos e RAPD-PCR, mostraram que esse
zimodema é polifilético e geneticamente heterogéneo.

Estudos com L. infantum pertencentes ao zimodema MON-1, caraterizado por
MLEE pelo Laboratério de Referéncia WHO de Montpellier — Franga (Laboratoire
d’Ecologie Médicale et Pathologie Parasitaire, France) que € mais comumente
encontrado na Europa, mostraram seis diferentes gendtipos em L.
infantum/L.chagasi com 15 sistemas enzimaticos (HIDE et al., 2001). Em nosso
trabalho utilizamos 10 sistemas enzimaticos, alguns iguais aos utilizados por estes
autores. As diferengcas entre a metodologia, as enzimas utilizadas, a procedéncia
dos isolados, os quais foram provenientes da mesma area endémica no Brasil e em
Portugal, podem ter sido as causas do baixo polimorfismo observado em nosso
estudo.

Em relagdo a L. chagasi estudos realizados no Brasil ttm mostrado pouca

variabilidade nos zimodemas (BRAGA et al., 1986; SILVA et al.; 2001).
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Em estudo realizado na llha Margarita, Venezuela, Zerpa et al. (2001)
observaram que as amostras isoladas de casos humanos e de reservatorios caninos
apresentaram o mesmo zimodema MON-1 encontrado em L. infantum da Europa.

Nossos dados sdo consistentes com aqueles observados por Lainson et al.
(1981), que encontraram alta similaridade nos perfis enzimaticos de L. chagasi e L.
infantum, o que os levou a sugerirem a separacéo taxonémica dos dois parasitos a
nivel subespecifico. Berveley et al. (1987) e Cupollilo et al. (1994) também nao
observaram nenhuma variabilidade no perfil isoenzimatico destas espécies. Estes
autores observaram também, que o perfil isoenzimatico dos isolados era idéntico ao
da amostra de referéncia de L. infantum (IPT1).

Dados recentes obtidos com a amplificagao e sequenciamento de cinco genes
que codificam para as enzimas ASAT, GPI, NH1, NH2 e PGD, em espécies do
complexo L. donovani, Mauricio et al. (2006) mostraram que alguns fendtipos
indistinguiveis eram produzidos por distintos gendtipos, em muitos casos o
polimorfismo de um uUnico aminoacido foi responsavel por mudanca na mobilidade
enzimatica.

Embora tenhamos estudado amostras criopreservadas logo apds o
isolamento, de casos humanos e caninos, bem caracterizadas clinicamente, estas
sdo originarias da mesma area endémica em Portugal, Alto Douro e Brasil, na regido
Metropolitana de Belo Horizonte, Minas Gerais. Pode ser que haja uma maior
variabilidade isoenzimatica em L. chagasi de outras areas do pais, embora alguns
achados nao correlacionem os polimorfismos observados com a origem geografica
dos isolados. L. chagasi € aparentemente o unico agente etioldgico da LV no Novo
Mundo. No entanto, alguns trabalhos realizados em area endémica demonstram que

em alguns individuos a manifestacdo clinica da leishmaniose visceral pode ser
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causada, mesmo que esporadicamente, por outras espécies de Leishmania, como L.
amazonensis (BARRAL et al., 1986) e L. colombiensis (RODRIGUES-BONFANTE et
al., 2003), em individuos imunocompetentes. Esse fato indica a necessidade da
identificacdo do parasito, associado ao quadro da LV, para melhor entendimento da
epidemiologia e aplicacdo das medidas de controle, principalmente em areas
emergentes. Também ha relatos de L. chagasi associada a lesbes cutaneas. No
Brasil, Oliveira et al. (1986) descreveram um caso de leishmaniose cutdnea causada
por L. chagasi em area endémica do Rio de Janeiro. J& em outras partes da
América, Honduras (atualmente Belize) e Nicaragua, L. chagasi tem sido o agente
causal de varios casos de leishmaniose cutdnea no homem (NOYES et al., 1997;
BELLI et al., 1999).

Nos ultimos anos, técnicas moleculares tém sido usadas como métodos
complementares nos estudos de variabilidade e caracterizacdo de Leishmania.
Dentre elas, podemos citar: amplificacdo pela PCR de genes como gp63 e cpb,
seguido pela analise por RFLP (MAURICIO et al., 2001; QUISPE TINTAYA et al.,
2004), PCR-RFLP de minicirculos do kDNA (MORALES et al., 2001; CHICARRO et
al., 2002; CORTES et al., 2006), RAPD (HIDE et al., 2001; ZEMANOVA et al., 2004)

e microssatélites (BULLE et al., 2002; OSCHSENREITHER et al., 2006).

6.2 RAPD-PCR

O RAPD-PCR apresenta como vantagens a simplicidade e velocidade da
técnica, ndo necessitando conhecimento prévio do genoma, aliadas a alta resolugéo
e reprodutibilidade, além da requisicado de pequenas quantidades de DNA.

Quando os iniciadores sado de tamanho intermediario (na ordem de 10pb),

multiplos fragmentos, de diferentes locos sdo geralmente amplificados para cada
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conjunto de iniciadores no genoma analisado. Uma vez que os iniciadores consistem
de seqUéncias randbmicas e nao discriminam regides codificadoras de né&o
codificadoras, € razoavel esperar que a amostragem do genoma seja mais aleatéria
do que a observada para os métodos convencionais, como isoenzimas, gerando
uma grande quantidade de polimorfismos de DNA distribuidos por todo o genoma
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

De acordo com Lynch & Milligan (1994), desde que a técnica de RAPD-PCR
€ relativamente facil de aplicar a uma grande variedade de organismos e que 0O
numero de locos que pode ser examinado € ilimitado, os RAPDs apresentam varias
vantagens sobre RFLP e DNA fingerprinting.

O RAPD ¢é uma técnica valida para mostrar variabilidade genética intra e
interespecifica em Leishmania, incluindo aquelas do complexo Leishmania donovani
(TIBAYRENC et al, 1993; NOYES et al., 1997; GUERBOURJ et al., 2001;
MAURICIO et al., 2001). Baseado nestes e em outros dados, a técnica foi escolhida
para estudar a variabilidade genética das amostras de L. chagasi e L. infantum.

Em nosso estudo empregamos duas técnicas que utilizam o DNA genémico
(RAPD-PCR e SSR-PCR). Em ambas houve um alto grau de similaridade genética
entre os isolados de humanos e de caes, do Brasil e de Portugal, conforme mostrado
pela distdncia genética, sempre menor que 1 e como ja havia sido detectado na
eletroforese de isoenzimas. Os iniciadores utilizados no trabalho geraram perfis de
bandas altamente monomorficos com os diferentes isolados. O que observamos foi a
separacao das amostras de humanos e de caes em dois clusters distintos com todos
os iniciadores utilizados. Isso pode ser melhor visualizado quando observamos o
fenograma consenso (FIGURA 8), o que pode ser consequéncia do efeito clonal. O

RAPD-PCR foi capaz de separar as amostras em duas populag¢des relacionadas ao
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hospedeiro de origem (homem e cdo) independentemente de sua procedéncia
geografica. Apesar desta separagdo, as amostras apresentaram um alto grau de
similaridade onde 93% das bandas observadas foram compartilhadas entre todas as
amostras. Esses dados indicam que as amostras sdo geneticamente muito
homogéneas e possivelmente derivadas de um mesmo precursor, indicando uma
origem clonal.

A discussao sobre clonalidade/sexualidade tem sido foco de varios estudos
nos ultimos anos e é ainda controversa. Os clones ndo sao as espécies como um
todo, mas unidades evolutivas distintas que precisam ser estudadas e
caracterizadas sobre os aspectos médicos e epidemiolégicos (TIBAYRENC, 1990).

Toledo et al. (2002) utilizando a técnica de RAPD-PCR conseguiram separar
amostras de L. infantum em dois clusters, de acordo com a origem geografica.
Botilde et al. (2006), utiizando RAPD-PCR, entre outras técnicas, conseguiram
mostrar variabilidade genética em L. infantum utilizando o iniciador F10, que foi
também por noés utilizado, sendo o iniciador que mostrou maior polimorfismo entre os
isolados (FIGURAS 6A e B), embora nossa analise estatistica n&o tenha detectado
diferenca significativa com os demais iniciadores. Nossos resultados sao
consistentes com aqueles observados por Hide et al. (2001) que também
encontraram variabilidade genética utilizando os iniciadores F10 e R15. Os
iniciadores 1LO872 e ILO875 nao foram capazes de mostrar polimorfismos com as
amostras estudadas, divergindo dos resultados observados por Noyes et al. (1997),
que encontraram pequenas diferengas entre as linhagens de L. chagasi, utilizando

as técnicas de RAPD, pulse field e differential display.
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Como a analise dos resultados obtidos com as técnicas de isoenzimas e
RAPD-PCR n&o apresentou variabilidade significativa entre os isolados, o estudo foi

ampliado com o uso de outros marcadores genéticos.

6.3 SSR-PCR

Uma grande proporgéo do genoma de organismos eucariotos € composta de
sequéncias repetitivas de DNA. Esta proporcéo € variavel entre as espécies. As SSR
(microssatélites) sdo muito frequentes e distribuidas ao acaso permitindo a mais
completa cobertura de qualquer genoma eucarioto. Leishmania é relativamente rica
em microssatélites. Tém sido demonstrado que os locos que contém microssatélites
na familia Trypanossomatidae sédo estaveis em condigbes de laboratorio e podem
ser detectados com pequenas quantidades de DNA do parasito (OCHSENREITHER
et al., 20006).

SSR-PCR, €& uma técnica que utiliza iniciadores direcionados a regides
repetitivas do DNA, foi descrita como método alternativo a AP-PCR para estudos de
polimorfismos do genoma eucarioto, uma vez que apresenta boa reprodutibilidade
devido as condigbes de alta estringéncia utilizadas (ZIETKIEWICZ et al., 1994).
Oliveira et al. (1997) utilizaram SSR-PCR com o iniciador (CA)sRY para estudar a
variabilidade genética intra-especifica de parasitos, mostrando que os padrbes
obtidos foram comparaveis aos originados por AP-PCR. Contudo, como a
temperatura de anelamento é maior na técnica de SSR-PCR, observa-se uma maior
especificidade, como também uma maior reprodutibilidade (OLIVEIRA et al., 1997).
Devido a sua aplicabilidade, a técnica de SSR-PCR foi escolhida para estudar a

variabilidade intra e interespecifica de L. chagasi e L. infantum.
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Os resultados obtidos em nosso estudo com os iniciadores (CA)sRY e
CAA(CT)s mostraram um perfil de bandas muito homogéneo. As amostras isoladas
de reservatoérios caninos utilizando o iniciador (CA)sRY mostraram um perfil de
bandas mais polimérfico do que com o iniciador CAA(CT)s , embora essas diferencas
nao sejam estatisticamente significantes.

Os dados da comparagao de bandas ndo compartilhadas obtidos a partir dos
perfis de RAPD-PCR e SSR-PCR foram utilizados para construir fenogramas por
UPGMA.

Ambas as analises mostraram a formagdo de dois subgrupos genéticos
associados ao hospedeiro de origem. Essa separagdo em dois clusters ocorreu
dentro de cada técnica, com cada um dos iniciadores analisados individualmente,
bem como no consenso dentro e entre as duas técnicas RAPD-PCR e SSR-PCR.
Apesar dessa separagado, os fenogramas mostraram baixos indices de distancia
genética entre as amostras dos dois grupos formados, indicando que existe uma
grande similaridade entre todas as amostras estudadas. Os resultados obtidos com
as duas técnicas sugerem a possivel existéncia de diferentes clones que
preferencialmente infectam humanos ou caes. Isso pode inclusive indicar a
existéncia de dois ciclos de transmissao do protozoario, um ciclo natural zoondético e
um outro ciclo antroponético.

Em 1962, Deane & Deane demonstraram que pessoas com leishmaniose
visceral ativa poderiam infectar o vetor e levantaram a hipétese de que essas
pessoas poderiam funcionar como fonte de infec¢gdo para os vetores (COSTA et al.,
2002).

Na regido do Mediterraneo o uso de xenodiagndstico para deteccao de L.

infantum no sangue de pacientes infectados com HIV, tem sugerido que pessoas
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imunocomprometidas podem potencialmente servir como reservatérios secundarios
no ciclo natural da leishmaniose visceral em 4&reas urbanas. Assim, uma
antroponose natural endémica pode ser estabelecida onde P. perniciosus
desempenha o papel de vetor de L. infantum. Nesta regido, além do ciclo zoonético
convencional (caes-flebétomos-homem) existem duas outras alternativas hipotéticas
de ciclo antropondtico: um ciclo artificial entre pessoas imunocomprometidas e
usuarios de drogas endovenosas, via seringa € um ciclo natural entre pessoas
imunocomprometidas, o inseto, e, criangas ou adultos imunocompetentes (MOLINA
et al., 1999).

As baixas taxas de sucesso terapéutico, os altos niveis de reincidéncia e a
alta parasitemia observada nos pacientes co-infectados com HIV, fazem com que
aumente o numero de pacientes humanos que atuam como reservatorios nas areas
de transmissao antroponotica. Esses fatos podem ter propiciado a criacido de novos
focos de transmissdo antropondtica, onde a transmissdo era tradicionalmente
zoonodtica (CRUZ et al., 2006).

No Brasil, a co-infeccdo com HIV é um acontecimento relativamente novo na
Saude Publica. Tem sido demonstrado que pacientes co-infectados sédo altamente
infectantes para os flebotomineos (DANTAS-TORRES & BRANDAO-FILHO, 2006).
Foi demonstrado ainda que pacientes assintomaticos funcionam como
transportadores do parasito. Contudo, ainda €& desconhecido se pessoas com
infeccdo subclinica por L. chagasi agem como fonte de infeccédo para o vetor
(COSTA et al., 2002; MORENO et al.; 2006).

Segundo Tibayrenc (1998) a concordancia entre dois tipos de marcadores
genéticos confirmam a robustez da subdivisdo filogenética e é evidenciada pelo

desequilibrio de ligagdo e pelo isolamento repetido de amostras com gendtipos
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idénticos detectados, que € considerado como evidéncia circustancial para
propagacao clonal.

A reproducdo assexuada tem um importante papel na estrutura das
populag¢des dentro de espécies como as do género Leishmania. Os dois marcadores
RAPD-PCR e SSR-PCR mostraram duas populagdes clonais relacionadas com os
hospedeiros humanos e caninos, isto tem importancia na biologia e consequéncias
nas medidas de controle. Embora hibridos encontrados na natureza, indiquem
segregagao e recombinagao, eles sao raros ou ausentes em populagdes naturais do
complexo L. donovani. Até o momento apenas um hibrido foi descrito nesse

complexo (LUKES et al., 2007).

6.4 RFLP-PCR

Com o objetivo de analisar mais detalhadamente o gendtipo das amostras,
utilizamos o método de RFLP-PCR. Este método tém sido valido para mostrar
variabilidade genética dentro e entre diferentes espécies de Leishmania, incluindo as
do complexo L. donovani (GUERBOULJ et al., 2001; HIDE et al., 2001; MAURICIO et
al., 2001; ZEMANOVA et al., 2004). A presenca ou auséncia de seqiiéncias
especificas de 4 a 8 pares de bases, reconhecidas e clivadas pelas enzimas de
restricdo, podem variar entre diferentes individuos gerando polimorfismos.
Diferencas na sequéncia de DNA dos individuos pode resultar de insergoes,
delecbes ou outros rearranjos (translocagdes, inversdes) que alterem a distancia
entre pares de sitios de restricdo (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

O primeiro relato de diversidade genotipica, utilizando-se o perfil de restricao
do kDNA (RFLP-kDNA), entre isolados de LV procedentes do Velho e Novo Mundos

foi publicado em 1984. Neste trabalho os autores, Pacheco et al. (1984) reportam o
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estudo genotipico de diferentes isolados de L. chagasi provenientes dos Estados da
Bahia e do Rio de Janeiro. Apesar de terem sido analisadas somente uma amostra
de referéncia de L. infantum da Franca e outra de L. donovani da india, a distingao
genética entre elas € bem nitida, da mesma forma que entre o perfil genético de L.
infantum e diferentes isolados de L. chagasi. Além disso, a diversidade intra-
especifica foi também observada, sendo os isolados da Bahia genotipicamente
distintos daqueles encontrados para as amostras do Rio de Janeiro.

A analise dos polimorfismos nos fragmentos de restricdo do kDNA é
considerada um poderoso instrumento para estudos epidemiolégicos e para mostrar
variabilidade genética em amostras de Leishmania (ARNOT & BARKER, 1981;
ANGELICI et al., 1989; PACHECO et al., 1999).

O DNA do cinetoplasto representa 20-25% do DNA do parasito e consiste em
uma rede de moléculas circulares, concatenadas, divididas em maxicirculos (25-50
copias por célula) e minicirculos (20000-30000 copias por célula) (TELLERIA et al.,
2006). Cada minicirculo tem aproximadamente 800pb de tamanho, com 200pb de
regidao conservada e 600pb de regido variavel. A heterogeneidade da regido variavel
tem sido explorada para discriminar entre linhagens de uma mesma espécie. A
analise dos esquizodemas tem revelado que pode haver variagdes nas frequéncias
das classes de minicirculos, conferindo diversidade (CORTES et al., 2006). Morel et
al. (1980) observaram com a técnica de RFLP-PCR, um consideravel polimorfismo
nessas moléculas em Leishmania sp.

Cortes et al. (2006) amplificaram uma parte variavel do minicirculo de kDNA
de L. infantum e submeteram as amostras a digestdo com diferentes endonucleases
de restricdo. Observaram um perfil polimorfico quando foram utilizadas, entre outras,

as enzimas Bglll, Vspl, Rsal, Hpall e Ddel.
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Em nosso estudo a porcentagem de divergéncia entre as amostras
estudadas, foi estimada pela propor¢cao de sitios de restricdo compartilhados em
cada loco e utilizados na construcéao do fenograma consenso. Diferentemente do
que foi observado com a utilizacdo das outras técnicas, nossos resultados com a
analise dos perfis de restricdo com as enzimas Bglll, Vspl, Rsal e Ddel mostraram
variabilidade genotipica na regido dos minicirculos de kDNA. Essa variablidade,
contudo, ndo fez nenhuma discriminagdo entre as amostras, ou seja, ndo houve
separagao de acordo com o hospedeiro ou origem geografica. Entretanto, algumas
endonucleases, tais como Hpall que mostrou polimorfismos com L. infantum, em
trabalho anterior, ndo mostrou com as amostras estudadas. A variabilidade alélica,
nesse tipo de marcador, poderia ser explicada pelo fato de as sequéncias do DNA
do cinetoplasto evoluirem mais rapidamente do que as do DNA nuclear, podendo
mostrar um nivel maior de polimorfismo dentro das espécies (PACHECO et al.,
1986).

Diferentes mecanismos moleculares tém sido propostos para explicar a
variabilidade observada nos minicirculos de KkDNA de tripanossomatideos
(substituicao, insercado ou delegdo, recombinagao, rearranjos e mutagdes pontuais),
que no final resultam na produgdo de uma variedade de moléculas ou classes de
minicirculos distintas. A elucidacao da distribuicdo de cada classe e sua relacdo com
a edicdo de RNA, em diferentes espécies e amostras € que podera esclarecer
melhor esta questdo (FERNANDES et al., 1999).

O fragmento do minicirculo de KDNA , amplificado com o iniciador MC1 e MC2
foi submetido a analise por sequenciamento. Foram escolhidas amostras
aleatoriamente dentro de cada um dos grupos estudados, perfazendo um total de

40% de amostras para cada grupo. O sequenciamento confirmou os resultados
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obtidos com as demais técnicas, onde apdés o alinhamento das sequéncias,

utiizando o programa ClustalW (www.ebi.ac.uk/tools/clustalw/index.html) foi

observado grande similaridade no kDNA, com poucas bases nao alinhadas,
indicando possiveis mutacdes pontuais nessas amostras.

Ha muitas maneiras pelas quais um sitio para uma endonuclease de restricdo
pode ser perdido: um dos varios nucleotideos da sequéncia de reconhecimento pode
ser substituido, ou o sitio pode sofrer mutacbes no comprimento. O resultado
apresentado na FIGURA 28, mostra a ocorréncia de mutagdes pontuais que
poderiam ter gerado os polimorfismos observados. Comparando o sequenciamento
com a técnica de RFLP, para a endonucelase Bglll, as amostras que n&o foram
digeridas, apresentam a troca de uma das bases do sitio de reconhecimento da

enzima.

6.5 LSSP-PCR

Nosso estudo foi pioneiro na utilizacdo da técnica de LSSP-PCR na
comparagao entre amostras de L. chagasi e L. infantum mostrando variabilidade
genética entre as amostras estudadas.

LSSP-PCR é uma técnica simples e rapida baseada na reag¢ao de PCR para
detectar variagdes nas sequéncias de DNA sendo altamente sensivel e informativa.
Mudancgas tais como a mutacdo em uma unica base pode mudar drasticamente o
perfil de bandeamento produzindo novas assinaturas, as quais sao entao detectadas
como alteragdes especificas (VAGO et al., 1996).

Pequenas mudancgas na sequéncia do molde de DNA resultam em alteragdes
nas sequéncias de ligacdo do iniciador. Isso pode explicar as diferengas entre os

mutantes, embora eles possam diferir na substituicido de uma unica base.
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Uma caracteristica interessante observada nas assinaturas € o grande
numero de fragmentos de DNA, que sdo maiores (em pares de bases) do que o DNA
molde. Essa possibilidade se deve ao fato dos primeiros produtos amplificados
servirem como molde para os préximos ciclos de amplificagédo (PENA et al., 1994).

Obtivemos assinaturas de kDNA apdés a amplificagao inicial das amostras com
o iniciador MC1. Foi observado que as amostras isoladas de casos humanos
apresentaram um perfil mais polimérfico, gerando um maior numero de assinaturas,
do que as amostras isoladas de reservatorios caninos. Em todos os perfis
observados, tanto para as amostras de humanos como para de reservatorios
caninos, nao foi observada nenhuma separagao das mesmas por origem geografica,
embora determinados perfis de LSSP-PCR tenham agrupado exclusivamente
amostras de humanos provenientes do Brasil ou de Portugal.

Vago et al. (1996) estudando amostras de T. cruzi obtidas de diferentes
tecidos infectados obtiveram perfis com multiplas bandas, as quais foram variaveis
entre algumas linhagens embora, muito similares entre outras. Também Meija &
Triana (2005) estudando amostras de T. cruzi de diferentes tecidos e do sangue
atribuem a heterogenidade encontrada a um carater policlonal das amostras,
sugerindo que as divergéncias encontradas poderiam ser o resultado de diferengas
na origem bioldgica, distribuicdo geografica e tempo de manutengdo em laboratério.

Ferreira et al. (2007) mostraram que a técnica de LSSP-PCR foi capaz de
identificar diferentes gendtipos de L. braziliensis produzindo perfis complexos,
validando a técnica, como sendo de grande utilidade na detecgédo de polimorfismos

genéticos.
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CONCLUSAO
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7 CONCLUSOES

* A eletroforese de enzimas nao foi eficiente para detectar variabilidade entre os

diferentes isolados estudados.

* As técnicas baseadas em PCR - RAPD e SSR separaram as amostras em dois
clusters de origem clonal, por hospedeiros, embora a distédncia genética e os valores

de Bootstrap mostrem grande similaridade entre as mesmas.

* As técnicas utilizando o minicirculo de kDNA — RFLP-PCR, LSSP-PCR mostraram
polimorfismos genéticos pontuais que nao foram associados ao hospedeiro ou

origem geografica das amostras.

* O sequenciamento parcial do minicirculo de KDNA confirmou a grande similaridade
dos isolados, embora polimorfismos tenham sido detectados. Esses polimorfismos

foram associados, ora ao hospedeiro, ora a origem geografica das amostras.

* Todas as técnicas utilizadas no estudo ndo permitiram a separacédo dos isolados
por origem geografica (Brasil ou Portugal), nos permitindo sugerir que as amostras

sao pertencentes a uma unica espécie.
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CONSIDERA£555 FINAIS 171

8 CONSIDERAGCOES FINAIS

A caracterizagdo e o estudo da variabilidade genética de amostras isoladas
de focos de LV tem grande utilidade como ferramenta na epidemiologia molecular.
Leishmania tem um modelo clonal, onde a recombinagéo genética € um evento raro,
se a mudanga genética na populagdo é frequente, o gendtipo do parasito seria
representante de categoria instavel e n&o poderia ser utilizado como marcador
epidemiologico. Contudo, se aceitamos a premissa de que a estrutura populacional
de Leishmania segue o modelo clonal, zimodemas e esquizodemas podem ser
utilizados como unidades taxonémicas nos estudos de epidemiologia molecular. Os
clones naturais, que s&o transmitidos por longos periodos em extensas areas
geograficas, sem alteracdo, podem ser facilmente reconhecidos por técnicas
moleculares, podendo ser usados como marcadores em estudos epidemiologicos

Em nosso estudo, constatamos a predominancia de amostras geneticamente
muito similares, independentemente da origem geografica (Brasil e Portugal) e do
ciclo de transmissao. Entretanto, um numero maior de amostras de outras regidées do
pais devem ser analisadas em comparacdo com amostras de L. infantum de outras
regides endémicas, para que se possa fazer consideragbes mais precisas e até
mesmo a proposta de uma revisdo taxondémica.

E necessario que se estabelega o verdadeiro papel do homem nos ciclos de
transmissdao da doencga, onde individuos assintomaticos ou portadores de co-
infecgcado Leishmania/HIV podem eventualmente funcionar como fonte de infeccéo
para o vetor em nosso meio, mudando assim a éptica do controle da doenca.

Entender a diversidade genética tem ainda implicagées em tragar a dispersao

do parasito, entender a estratégia de emergéncia de novas drogas e do
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desenvolvimento de novas técnicas de diagndstico, terapéutica e obtencédo de
vacinas; enfim, tem importancia nas estratégias de controle.

Em nossos resultados utilizando as técnicas de Isoenzimas, RAPD, SSR-
PCR, LSSP-PCR, RFLP-PCR e sequenciamento foi observada baixa diversidade
genética entre as amostras estudadas. Nenhuma das técnicas mostrou separagao
das amostras por origem gografica (Brasil ou Portugal), permitindo-nos sugerir que
sejam uma unica espécie. Entretanto a origem da espécie, se do Novo ou Velho
Mundo ainda é matéria de discussao.

O estudo da diversidade genética pode ainda auxiliar no melhor entendimento

da evolugao, taxonomia e patogenicidade per se.
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