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O Congresso de Iniciagdo Cientifica e Tecnologica (CICT) € um evento aberto a
comunidade no qual todos os aproximadamente 1.700 alunos de Iniciagao Cientifica
e Tecnolégica da UFRN (bolsistas e voluntarios) apresentam os resultados de suas
pesquisas desenvolvidas ao longo de um ano, como cumprimento de um plano de
trabalho elaborado e orientado por um professor/pesquisador do quadro permanente

da Instituic&o.

O CICT esta entre as agdes inseridas no ambito do Programa Institucional de
Bolsas de Iniciacdo Cientifica e Tecnologica da UFRN, que possui entre seus
objetivos: a) Contribuir para a formagéo e engajamento de recursos humanos em
atividades de pesquisa, desenvolvimento tecnoldgico e inovagao; b) Contribuir para
a formacgao cientifica de recursos humanos que se dedicarao a qualquer atividade
profissional; e ¢) Contribuir para a formacgao de recursos humanos que se dedicarao

ao fortalecimento da capacidade inovadora das empresas no Pais.

A 362 edicdo do Congresso teve como tema “Planeta Agua: a cultura oceanica para
enfrentar as mudancas climaticas no meu territério", estando alinhada aos 17
Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel da Agenda 2030 da ONU. Ao submeter
os trabalhos ao Congresso, os alunos indicaram os objetivos da Agenda 2030 aos
quais suas pesquisas estavam relacionadas. Essa iniciativa visa estimular a
pesquisa cientifica e tecnolégica voltada para a busca por solugbes para os desafios
sociais contemporaneos. Em uma etapa inicial do CICT, denominada Mostra de
Trabalhos e Videos de Ciéncia, Tecnologia e Inovacédo, foram realizadas as
apresentagcoes dos trabalhos submetidos pelos participantes do evento. As
apresentagdes ocorreram de forma assincrona, por meio de arquivos digitais
(trabalho completo e video), sendo disponibilizadas ndo s6 aos avaliadores do
congresso pelos Sistemas da UFRN, mas também ao publico em geral por meio do
site do evento (www.cic.propesq.ufrn.br). Apds essa etapa inicial, que ocorreu sob o
formato virtual, os 48 melhores trabalhos do evento foram selecionados para
apresentagao oral em uma etapa complementar do congresso que ocorreu de forma

presencial.



Os alunos concorreram ao 9° Prémio Destaque na Iniciacédo Cientifica e Tecnoldgica
da UFRN, que foi instituido pela Pro-Reitoria de Pesquisa em 2017 para reforgar as
acdes dos programas institucionais de iniciagédo cientifica e tecnologica. O prémio
contemplou as categorias Trabalho Destaque de Iniciagcado Cientifica e Tecnoldgica e
Video Destaque de Iniciagdo Cientifica e Tecnoldgica) e na subcategoria de
Inovagdo. Os premiados foram agraciados com bolsas mensais de até R$ 1100,00
(mil e cem reais) durante o periodo de um ano. Os orientadores dos alunos
premiados adquiriram precedéncia em relagdo aos demais para efeitos de

concorréncia no Edital de Bolsas de Pesquisa da UFRN em 2026.

Ainda em 2025, a Pré-Reitoria de Pesquisa realizou a 72 Edicdo do Prémio
Pesquisador Destaque da UFRN, certame instituido em 2019 e que é concedido
anualmente aos pesquisadores da instituicdo que tenham apresentado relevantes
contribuicbes para o desenvolvimento da ciéncia em cada uma das trés grandes
areas do conhecimento: Ciéncias da Vida; Ciéncias Exatas, da Terra e Engenharias;
e Ciéncias Humanas e Sociais, Letras e Artes. Além de troféu e certificado, todos os
premiados foram contemplados com auxilio no valor de R$ 10.000,00 (dez mil reais)
para custear despesas especificas, discriminadas em edital, e tiveram a
oportunidade de compartilhar suas experiéncias com os participantes do CICT 2025

em uma mesa redonda.

O congresso cumpriu trés fungdes valiosas para o desenvolvimento da ciéncia na
instituicdo: insercdo dos discentes em um ambiente académico de publicagcéo e
apresentacao dos resultados da pesquisa; divulgagao cientifica por meio dos videos
que utilizam uma linguagem cientifica, porém acessivel a todos; e, por fim, a

popularizagao da ciéncia.
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Resumo

A Leishmania infantum apresenta elevada plasticidade gendmica, favorecendo adaptacdo a
diferentes pressoes seletivas, incluindo terapias medicamentosas. Alteragdes no numero de
copias génicas (CNVs) estdo associadas a fendtipos de resisténcia, influenciando a resposta
aos tratamentos. Este estudo teve como objetivo caracterizar variagdes do conteudo gendmico
de L. infantum em diferentes fenotipos, com énfase nas CNVs e seus impactos funcionais.
Trata-se de uma investigacdo exploratoria, baseada em 410 bibliotecas publicas de
sequenciamento paired-end, com cobertura minima de 30x. As andlises incluiram
alinhamento ao genoma de referéncia (BWA), estimativa de ploidia (Samtools), calculo do
desvio da mediana e teste de Mann-Whitney (p < 0,001) para selecdo de genes significativos.
Em seguida, realizou-se analise de enriquecimento funcional na plataforma STRING. Foram
identificados 3.532 genes com CNVs significativas, dos quais 70,5% exclusivos do grupo
resistente, destacando-se nos cromossomos 12, 23 e 26. A analise funcional revelou
predominancia de genes relacionados a processos metabdlicos e fungdes moleculares criticas
a sobrevivéncia, incluindo fatores de viruléncia como GP63, HSP70 ¢ OPB. Conclui-se que a
plasticidade genomica, sobretudo pela amplificagdo génica, constitui o principal mecanismo
de resisténcia em L. infantum, fornecendo subsidios para a compreensao dos processos de
viruléncia e o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes.

Palavras-chave: Leishmania Infantum. Plasticidade genética. Resisténcia a
farmacos.

TITLE: Comparative Genomic Analysis in Leishmania infantum: Implications of
Aneuploidy in Drug Resistance.

Abstract

Leishmania infantum exhibits high genomic plasticity, favoring adaptation to different
selective pressures, including drug therapies. Copy number variations (CNVs) are associated
with resistance phenotypes, influencing treatment responses. This study aimed to characterize
genomic content variations in L. infantum across different phenotypes, with emphasis on
CNVs and their functional impacts. It is an exploratory investigation based on 410 public
paired-end sequencing libraries, with a minimum coverage of 30x. Analyses included
alignment to the reference genome (BWA), ploidy estimation (Samtools), calculation of the
median deviation, and the Mann-Whitney test (p < 0.001) for the selection of significant
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genes. Subsequently, functional enrichment analysis was performed using the STRING
platform. A total of 3,532 genes with significant CNVs were identified, 70.5% of which were
exclusive to the resistant group, particularly enriched in chromosomes 12, 23, and 26.
Functional analysis revealed a predominance of genes related to metabolic processes and
molecular functions critical for survival, including virulence factors such as GP63, HSP70,
and OPB. In conclusion, genomic plasticity, mainly through gene amplification, represents
the primary mechanism of resistance in L. infantum, providing insights into virulence
processes and supporting the development of more effective therapeutic strategies.

Keywords: Leishmania infantum. Genetic plasticity. Drug resistance.
Introducao

As leishmanioses constituem um grupo de doencas infecciosas de distribuicdo global,
causadas por protozoarios do género Leishmania. Estima-se que sejam endémicas em cerca
de 92 paises, expondo aproximadamente 1 bilhdo de pessoas ao risco de infeccao (Ruiz-
Postigo et al., 2021). Clinicamente, apresentam-se em trés formas principais: cutanea (LC),
mucocutanea (LMC) e visceral (LV), variando conforme a espécie envolvida e as condigdes
do hospedeiro (Sutter et al., 2017). Mais de 20 espécies estdo implicadas na infeccao,
distribuidas em cinco complexos (L. donovani, L. mexicana, L. tropica, L. hertigi e L.
braziliensis) (Pillai et al., 2012). A LC, frequentemente associada a L. major, resulta em
ulceragdes cutaneas, enquanto a LMC, relacionada a L. mexicana ou L. braziliensis, provoca
lesdes desfigurantes em mucosas. Ja a LV, a forma mais grave, ¢ causada principalmente por
L. infantum e L. donovani, levando a manifestagdes como hepatomegalia, esplenomegalia,
febre e perda de peso (Leitherer et al., 2017). No Brasil, L. infantum ¢é responsavel por cerca
de 90% dos casos urbanos e periurbanos de LV (Lima et al., 2017). O genoma de L. infantum
¢ composto por 36 cromossomos (Britto et al., 1998). Inicialmente descrito como
predominantemente diploide (Iovannisci & Beverley, 1989), foi posteriormente caracterizado
pela presenca de trissomias e pela aneuploidia em mosaico, fendmeno recorrente no género
Leishmania (Sunkin et al., 2000; Iourov et al., 2008). Essa plasticidade gendmica, somada a
outras variagdes como insercdes/delegdes (INDELs) e variacdes no nimero de copias génicas
(CNVs), desempenha papel central na adaptacdo do parasito, inclusive a pressdo seletiva
imposta por farmacos (Black et al., 2023). Alteragdes no contetido génico sdo frequentemente
associadas a diversidade fenotipica e a resisténcia, configurando Leishmania como modelo de
plasticidade genética (Sterkers et al., 2011). A patogenicidade do parasito relaciona-se a
expressao de fatores de viruléncia, moléculas cuja auséncia resulta em fenotipo avirulento ou
atenuado, enquanto sua reintrodu¢do restaura a viruléncia (Kubar & Fragaki, 2006). Esses
fatores modulam negativamente a resposta imune, favorecendo a invasao e sobrevivéncia
intracelular (Turco; Spith; Beverley, 2001). A literatura destaca exemplos como a delecdo
das cisteinas proteases B em L. mexicana, que reduziu em 80% a infectividade em
macrofagos (Mottram et al., 1996), e a familia multigénica A2, essencial para o tropismo
visceral, presente em multiplas copias em espécies causadoras de LV, mas em copia Unica
nas associadas a LC (McCall; Matlashewski, 2010). A plasticidade gendmica observada em
Leishmania spp. resulta em variacao nos fenotipos clinicos, afetando desde a capacidade de
invasdo celular até a evasdo da resposta imune (Sinha et al., 2018; Kamran et al., 2023). Entre
0s mecanismos associados, destacam-se a aneuploidia em mosaico ¢ as CNVs, que modulam
a expressao génica e conferem heterogeneidade genética e fenotipica. Dessa forma, a
variacdo do contetido génico ¢ amplamente reconhecida como fator determinante na
adaptacdo e na resisténcia aos farmacos empregados no tratamento das leishmanioses
(Lypaczewski et al., 2018). Apesar dos avangos, ndo ha vacinas disponiveis para humanos ou
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reservatorios, € os farmacos existentes apresentam toxicidade significativa, além de
enfrentarem o desafio da resisténcia mediada pela variabilidade genética do parasito
(Parashar; Mukhopadhyay, 2017). Assim, torna-se necessario compreender mais
profundamente a relacdo entre plasticidade gendomica e fenotipos da doenca. Nessa
perspectiva, nosso objetivo ¢ analisar o conteido gendmico de L. infantum a partir de dados
publicos, buscando identificar padrdes de variacdo genética associados aos diferentes
fendtipos. Avaliamos genes, cromossomos ¢ intervalos cromossomicos, partindo da hipotese
de que a variacdo do conteudo gé€nico desempenha papel central na determinacdo da
diversidade fenotipica das leishmanioses.

Metodologia

Biblioteca de dados biologicos de L. infantum Os dados bioldgicos foram obtidos do
Sequence Read Archive (SRA) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra), repositério de dados
brutos de sequenciamento de proxima geragao que integra o conjunto de recursos ofertados
pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(https://www.ncbi.nlm.nith.gov/). Como critério de inclusdo, foram consideradas apenas
bibliotecas de estudos com sequéncias de DNA para L. infantum, sob termo de pesquisa
“Leishmania Infantum” e taxonomyID: 5671, obtendo-se como resultado preliminar um total
de 1.053 bibliotecas. Se detivemos também a reunir as informag¢des acerca de identificadores
dos respectivos estudos, como accession, run, instrument, € layout, bem como titulo e breve
resumo a carater de identificagdo para etapa de correlacdo dos diferentes fendtipos. A
representacao das informacdes reunidas estdo sumarizadas no quadro abaixo (Quadro 1).

Triagem e processamento das bibliotecas:

Apos a identificacdo inicial das 1.053 bibliotecas, realizamos a exclusdo daquelas que nao
atendiam aos critérios do estudo, resultando em 971 bibliotecas selecionadas. O download foi
feito pelo SRA Toolkit em ambiente Linux, com arquivos em formato fastq, contendo reads e
escores de qualidade. As sequéncias foram mapeadas ao genoma de referéncia de L. infantum
(JPCMS5 — ASM287v2) com BWA, avaliadas no fastp e processadas com Samtools para
ordenacdo e remocdao de duplicatas. Das 971 bibliotecas, 470 atenderam ao limite de
cobertura global de 30x. Apds filtros adicionais, incluindo descarte de bibliotecas single e de
processamentos ndo concluidos, obtivemos um total final de 410 bibliotecas validas e do tipo
paired, utilizadas para as andlises de cobertura (depth) e estimativa de ploidia (Figura 1).

Célculo de profundidade:

A profundidade caracteriza o quantitativo de reads que envolvem cada regido de um genoma
com base no mapeamento. Para esse fim utilizamos o Samtools depth, que nos fornece dados
de saida com o niimero de reads alinhadas por cada base do genoma.

Estimativa de ploidia:

A ploidia foi estimada com base na abordagem de Downing et al (2011), utilizando a
profundidade mediana por cromossomo normalizada pela profundidade mediana do genoma
(Equacgdo 1), calculada por meio de uma fun¢do implementada no software R. Onde: s =
profundidade de leitura cromossomica normalizada ou somia; Mc = profundidade mediana de
leitura normalizada por cromossomo; Mg = profundidade de leitura mediana do genoma.

Cobertura global:
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A cobertura global quantifica o valor médio de vezes que cada base foi sequenciada (Equacao
2). Em geral, a literatura considera a utilizacao de dados de sequenciamento com cobertura
superior a 30x para investigar variacdes genomicas como o ideal (Negreira et al., 2022).
Percebeu-se a necessidade de desconsiderar as bibliotecas de reads longa por niao
apresentarem uniformidade no comprimento das reads.

Distribui¢do fenotipicas das bibliotecas:

Em consequéncia dos diversos critérios utilizados para filtragem de qualidade das bibliotecas,
das 1.053 bibliotecas inicialmente disponiveis, 410 atenderam aos critérios de qualidade e
foram incluidas na andlise de variagdo gendOmica. Dessas, 336 correspondem ao grupo
controle, incluindo 54 humanas, 44 caninas ¢ 238 com origem desconhecida, enquanto 74
pertencem a estudos de resisténcia a diversos farmacos usados no tratamento das
leishmanioses, como antimonio, alopurinol, anfotericina, miltefosina, paromomicina,
fluorouracil, terbinafina e tiofeno (Figura 2).

Desvio da mediana:

A partir da andlise de cobertura cromossdmica, foi calculado o desvio da mediana (Dm)
como a diferenca entre a mediana de cada intervalo cromossémico (mil pares de bases dos
respectivos cromossomos) ¢ a mediana global do cromossomo. As amostras foram entao
associadas aos fendtipos “controle” e “resisténcia”, determinando-se a média dos desvios por
intervalo cromossomico e fendtipo e a razdo dessas médias entre os grupos, seguido da
aplicagdo do logaritmo na base 2 (Equacdo 3). Onde: Md resisténcia = Média dos desvios por
intervalos cromossomico do grupo resisténcia; Md controle = Média dos desvios por
intervalos cromossdmico do grupo controle;

Critérios para identificagdo de variacdo no niumero de copias:

Para identificar a associagao da alteragdao do contetido génico nas respectivas posi¢des que 0s
genes ocupam dentro do genoma de Leishmania, utilizamos informagdes coletadas pelo
NCBI acerca dos identificadores genéticos e estabelecemos dois critérios para classificacao
de genes como estatisticamente significativos: O valor absoluto do log2 da razdo deve ser
maior ou igual a 1 (|log2(razdo)|>1); O p-valor do teste de Mann-Whitney, aplicado sobre os
desvios da mediana entre os grupos “controle” e “resisténcia”, deve ser inferior a 0,001 (p <
0,001), considerando como amostras independentes.

Resultados e Discussoes

Estimativa do contetido cromossomico em L. infantum:

A analise do nimero de copias cromossOmicas do genoma de L. infantum, considerando
fenotipos derivados de amostras provenientes de estudos de resisténcia e de amostras nao
expostas a farmacos, constituiu o objetivo central do relatorio anterior, no qual obtivemos
resultados exitosos e respaldados pela literatura cientifica. A partir desse achado, aqui
resgatado para favorecer a compreensdo das etapas subsequentes da pesquisa, avangamos
para uma analise mais especifica, com o intuito de identificar de que forma as variagdes de
ploidia (nimero de copias cromossomicas) se refletem no nimero de copias génicas € como
esses achados contribuem para entender os mecanismos envolvidos no processo de
resisténcia a firmacos em Leishmania. Esse achado impulsionou a constru¢do dos resultados
exibidos a seguir. A estimativa do nimero de copias cromossomicas em cada biblioteca esta
representada no heatmap (Figura 3), que possibilita o agrupamento hierarquico das amostras
segundo a similaridade de seus contetidos. Embora a andlise inicial tenha definido dois
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grupos principais (controle e resisténcia), o grafico evidencia a formacdao de multiplos
agrupamentos. No grupo controle, localizado a esquerda, observa-se predominancia de perfil
dipléide, exceto no cromossomo 31, além de variagdes pontuais para tripléide em
cromossomos como 3, 6, 8, 11, 12, 20, 23, 26, 33 e 35. Ja as amostras resistentes,
posicionadas mais centralmente, nao apresentam uniformidade, mas revelam cromossomos
com maior variacao de copias, especialmente 3, 12, 13, 22, 26 e 33, incluindo tetrassomia nos
cromossomos 12 e 23. Também se destaca a similaridade entre amostras de resisténcia a
paromomicina e miltefosina com tiofeno, fluorouracil e terbinafina, ainda que oriundas de
estudos distintos. O grupo controle a direita do grafico revelou grande variabilidade
cromossOmica, sem padrio definido, mas com o cromossomo 31 mantendo perfil
tetrassomico. Algumas amostras exibiram perfis haploide/dipléide, além de variagdes de
tetrassomia a pentassomia em diversos cromossomos, com destaque para o cromossomo 8§,
unico a atingir 7 copias. Apesar da multiplicidade de agrupamentos revelados pelo heatmap,
os achados sugerem que a distribui¢do majoritaria em trés grupos distintos reflete
semelhangas biologicas reais entre as amostras, nao restritas ao pertencimento a estudos
especificos. No agrupamento de resisténcia, observa-se centralizagdo das amostras, com
poucas dispersas entre os demais grupos, o que refor¢ca a consisténcia bioldgica, mesmo
considerando suas origens distintas, e reduz a possibilidade de viés de sequenciamento.

Dinamica das variagdes de cobertura entre amostras resistente e sem exposi¢ao a firmacos:

Posteriormente a identificacdo dos valores de ploidia dos 36 cromossomos de L. infantum -
como se da a distribuicdo dos cromossomos nas células - partimos para a investigacdo de
como os padroes previamente identificados refletem no numero de copias genéticas.
Utilizamos as informacgdes da profundidade de cobertura, sumarizado em métricas de valores
que representam o desvio da mediana de cada respectivo cromossomo, intervalo genomico (a
cada mil pb), amostras e condi¢des fenotipicas. A razdo dos valores de desvio da mediana
obtidos entre os fendtipos foi aplicado ao logaritmo na base 2 (log2) e incorporado a média
movel para facilitar a interpretagdo das informagdes biologicas e destacar possiveis
tendéncias. As figuras ilustram (Figura 4) como a amplificacdo genética estd presente de
forma predominante nas analises de amostras provenientes de resisténcia. No grafico, o eixo
X representa os intervalos cromossdmicos em segmentos de mil pares de bases (pb), enquanto
o eixo exibe o log2 da razdo entre as médias dos desvios da mediana nos grupos controle e
resisténcia. O zero indica a equivaléncia entre os grupos. As linhas vermelhas interceptadas
pelos valores -1 e +1 indicam regides onde o controle apresenta maior nimero de copias
quando comparado a resisténcia e regides onde a quantidade de copias no grupo resistente €
superior ao controle, respectivamente. Valores fora dessa faixa sdo indicativos de possiveis
diferencas bioldgicas. Conforme evidenciado na Figura A, identificamos ampliagdes e
delegdes relevantes em diferentes cromossomos. Os cromossomos 3, 6, 8 € 9 apresentam
diversas regioes de amplificacdo, sendo o cromossomo 9 o mais expressivo, com aumento
superior a oito vezes no numero de copias (intervalos 200-300 pb). No cromossomo 3, além
das variagdes positivas, destacam-se trés regioes de depressao (50—100, 200-250 e 330-350
pb), nas quais as amostras resistentes exibem apenas Y4 das copias em relagdo ao controle. O
cromossomo 13 apresenta duas regides altamente amplificadas, seguidas de uma possivel
dele¢do no intervalo 490-500 pb. Ja os cromossomos 10, 16 e 17 exibem valores negativos
marcantes, enquanto 10, 12, 15 e 17 mostram amplificagdes iniciais, ainda que menos
intensas que no cromossomo 13, mas superiores a nove vezes em relacdo ao controle. Os
cromossomos 19, 22, 23 e 26 também se destacam, sobretudo o 19, com a maior
variabilidade detectada (300400 pb), seguido do 26, que apresenta elevacdo expressiva na
regido final. Nos cromossomos 22 e 23, observam-se multiplas regides amplificadas
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associadas a resisténcia. Por fim, os cromossomos 28 a 36 exibem comportamento distinto,
com predominio de variagdes positivas e padrao instavel, especialmente entre os
cromossomos 33 a 36. O cromossomo 33, adicionalmente, apresenta uma variacao negativa,
sugerindo delecdao em relagdo ao grupo controle.

Comparacao do contetido genético entre os fendtipos de L. infantum:

Controle versus resisténcia a farmacos: Com o intuito de aumentar a robustez das analises e
considerando a auséncia de normalidade nos dados, aplicamos o teste de Mann-Whitney aos
desvios da mediana, agrupados por cromossomos ¢ intervalos gendmicos com o intuito de
verificar a hipotese de que héa diferencas significativas entre as amostras de controle e
resisténcia, associando posteriormente os resultados aos genes descritos para Leishmania no
NCBI. Um gene foi considerado significativo quando apresentou p-valor ajustado < 0,001 e |
log2 razdo| > 1. O limite do p-valor estrito foi definido para reduzir a probabilidade de
associacdes que ndo sdo verdadeiramente significativas Foram identificados 7.242 genes
associados as posigdes gendmicas nas analises preliminares, dos quais 3.532 atenderam aos
critérios iniciais. Devido ao carater multi cdpia do genoma, adotamos o critério de >50% dos
fragmentos significativos para validagdo final, resultando em 2.641 genes, equivalentes a
74,77% dos inicialmente significativos e 36,5% do total de genes analisados (Tabela 1).

Frequéncia de variagdes genéticas identificadas na perspectiva dos fenotipos:

Definido o panorama da variabilidade genética em Leishmania, avaliamos a distribui¢ao das
alteracdes nos cromossomos a partir dos genes que atenderam aos critérios de propor¢ao >
0,5 e log2 razao > 1 (resisténcia) ou < -1 (controle), permitindo a identificacdo da frequéncia
dessas ocorréncias por cromossomos e por grupos. A Figura 5 mostra que, como esperado, o
grupo resisténcia concentra a maior parte das variagcdes, com destaque para o cromossomo 12
(92,3% em resisténcia contra 7,7% em controle), seguido dos cromossomos 32, 26, 30 e 23
(86,1% a 84,1%). Esses achados corroboram os perfis poliploides previamente observados
nos perfis de ploidia - resultados obtidos no relatorio anterior - sobretudo nos cromossomos
12, 23 e 26. Em contraste, o cromossomo 1 apresenta maior frequéncia de variagdes no grupo
controle (54,7%), enquanto os cromossomos 11 (36,7%) e 20 (44,1%) exibem padrao
semelhante, sugerindo menor suscetibilidade de seus genes as alteragdes associadas a
resisténcia ou menor relevancia desses loci nos mecanismos adaptativos da espécie.

Avaliacdo da composicdo da variabilidade genética entre grupos e classificacdo funcional dos
genes:

Ap6s a quantificacdo dos genes que atendem aos critérios estabelecidos pelas nossas analises,
nosso objetivo ¢ identificar as principais fungdes associadas a esses genes e compreender
como se distribuem nos diferentes grupos. Os genes totais que atenderam aos critérios de
propor¢ao foram distribuidos em trés grupos: controle exclusivo, resisténcia exclusiva e
genes compartilhados (Figura 2). O grupo controle exclusivo e resisténcia exclusiva sio
compostos apenas pelos genes que apresentam alteragdo no nimero de copias e que se
encontram exclusivamente nesses grupos. Em contrapartida, o grupo genes compartilhados ¢
formado pelas alteracdes genéticas identificadas em ambos os grupos. Com resultado,
observamos que o grupo controle exclusivo reuniu 510 genes (19,3%), enquanto a resisténcia
apresentou 1.861 genes exclusivos (70,5%). J4 o grupo de genes compartilhados foi
composto por 270 genes, indicando a presenca de alteracdes comuns a ambos os fendtipos
(Figura 6). A caracterizacdo funcional dos genes identificados permite compreender os
mecanismos envolvidos nos diferentes fenotipos de Leishmania, cujo desfecho clinico esta
diretamente relacionado ao perfil genético do parasita. Utilizando a plataforma STRING
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(https://string-db.org/), que nos permite observar interagdes e fungdes moleculares
conhecidas entre os genes observados, verificamos que, dos 2.641 genes identificados, apenas
858 (32,5%) codificam proteinas, incluindo interacdes experimentais e previstas; mais de
66% permanecem ndo caracterizados. Entre os caracterizados, 181 pertencem ao controle,
600 a resisténcia e 77 sdo compartilhados (Tabela 3). A diferenga entre os grupos sugere
regulacdo diferencial: o nimero expressivo de genes associados a resisténcia pode refletir
adaptagdes necessarias a sobrevivéncia em condi¢gdes adversas, enquanto o grupo controle
apresenta menor diversidade funcional, indicando a dispensabilidade de certos mecanismos
fora do contexto de resisténcia. Ja os 77 genes compartilhados provavelmente correspondem
a funcgdes basais essenciais ao parasita, embora sua auséncia de agrupamento possa decorrer
de limitagdes metodologicas.

Caracterizagao funcional e bioldgica de genes associados a variabilidade fenotipica em
Leishmania:

A plataforma STRING foi utilizada para realizar o enriquecimento funcional dos genes com
nimero de coOpias alteradas pertencentes exclusivamente aos grupos “controle” e
“resisténcia”. A andlise conjunta possibilitou uma visdo mais ampla e fiel do contexto
bioldgico. Na figura, o eixo y representa os mecanismos obtidos pelo enriquecimento; no
eixo x (signal) observa-se a intensidade da associa¢ao génica aos processos; a legenda indica
o FDR, em que tons laranja refletem maior confiabilidade estatistica e tons roxos menor. O
gene count representa o numero de genes envolvidos, proporcional ao tamanho das bolhas no
grafico. Nos processos biologicos (Figura 7A), observamos envolvimento majoritario dos
genes em processos metabolicos, como metabolitos primarios, celulares e de substancias
organicas. O “processo metabolico” e o “processo metabolico de substancia organica”
apresentaram enriquecimento moderado com alta confiabilidade estatistica (FDR baixo),
enquanto o “processo metabolico celular”, apesar de confiabilidade inferior (FDR alto),
manteve relevancia bioldgica pelo nimero elevado de genes associados. Ja os processos de
moléculas pequenas e de 4acido carboxilico exibiram forte associagdo, mas com baixa
confiabilidade (signal alto + FDR alto). Os demais processos foram desconsiderados por
auséncia de relevancia biologica. Quanto a fun¢do molecular (Figura 7B), destacou-se a
atividade catalitica, com cerca de 300 genes associados, alta intensidade de enriquecimento e
elevada confiabilidade estatistica (signal alto + FDR baixo). Outras fungdes, como atividade
de hidrolase, nucleosideo-trifosfatase e fosfatase, apresentaram enriquecimento moderado,
mas com FDR elevado e menor nimero de genes, ainda que biologicamente relevantes.
Fung¢des com signal baixo e FDR elevado foram consideradas nao significativas.

Fatores de viruléncia de L. infantum:

A viruléncia de Leishmania resulta da interacdo entre fatores ambientais, genéticos do
hospedeiro e vetores, mas os determinantes moleculares assumem papel central (Chang;
McGwire, 2002). A literatura destaca a plasticidade genética como estratégia fundamental,
promovendo alteragdes nos padroes de viruléncia. Com base em levantamento bibliografico,
caracterizamos a distribui¢do genodmica e fenotipica dos principais fatores de viruléncia de L.
infantum (Tabela 3). Observamos predominancia de alteragdes no nimero de copias gé€nicas,
sobretudo em amostras resistentes, com destaque para os cromossomos 28 e 29, que
concentram variacdes em genes como HSP70, LMPK, fosfatase acida, amastina e LPG3. As
regides iniciais dos cromossomos (100-300 kb) mostraram maior suscetibilidade as
amplificacdes, sendo que, no cromossomo 28, as alteracdes frequentemente ocorrem em
associacdo ao cromossomo 30 (correlacdo de 0,8), o que corrobora com os resultados do
relatorio anterior. Nas amostras de controle, identificamos aumento de coOpias para a cisteina
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peptidase (C2) e predominio de variagdes em genes metabdlicos citoplasmaticos. Ja nas
resistentes, as alteragcdes envolveram genes de processos metabdlicos e celulares, reforgando
a necessidade de multiplas fungdes para superar a resposta imune do hospedeiro sob pressao
terapéutica.

Discussao

A Leishmania consolida-se como modelo central para o estudo da plasticidade gendmica,
com perfis de aneuploidia observados tanto em isolados clinicos quanto em populacdes de
laboratorio (Rogers et al., 2011; Reis-Cunha; Valdivia; Bartholomeu, 2018). Realizando um
resgate de resultados do relatério anterior, em nossas analises de ploidia (Figura 1),
identificamos trés grupos distintos, reforcando achados prévios sobre a predominancia de
dissomias, enquanto o cromossomo 31 mantém padrio supranumerario em todos os
agrupamentos, corroborando a literatura, embora as causas desse comportamento ainda sejam
pouco elucidadas. O grupo controle exibiu maior variabilidade gendmica, incluindo perfis de
dissomia, trissomia e até haploidia, condi¢ao associada a rapida adaptagdo fenotipica
(Sterkers et al.,, 2012). Em contrapartida, amostras resistentes apresentaram maior
variabilidade em cromossomos especificos (12, 13, 23 e 32), evidenciando perfis
polissdmicos associados a resisténcia a farmacos. A andlise da mediana de copias
cromossdmicas, um achado que também foi fruto o relatorio de pesquisa anterior, confirmou
predominancia dissomica no grupo controle, em concordancia com estudos documentados,
enquanto no grupo resistente observamos alta variabilidade, com destaque para cromossomos
8, 12 e 23, frequentemente associados a resisténcia e adaptagdo ambiental. O cromossomo 31
manteve-se supranumerario, variando entre tetrassomia e pentassomia, sugerindo vantagens
seletivas, como maior robustez metabdlica e adaptacdo ao estresse (Valdivia et al., 2015). De
modo geral, nossos dados reforgam a tendéncia de modulagdo seletiva de determinados
cromossomos (Negreira et al., 2022), evidenciando a plasticidade gendmica como mecanismo
central de adaptagdo. No contexto da resisténcia, destacamos a amplificagdo génica como
fator recorrente (Beverley, 1991), especialmente em cromossomos associados a resisténcia ao
antiménio e a paromomicina, em concordancia com relatos prévios (Douane et al., 2020).
Singh, Goel e Jain (2018) realizaram uma andlise comparativa de perfis protedmicos
utilizando ferramentas de interacdo proteina-proteina envolvendo isolados de Leishmania
com diferentes perfis de sensibilidade aos antimoniais e, assim como nossos achados,
revelam a presenga de genes com numero de copias alteradas enriquecidos em vias
metabolicas e processos imunomoduladores (Figura 7A). Dessa forma, refor¢a a importancia
dessas funcdes nos processos de adaptacdo e sobrevivéncia do parasito, especialmente no
contexto da resisténcia. A fungdo molecular consistentemente associada a atividade
cataliticas, atividade de hidrolases e atividade de nucleosideo-trifosfatase (Figura 7B) reflete
os mecanismos de infectividade, adaptacdo e modulacdo da resposta imune em Leishmania.
Estudos indicam que a expressao de duas enzimas do tipo nucleosideo-trifosfatase em L.
infantum estd relacionada ao aumento da adesdo e infeccdo dos macrofagos, bem como a
inducdo da producgdo de 6xido nitrico. Da Silva et al (2023) demonstraram que a delecdo
dessas enzimas resulta em uma reducdo significativa da infectividade in vitro. Além disso, a
atividade das enzimas ecto-nucleotidases tem sido associada ao aumento da capacidade
infectiva pelo parasita, uma vez que a inibi¢cdo dessas enzimas leva a uma queda expressiva
na infeccdo de macrofagos, sugerindo seu papel como possiveis ligantes na interagdo
parasita-hospedeiro (Peres et al., 2018). Por fim, identificamos uma possivel associa¢do entre
os mecanismos utilizados pelos respectivos fatores de viruléncia para aumento da
patogenicidade de Leishmania e seus correspondentes processos bioldgicos, fungdes
moleculares e localizacao subcelular (Quadro 2). Genes citoplasmaticos, em sua maioria
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vinculados a processos metabolicos, exibem fung¢des imunomoduladoras, como GP63
(viabilizador da resisténcia a lise mediada pelo complemento), fosfatases acidas (capacidade
de regulacdo negativa das vias de sinalizagdo) e cisteinas peptidases (vinculados a uma
resposta por células Th2) (McMahon-Pratt; Alexander, 2004; Freitas-Mesquita; Dos-Santos;
Meyer-Fernandes, 2021; (Williams et al., 2006). Em contrapartida, genes intracelulares,
associados a processos celulares, sustentam a sobrevivéncia intramacréfaga e a proliferacao
parasitaria: mutantes nulos de LMPK apresentaram reducao da proliferacdo parasitdria em
estudo in vitro (Wiese; Gorcke, 2001); estudos utilizando inibidores de OPB resultaram em
redu¢do da invasdo parasitdria em macrofagos murinos (Lasse et al., 2020); e por fim, a
amastina e A2, apesar de ndo estarem localizadas intracelularmente, também exibem
significativa contribuicao nos processos vinculados a sobrevivéncia e proliferagdo parasitaria
(Wu et al., 2000; McCall; Matlashewski, 2010). Assim, nossos resultados confirmam padrdes
ja descritos, mas também expandem o entendimento sobre a plasticidade gendmica em
Leishmania.

Conclusao

Este estudo refor¢a a Leishmania como um modelo notavel de plasticidade gendmica,
evidenciando a aneuploidia em mosaico e as variagcdes no nimero de copias génicas como
mecanismos centrais de adaptacdo e resisténcia. A analise de dados publicos provenientes de
repositorios como o SRA NCBI demonstrou-se uma estratégia eficiente para acesso a
bibliotecas de informacdo gendmica. Associado a isso, o uso de softwares de programagao
gratuitos mostrou-se essencial para a implementacao de andlises estatisticas, expandindo as
possibilidades de analises de genomas.

Os achados deste trabalho revelam padrdes consistentes de variagdo cromossdmica e génica
entre amostras de controle e de resisténcia a fArmacos, com destaque para os cromossomos 8§,
12, 23 e 26, frequentemente associados a resisténcia. Em relagdo ao controle, identificamos
um perfil predominantemente dissomico nos cromossomos 10 e 27. Acrescenta-se a
predominancia do cromossomo 31 em apresentar perfil polissomal em ambos os fenotipos
analisados, atestando o exposto na literatura. Concluiu-se que cerca de 70% dos genes com
variacoes do nimero de copias estdo associadas a amostras resistentes. Ainda, identificamos
também os principais genes com alteragdes do nimero de copias e que sdo apontados como
fatores de viruléncia em Leishmania, tais como: GP63, HSP70, LMPK, OPB, A2, LPG3,
amastinas, fosfatases acidas e cisteinas peptidases. Além disso, esses genes foram
relacionados a processos celulares e atividades cataliticas, como potenciais determinantes da
adaptagdo do parasito. Esses resultados corroboram evidéncias ja descritas e ampliam a
compreensao dos mecanismos gendmicos que sustentam a resisténcia em Leishmania.
Portanto, este estudo ilustra a relevincia da integracdo entre dados publicos, ferramentas
computacionais e analises estatisticas para a investigacdo de fendmenos complexos como a
resisténcia a farmacos. A capacidade de explorar o genoma do parasito em larga escala
fortalece o papel da bioinformatica como ferramenta indispensavel para a saude publica,
permitindo identificar alvos moleculares de interesse, subsidiar estratégias terapéuticas e
ampliar o entendimento dos mecanismos que sustentam a diversidade fenotipica da doenga.
Esse trabalho ndo apenas consolidou conhecimentos técnicos e cientificos, mas também
contribuiu para a formagao cientifica e critica, evidenciando a importancia de abordagens
integrativas e acessiveis para o enfrentamento de doencas negligenciadas como as
leishmanioses.

Referéncias
15



A c N P XXXVI CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA E
q q TECNOLOGICA DA UFRN

Glaniiics o Tocmotoacs CICT 2025

BEVERLEY, S. M. Gene amplification in Leishmania. Annual Review of Microbiology, v.
45, p. 417444, 1991. BLACK, Jennifer A. et al. Life in plastic, it’s fantastic! How
Leishmania exploit genome instability to shape gene expression. Frontiers in Cellular and
Infection Microbiology, v. 13, p. 1102462, 2023. BRITTO, C. et al. Conserved linkage
groups associated with large-scale chromosomal rearrangements between Old World and
New World Leishmania genomes. Gene, v. 222, n. 1, p. 107-117, 5 nov. 1998. DA SILVA,
Walmir et al. Leishmania infantum NTPDasel and NTPDase2 play an important role in
infection and nitric oxide production in macrophages. Acta Tropica, v. 237, p. 106732, jan.
2023. DOUANNE, No¢élie et al. MRPA-independent mechanisms of antimony resistance in
Leishmania infantum. International Journal for Parasitology. Drugs and Drug Resistance, v.
13, p. 28-37, ago. 2020. FREITAS-MESQUITA, Anita Leocadio; DOS-SANTOS, André
Luiz Aratjo, MEYER-FERNANDES, José Roberto. Involvement of Leishmania
Phosphatases in Parasite Biology and Pathogeny. Frontiers in Cellular and Infection
Microbiology, v. 11, 2021. IOVANNISCI, D. M.; BEVERLEY, S. M. Structural alterations
of chromosome 2 in Leishmania major as evidence for diploidy, including spontaneous
amplification of the mini-exon array. Molecular and Biochemical Parasitology, v. 34, n. 2, p.
177-188, 1 maio 1989. LASSE, Camila et al. Prolyl Oligopeptidase From Leishmania
infantum: Biochemical Characterization and Involvement in Macrophage Infection. Frontiers
in Microbiology, v. 11, p. 1060, 2020. KAMRAN, Mohd et al. The paradigm of intracellular
parasite survival and drug resistance in leishmanial parasite through genome plasticity and
epigenetics: Perception and future perspective. Frontiers in Cellular and Infection
Microbiology, v. 13, p. 1001973, 2023. KUBAR, Joanna; FRAGAKI, Konstantina.
Leishmania proteins derived from recombinant DNA: current status and next steps. Trends in
Parasitology, v. 22, n. 3, p. 111-116, mar. 2006. LEITHERER, S. et al. Characterization of
the Protein Tyrosine Phosphatase LmPRL-1 Secreted by Leishmania major via the Exosome
Pathway. Infection and Immunity, v. 85, n. 8, p. €00084-17, ago. 2017. LIMA, Jonilson
Berlink et al. Leishmania infantum lipophosphoglycan induced-Prostaglandin E2 production
in association with PPAR-y expression via activation of Toll like receptors-1 and 2. Scientific
Reports, v. 7, n. 1, p. 14321, 30 out. 2017. LYPACZEWSKI, Patrick et al. A complete
Leishmania donovani reference genome identifies novel genetic variations associated with
virulence. Scientific Reports, v. 8, n. 1, p. 16549, 8 nov. 2018. MCCALL, Laura-Isobel;
MATLASHEWSKI, Greg. Localization and induction of the A2 virulence factor in
Leishmania: evidence that A2 is a stress response protein. Molecular Microbiology, v. 77, n.
2, p. 518-530, jul. 2010. MCMAHON-PRATT, Diane; ALEXANDER, James. Does the
Leishmania major paradigm of pathogenesis and protection hold for New World cutaneous
leishmaniases or the visceral disease? Immunological Reviews, v. 201, p. 206-224, out.
2004. NEGREIRA, Gabriel H. et al. High throughput single-cell genome sequencing gives
insights into the generation and evolution of mosaic aneuploidy in Leishmania donovani.
Nucleic Acids Research, v. 50, n. 1, p. 293-305, 11 jan. 2022. PARASHAR, Smriti;
MUKHOPADHYAY, Amitabha. GTPase Sarl regulates the trafficking and secretion of the
virulence factor gp63 in Leishmania. The Journal of Biological Chemistry, v. 292, n. 29, p.
12111-12125, 21 jul. 2017. PILLAI, Agiesh Balakrishna et al. Sphingolipid degradation in
Leishmania (Leishmania) amazonensis. PLoS neglected tropical diseases, v. 6, n. 12, p.
e1944, 2012. PERES, Nalu Teixeira de Aguiar et al. Infection of Human Macrophages by
Leishmania infantum Is Influenced by Ecto-Nucleotidases. Frontiers in Immunology, v. 8, p.
1954, 11 jan. 2018. REIS-CUNHA, Jodo Luis; VALDIVIA, Hugo O.; BARTHOLOMELU,
Daniella Castanheira. Gene and Chromosomal Copy Number Variations as an Adaptive
Mechanism Towards a Parasitic Lifestyle in Trypanosomatids. Current Genomics, v. 19, n. 2,

16



A c N P XXXVI CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA E
q q TECNOLOGICA DA UFRN

p.- 87-97, fev. 2018. ROGERS, Matthew B. et al. Chromosome and gene copy number
variation allow major structural change between species and strains of Leishmania. Genome
Research, v. 21, n. 12, p. 2129-2142, dez. 2011. STERKERS, Yvon et al. FISH analysis
reveals aneuploidy and continual generation of chromosomal mosaicism in Leishmania
major. Cellular Microbiology, v. 13, n. 2, p. 274-283, fev. 2011. SINHA, Roma et al.
Genome Plasticity in Cultured Leishmania donovani: Comparison of Early and Late
Passages. Frontiers in Microbiology, v. 9, p. 1279, 2018. SINGH, Neeloo; GOEL, Renu;
JAIN, Ekta. Differential Metabolic Pathway Analysis of the Proteomes of Leishmania
donovani and Leptomonas seymouri. PROTEOMICS - Clinical Applications, v. 12, n. 5, p.
1600087, 2018. SUTTER, Amanda et al. Structural insights into leishmanolysins encoded on
chromosome 10 of Leishmania (Viannia) braziliensis. Memorias Do Instituto Oswaldo Cruz,
v. 112, n. 9, p. 617-625, set. 2017. SUNKIN, S. M. et al. The size difference between
leishmania major friedlin chromosome one homologues is localized to sub-telomeric repeats
at one chromosomal end. Molecular and Biochemical Parasitology, v. 109, n. 1, p. 1-15, jun.
2000. TURCO, S. J.; SPATH, G. F.; BEVERLEY, S. M. Is lipophosphoglycan a virulence
factor? A surprising diversity between Leishmania species. Trends in Parasitology, v. 17, n.
5, p. 223-226, maio 2001. VALDIVIA, Hugo O. et al. Comparative genomic analysis of
Leishmania (Viannia) peruviana and Leishmania (Viannia) braziliensis. BMC genomics, v.
16,n. 1, p. 715, 18 set. 2015. WILLIAMS, R. A. et al. Cysteine peptidases CPA and CPB are
vital for autophagy and differentiation in Leishmania mexicana. Molecular Microbiology, v.
61, n. 3, p. 655-674, 2006. WU, Y. et al. A new developmentally regulated gene family in
Leishmania amastigotes encoding a homolog of amastin surface proteins. Molecular and
Biochemical Parasitology, v. 110, n. 2, p. 345-357, out. 2000.

Anexos

Figura 1 - Fluxograma de triagem das bibliotecas gendmicas para analise de variagao
gendmica em Leishmania infantum.

Figura 2 - Classificagdo fenotipica das amostras genomicas de L. infantum.

Figura 3 - Mapa de calor das varia¢des de ploidia cromossomica em isolados de L. infantum.

Figura 4A - Comparagao da razao (log2) de CNVs entre grupos fenotipicos do genoma de L.
infantum.

Figura 4B - Comparacao da razao (log2) de CNVs entre grupos fenotipicos do genoma de L.
infantum.
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Figura 4C - Comparacao da razdo (log2) de CNVs entre grupos fenotipicos do genoma de L.
infantum.

Figura 4D - Comparagao da razao (log2) de CNVs entre grupos fenotipicos do genoma de L.
infantum.

Figura 4E - Comparagdo da razdo (log2) de CNVs entre grupos fenotipicos do genoma de L.
infantum.

Figura 4F - Comparacao da razdo (log2) de CNVs entre grupos fenotipicos do genoma de L.
infantum.

Figura 5 - Frequéncia comparativa de genes com variagdo no numero de copias no genoma de
L. infantum.

Figura 6 - Classificagdo funcional dos genes com CNVs segundo a categoria biologica.

Figura 7A - Anélise de enriquecimento funcional dos genes alterados vias metabolicas e
processos bioldgicos associados. (A) Processos bioldgicos.

Figura 7B - Anélise de enriquecimento funcional dos genes alterados vias metabolicas e
processos bioldgicos associados. (B) Fungao molecular.

Quadro 1. Metadados das bibliotecas gendmicas selecionadas para analise layout, origem e
instrumento de sequenciamento.

Quadro 2 - Descrigao funcional dos principais fatores de viruléncia investigados em L.
infantum.

Tabela 1 - Distribui¢cdo percentual de genes com variacdo significativa no nimero de copias

18



XXXVI CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA E
® .
{Qz CNP q TECNOLOGICA DA UFRN
m:&mﬂm Desenvolvimento CICT 2025 VERSIOA D0 B0 GRANDE DO NORTE

Tabela 2 - Comparagao da quantidade total de genes com CNVs nos grupos controle e
resisténcia.

Tabela 3 - Fatores de viruléncia com CNVs relevantes em Leishmania infantum fungao e
localizagao genomica.

Esquagdo 1

Equacao 2

Equagdo 3
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TITULO: Deteccdo de Anticorpos IgG Anti-Saliva de Lutzomyia longipalpis (Diptera:
Psychodidae)
Resumo

A Leishmania infantum, o agente etioldgico da leishmaniose visceral (LV) na América
Latina, ¢ transmitido por flebotomineos, sendo o Lutzomyia longipalpis o principal vetor no
Brasil. Os cdes sdo considerados como principal reservatério do parasita. Este estudo teve
como objetivo avaliar a resposta imune humoral canina contra antigenos da saliva de Lu.
longipalpis considerando a taxa de exposi¢do ao vetor. Foram analisados 13 caes, divididos
entre grupo negativo (n=9), ndo exposto ao vetor, e grupo positivo (n=4), caes infectados por
L. infantum provenientes de area endémica para LV. O ensaio imunoenzimatico foi
padronizado utilizando diferentes concentra¢des de soro canino e anticorpo secundario. Apds
estabelecimento das concentra¢des ideais (soro: 1:25; anticorpo secundario 1:4.000), foi
determinado o ponto de corte (densidade optica 0,345). Foi observado aumento de IgG anti-
saliva no grupo negativo apds exposicdo a Lu. longipalpis (p=0,0029), com niveis de
anticorpos similar aos controles positivos (p>0.05). Os achados confirmam que a exposi¢ao
ao vetor induz rapidamente resposta humoral detectavel. Nao foram observadas correlagdes
entre os niveis de anticorpos anti-saliva e grau de exposi¢ao ao flebotomineo. Esses achados
reforcam o potencial uso da saliva do Lu. longipalpis como ferramenta para estudos de
imunomodulacdo, uma vez que a literatura sinaliza que a saliva do vetor pode alterar a
evolucao frente a infecgdo por L. infantum.

Palavras-chave: Saliva, Lutzomyia longipalpis, Leishmania infantum

TITLE: Detection of Anti-Saliva 1gG Antibodies of Lutzomyia longipalpis (Diptera:
Psychodidae) in Dogs Naturally Infected with Leishmania infantum

Abstract

Leishmania infantum, the etiological agent of visceral leishmaniasis (VL) in Latin America,
is transmitted by phlebotomine sand flies, with Lutzomyia longipalpis being the main vector
in Brazil. Dogs are considered the primary reservoir of the parasite. This study aimed to
evaluate the canine humoral immune response against Lu. longipalpis salivary antigens,
considering the rate of exposure to the vector. A total of 13 dogs were studied, divided into a
negative group (n=9), not exposed to the vector, and a positive group (n=4), infected with L.
infantum residing in the VL-endemic area. The enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) was standardized using different concentrations of canine serum and secondary
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antibody. After establishing optimal concentrations (serum: 1:25; secondary antibody:
1:4,000), the cutoff point was determined (optical density: 0.345). An increase in anti-saliva
IgG levels was observed in the negative group after exposure to Lu. longipalpis (p=0.0029),
with antibody levels similar to those of positive controls (p>0.05). The findings confirm that
exposure to the vector rapidly induces a detectable humoral response. No correlations were
found between anti-saliva antibody levels and the degree of exposure to the sand fly. These
results reinforce the potential use of Lu. longipalpis saliva as a tool for immunomodulation
studies, as the literature indicates that vector saliva may alter the progression of infection by
L. infantum.

Keywords: Saliva, Lutzomyia longipalpis, Leishmania infantum
Introducao

A leishmaniose visceral (LV) € uma zoonose causada pelo protozoario Leishmania infantum
na América Latina e os cdes domésticos representam os principais reservatorios do parasita,
desempenhando papel fundamental na manutencdo da cadeia epidemiologica da infeccao, o
que torna seu diagnostico e monitoramento da infec¢do canina essenciais para o controle da
leishmaniose visceral em areas endémicas. A L. infantum € transmitida principalmente por
flebotomineos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) do género Lutzomyia nas Américas
(1). No Brasil, a espécie Lutzomyia longipalpis € reconhecida como vetor primario.

A saliva dos flebotomineos constitui um secretoma complexo, rico em moléculas bioativas
com propriedades anti-hemostaticas — como vasodilatadores (maxadilina, adenosina),
anticoagulantes (lufaxin) e antiagregantes plaquetarios (apirase) — que facilitam o repasto
sanguineo. Além disso, a saliva se mostrou um facilitador no processo de atracdo de
neutrofilos (2) e macrofagos (3) para o local da picada, favorecendo o estabelecimento inicial
da infecgdo. Estudo experimental com hamsters infectados demonstrou que a reexposi¢do ao
vetor aumentou mais de duas vezes a transmissao de Leishmania donovani, agente etiologico
da LV na India (4), o que evidencia a relevancia desse mecanismo em regides endémicas. A
saliva do flebotomineo também apresenta propriedades imunomodulatorias, capazes de
induzir perfil Th2 e suprimir respostas Thl protetoras, favorecendo a infec¢do por
Leishmania (5). Em algumas espécies, compostos salivares ainda exercem efeito analgésico,
reduzindo a percepcao de dor e aumentando o tempo de alimentacao.

A exposicao repetida do hospedeiro a esses componentes salivares pode induzir uma resposta
humoral especifica, com produg¢do de anticorpos IgG anti-saliva. Esses anticorpos se
consolidaram como marcadores sensiveis e especificos de contato vetorial em diferentes
contextos epidemioldgicos. A quantificacdo desses marcadores tem sido utilizada para
estimar niveis de exposicao a flebotomineos, avaliar risco de transmissdo e monitorar
intervengoes de controle (6).
A importancia deste estudo decorre do fato de que, embora a LV humana tenha diminuido no
Brasil, a doenga canina permanece prevalente, impulsionada pela urbanizagdo. As primeiras
descrigdes ocorreram em Teresina e Natal, no Nordeste (7,8), mas logo foram relatadas no
Rio de Janeiro (9), Minas Gerais (10), Sdo Paulo e Ceara (11). Atualmente, todos os estados
brasileiros apresentam casos autdctones. A expansiao da LV estd associada a fatores
ambientais e socioecondmicos, como urbaniza¢do desordenada, precarias condi¢des sanitarias
e migracao de pessoas e caes, aumentando o contato entre vetor e hospedeiro. Assim, estudar
o papel do vetor na transmissdo de L. infantum ¢ essencial para compreender o elo entre a
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resposta imune humoral e celular frente aos antigenos salivares e seu impacto na protecao ou
exacerbagao da infeccao.

Neste contexto, o presente estudo tem por hipdtese de que caes sem prévia exposi¢do ao Lu.
longipalpis, apds exposi¢do, desenvolvem niveis detectaveis de IgG anti-saliva e isto poderia
estar correlacionado com a taxa de repasto do flebotomineo. Assim, o objetivo geral foi
avaliar se ha associagdo entre a resposta imune humoral canina contra antigenos da saliva de
Lu. longipalpis e taxa de repasto de flebotomineos. Para tanto, tivemos por objetivos
especificos: a) Padronizar ensaio imunoenzimatico para avaliagdo da exposi¢ao ao inseto
vetor Lu. longipalpis em &reas endémicas para infeccdo por L. infantum. b) Avaliar
associacao entre os niveis de anticorpos anti-saliva do Lu. longipalpis em caes expostos ¢ a
quantidade de flebotomineos. ¢) Avaliar associagdo entre os niveis de anticorpos anti-saliva
do Lu. longipalpis em caes e a taxa de repasto de flebotomineos. d) Avaliar associacdo do
tempo de exposicdo e os niveis de anticorpos anti-saliva do Lu. longipalpis.

Metodologia

3.1 Consideracoes éticas

Todos os procedimentos foram conduzidos em conformidade com as diretrizes éticas para
uso de animais em pesquisa, sob aprovacdo do Comité de Etica em Uso de Animais
(protocolo CEUA-UFRN n° 156.012/2019).

3.2 Obtencao das glandulas salivares de Lutzomyia longipalpis

A dissecacdo das glandulas salivares foi realizada seguindo metodologia ja descrita (12). As
fémeas de Lu. longipalpis utilizadas no projeto eram provenientes de colonia do Instituto de
Medicina Tropical do RN (IMT-RN). As fémeas foram capturadas com capturador manual de
castro e colocadas em tubo Falcon de 15 mL contendo solu¢ao com sabao. O conteudo do
tubo foi suspenso em uma tela de tecido fino fixada em outro recipiente para enxague com
agua corrente até remocdo do sabdo. As fémeas contidas na tela, foram manuseadas com
estilete entomologico até uma placa de Petri contendo PBS 1x e novo enxague sera realizado.
Uma gota de PBS 1x foi aplicada a ldmina de microscopio. Com auxilio dos estiletes
entomologicos, foi retirada a cabega do flebotomineo, para as glandulas salivares ficarem
visiveis na parte posterior da cabeca. As glandulas foram arrancadas com alfinetes de
dissecacdo e aspiradas para uma seringa com PBS 1x até serem transferidas para tubo
Eppendorf e posterior armazenamento a -80°C.

3.3 Animais arrolados no estudo

Com o objetivo de padronizar o ensaio imunoenzimatico para anticorpos IgG anti-saliva de
Lu. longipalpis recrutamos 13 cdes que foram agrupados em dois grupos. Caes positivos: caes
sintomaticos com diagndstico clinico e soroldgico positivo para infec¢do por L. infantum
provenientes de area endémica para leishmaniose visceral (n=4). Caes negativos: caes
nascidos e mantidos em ambiente experimental controlado, em canil telado impregnado com
inseticida, com o objetivo de garantir a auséncia de exposi¢ao aos flebotomineos (n=9). Com
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o objetivo de avaliar o efeito do repasto sanguineo nos niveis de anticorpos IgG anti-saliva de
Lutzomyia longipalpis 8desses cdes foram entdo expostos ao vetor Lu. longipalpis
provenientes de coldnia duas ou trés vezes.

3.4 Exposicao ao inseto L. longipalpis

Cada animal foi exposto a aproximadamente 40 fémeas de Lutzomyia longipalpis. Todos os
flebotomineos utilizados estavam livres de infec¢ao por L. infantum, caracterizando-se,
portanto, como vetores “limpos”. Os insetos permaneceram em contato com o0s cdes por
aproximadamente 30 minutos de forma a permitir o repasto sanguineo. Apos a exposi¢ao,
foram avaliadas a quantidade de fémeas que realizaram o repasto (taxa de repasto %).

3.5. Coleta de amostras de sangue

A coleta de sangue periférico foi realizada em dois momentos: antes (amostra basal) e em
média 18 dias apds a exposicdo aos flebotomineos (variando de 11 a 30 dias). O sangue
coletado foi centrifugado para obtencdo do soro, que foi armazenado a —80°C até¢ a
realizacdo dos testes sorologicos.

3.6 Teste ELISA para detec¢ao de anticorpos anti-saliva

A deteccdo de anticorpos IgG especificos contra a saliva de flebotomineos foi realizada por
ensaio imunoenzimatico do tipo ELISA indireto modificado de protocolo previamente
descrito (13). Placas de microtitulagdo de 96 pocos de alta ligagdo foram sensibilizadas com
50 ul de homogeneizado de glandulas salivares (SGH, concentragdo 0,71 pg/ml) diluido em
tampao carbonato-bicarbonato (pH 9,6) 36 ng/pogo, seguido de incubagdo a 4 °C por 12
horas. Ap6s o bloqueio de sitios inespecificos com solu¢do de TBS/BSA a 4% por uma hora
em temperatura ambiente, as amostras de soro foram diluidas em TBS/BSA a 4% nas
diluigdes 1:25, 1:50, 1:100 e 1:200, sendo o ensaio conduzido em duplicata. Os soros
permaneceram por lh em temperatura ambiente. Em seguida as placas foram lavadas trés
vezes com tampao de lavagem (TBS contendo 0,05% Tween 20) e foi adicionado anticorpo
secundario de coelho anti-IgG canino conjugado a peroxidase (Jackson Immuno Research,
EUA) em diferentes concentragdes (1:2000, 1:4000 e 1:10000). Em seguida as placas foram
lavadas trés vezes com tampao de lavagem e adicionado o substrato. Apos 1 hora, as placas
foram lavadas novamente e em seguida, foi adicionado o cromégeno ABTS e substrato H202
(100 puL/pogo) diluidos em tampao citrato-fosfato pH 4,2. A placa foi incubada ao abrigo da
luz por 20 minutos até a reagdo ser interrompida pela adi¢do de 100 pL/poco de SDS 5%. A
densidade oOptica utilizada para leitura foi de 405 nm (Biochrom®, Asys expert plus,
Cambridge, UK).

Para uma melhor padronizacdo dos resultados, as amostras foram corridas em duplicatas em
presenca e auséncia de sensibilizagdo com antigenos (HGS). Os resultados de densidade
Optica obtida em pogos previamente sensibilizados com antigeno foi diminuido de média de
densidade Optica de pogos nao sensibilizados. Esse procedimento teve por objetivo remover
possiveis variagdes individuais presentes no soro dos caes analisados.
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3.7 Analise estatistica

Os dados foram analisados através do software GraphpadPrism (GraphPad Software, La
Jolla, CA. EUA) versao 8. Dados de um mesmo cao, foram comparados usando o teste teste
T pareado. A significancia estatistica foi determinada através do Two-tailed Student’st test.
Dados ndo pareados foram analisados utilizando o teste Mann—Whitney e as correlagdes
foram feitas através do Pearson test. Somente P valores< 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.

Resultados e Discussoes

4.1 Padronizacao do ensaio imunoenzimatico para deteccio de IgG anti-saliva de Lu.
longipalpis em soro de caes

Primeiramente utilizamos diferentes concentracdes de amostras de soro (1:25, 1:50, 1:100 e
1:200) de 4 caes, sendo 3 provenientes de area endémica para LV e um controle ndo exposto
ao vetor. Diferentes concentragdes de anticorpo secundario também foram testadas (1:2000;
1:4000 e 1:10.000). Para tanto realizamos a sensibiliza¢do da placa com 36ng/pogo.

Com base nos dados encontrados (Figura 1) decidimos pelo uso da diluicdo de, soro 1:25 e
anticorpo secundario na dilui¢ao de 1:4.000..

Para determinacao do ponto de corte de niveis de anticorpos anti-saliva de Lu. longipalpis
utilizamos amostras de 9 cdes ndo expostos ao flebotomineos e cdes provenientes de area
endémica com diagndstico positivo para leishmaniose visceral canina (Figura 2). O ponto de
corte foi determinado como a média das densidades Opticas das amostras negativas, somada
1,96 vezes o desvio padrao das densidades opticas dos controles negativos (0,345) conforme
previamente descrito (14).

Observamos niveis de anticorpos significativamente mais elevados no grupo exposto
(positivo) quando comparado ao grupo ndo exposto (negativo) ao inseto Lu. Longipalpis,
(Figura 2).

Este estudo demonstrou que a exposicdo de cdes a flebotomineos do género Lutzomyia
longipalpis induz a producdo de anticorpos IgG especificos contra a saliva do vetor,
detectaveis por ELISA. A padronizagdo do ensaio permitiu a determinagdo de condigdes
ideais para deteccdo de anticorpos, com elevada sensibilidade para identificar caes
previamente expostos. Contudo, observou-se que nem todos os cdes de area endémica
apresentaram niveis acima do ponto de corte, confirmando estudos que mostraram
variabilidade individual na producao desses anticorpos (15).

4.2 Associacao entre resposta imune humoral canina contra antigenos da saliva de Lu.
longipalpis e repasto de flebotomineos em xenodiagndstico.

Apos exposicdo ao vetor observamos aumento significativo (p= 0,0029) nos niveis de
anticorpos anti-saliva de Lu. longipalpis em caes (Figura 3A), embora alguns ainda tenham
permanecido com anticorpos abaixo do ponto de corte, sugerindo variagdo individual na
magnitude da resposta. Esses dados corroboram com estudos anteriores de descreveram a
existéncia de variacdes individuais na resposta imunoldgica humoral (16). Nao encontramos
diferenca significativa nos niveis de anticorpos anti-saliva de flebotomineos entre caes
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experimentalmente expostos ao repasto de Lu. longipalpis e cdes provenientes de area
endémica, naturalmente expostos ao inseto vetor e infectados por L. infantum (positivos).
Sendo assim, os resultados sugerem que a resposta de anticorpos anti-saliva de Lu.
longipalpis pode ser usada como um marcador de exposi¢do aos flebotomineos e o
estabelecimento dessa ferramenta no laboratério tem uma grande importancia em futuros
estudos epidemiologicos e de imunomodulagao.

Com o objetivo de determinar se os niveis de anticorpos anti-saliva de Lu. longipalpis tem
associacao com a intensidade de exposicao aos flebotomineos, avaliamos a correlagdo dos
niveis de anticorpos anti-saliva de Lu. longipalpis e a quantidade absoluta de flebotomineos
utilizada nas exposi¢des (Figura 4A) assim como o numero absoluto de fémeas alimentadas
durante a exposi¢ao (Figura 4B) e taxa de repasto na exposi¢do (Figura 4C), porém nao foi
possivel detectar correlacdo significativa nas comparagdes. Em estudo prévio realizado com
muitos caes, foi possivel detectar correlagdo entre a taxa de repasto e os niveis de anticorpos
anti-saliva de P. perniciosus(17)

A literatura descreve uma cinética bem definida para os niveis de anticorpos anti-saliva de
flebotomineos, com pico em 5 semanas seguido de declinio (17). No presente estudo ndo foi
identificada correlacdo significativa correlacdo entre os niveis de anticorpos anti-saliva de
Lu. longipalpis e tempo decorrido entre a coleta da amostra a exposi¢do (dias) (Figura 4D).
Contudo, um fator limitante no presente estudo foi o numero reduzido de amostras de caes
avaliadas. Isso ocorreu pela dificuldade de manutencao dos caes em canil telado impregnado
com inseticida.

Conclusao

Os resultados indicam que cdes expostos ao Lu. longipalpis desenvolvem resposta humoral
contra antigeno salivar do inseto. Esses achados refor¢am o potencial uso da saliva do Lu.
longipalpis como ferramenta para estudos de imunomoducdo na infec¢do por Leishmania
infantum, uma vez que a literatura sinaliza que a saliva do vetor pode alterar a evolugdo
frente a infeccao por L. infantum.
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Figura 1- Detec¢ao de imunoglobulina G anti-saliva de Lutzomyia longipalpis em caes
expostos e nao expostos ao inseto. Ensaio imunoenzimatico utilizando diferentes dilui¢cdes de
soro (1:25; 1:100; 1:500) e anticorpo secundario (1:2.000; 1:4.000; 1:10.000).

Figura 2. Deteccao de niveis de anticorpos IgG anti-saliva em cdes ndo expostos (negativos) e
expostos (positivos) ao inseto vetor Lu. longipalpis. As barras representam a densidade 6ptica
(OD) média dos grupos. A linha tracejada indica o valor de corte.

Figura 3. Detecgdo de niveis de anticorpos IgG anti-saliva em caes. A) Niveis de anticorpos
em caes nao expostos e apos exposi¢ao. B) Niveis de anticorpos em cades expostos ao repasto
de Lu. longipalpis e caes de area endémica.

Figura 4. Associagdo entre niveis de IgG anti-saliva e exposi¢ao ao Lu. longipalpis. A)
Anticorpos X total de flebotomineos. B) Anticorpos x fémeas alimentadas. C) Anticorpos x
taxa de repasto (%). D) Anticorpos X intervalo entre exposicdo e coleta. Circu



