UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM GENETICA EVOLUTIVA E BIOLOGIA MOLECULAR

NAYORE TAMIE TAKAMIYA

Ferramentas Moleculares Aplicadas ao Estudo de Parasitas Emergentes em

Leishmaniose Visceral

SAO CARLOS -SP
2023



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM GENETICA EVOLUTIVA E BIOLOGIA MOLECULAR

NAYORE TAMIE TAKAMIYA

Ferramentas Moleculares Aplicadas ao Estudo de Parasitas Emergentes em

Leishmaniose Visceral

Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduagao
em Genética Evolutiva e Biologia Molecular do
Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude da
Universidade Federal de S&o Carlos, como parte
dos requisitos para obtencdo do titulo de Doutora
em Ciéncias.

Area de concentraggo: Genética Evolutiva e Biologia
Molecular.

Subarea: Bioquimica e Biologia Molecular.

Orientadora: Dra. Sandra Regina Costa Maruyama

SAO CARLOS- SP
2023



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

'L,.-
*:{ﬁ-ﬂ Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude
Programa de Pos-Graduacdo em Genética Evolutiva e Biologia Molecular

Folha de Aprovagao

Defesa de Tese de Doutorado da candidata Nayore Tamie Takamiya, realizada em 27/09/2023.

Comissao Julgadora:

[ L)
Prota. Dra. Fernanda de Freitas Anibal (UFSCar)

séf_{ wanas Covs o
F:rnfa. Dra. Luciana Camillo (UFSCar)

:j“l_ A :r:f'__/ A My _-F"_'}_r.l' et D)
Prof-Dr. Adriano Cappellazzo Coelho (UNICAMP)

Prof. Dr. Gabrie! Eduardo Melim Ferreira (FIOCRLUZ)

Dacuiirenbo gisingde @mgmalments

w + (GABRIEL EDUARDO MELIM FERREIRA
g [rata: 03,10/ 2023 GE-35-40-0300
Verifigue em hetps:fpealidar it ga br

O Helatorio de Defesa assinado pelos membros da Comissdo Julgadora encontra-se arguivado junto ao Programa de
P6s-Graduacado em Genética Evolutiva e Biologia Molecular.



DEDICATORIA
Aos meus pais por todo o apoio e amor incondicional, por acreditarem em minha
capacidade de superar qualquer adversidade. A Dona Joanninha Francellin Sartarelli (in

memoriam) pelo exemplo de for¢a e de determinacéo.



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais, Fideo Takamiya e Maria Lucia Sartarelli Takamiya e ao
meu irmao Yuri Tadashi Takamiya por serem meus maiores incentivadores nessa jornada.
Expresso minha sincera gratiddo aos meus pais por toda a confiangca depositada e pela
compreensao das escolhas de vida que fiz. Sempre ofereceram uma rede apoio € amor em
todos os momentos, especialmente nos desafiantes. Sou grata também pela base sélida
familiar que me proporcionaram, pela oportunidade de educacéo e pelo exemplo que sao
como pessoas éticas e integras, por me guiarem a uma excelente formagao pessoal enraizada
em valores humanos.

Quero expressar minha gratidao aos amigos que fiz ao longo desta jornada. A vocés:
Camila Rolemberg, Ellen Gomes, Talita Takahashi, Caio Oliveira, Thaiane Robeldo e Gustavo
Toma pelos dias de alegria, pelas trocas de ideias, pelas conversas sinceras e pela partilha
de sonhos entre um café e outro, suas companhias trouxeram leveza aos momentos dificeis.
Agradecimento especial a Patricia Passos e a Luana Rogério, que ndo foram apenas amigas,
mas também proporcionaram um sentimento de familia, junto & nossa pequena Alice. O
carinho e o apoio emocional que me ofereceram fizeram possivel percorrer esse caminho com
mais serenidade e tranquilidade.

A minha orientadora Profa. Dra. Sandra Regina Maruyama, sou grata pela
oportunidade concedida no laboratorio e por integrar uma linha pesquisa promissora e
desafiadora como a que desenvolvemos. Agradego também pela confianga depositada em
mim nesses anos de caminhada juntas. Suas orientagdes, discussdes construtivas e
conselhos foram fundamentais para minha formagao e crescimento profissional e cientifico.
Cada conversa e incentivo proporcionaram uma nova perspectiva e visdo de senso critico
sobre 0 que é mundo cientifico e académico.

Quero reconhecer e agradecer aos jovens iniciantes na carreira cientifica do
Laboratério de Bioquimica Celular, Carolina Torres, Giovana Maffei e Wesley Klaysson pelas
contribuicdes colaborativas no dia a dia, as trocas de ideias, companheirismo e amizade.

Ao Prof. Dr. Felipe Roberti Teixeira, cuja solicita presenca e generosidade ao
compartilhar seu laboratorio foram fundamentais para o desenvolvimento deste trabalho.
Também gostaria de agradecer ao Prof. Dr. Marcos Roberto Chiaratti, Prof. Dr. Iran Malavazi,
Prof. Dr. Marcelo de Bello Cioffi, Prof. Dr. Anderson Ferreira da Cunha, Prof. Dr. Ricardo Borra
e a Profa. Dra. Lisandra Marques Gava Borges pela disponibilizagcao dos equipamentos em
seus respectivos laboratérios que foram essenciais para o estudo.

A todos os colaboradores direto desse projeto por tornar possivel: Prof. Dr. Roque
Pacheco de Almeida, Dra. Fabricia Alvisi, Prof. Dr. Jodo Santana da Silva, Prof. Dr. José
Marcos Ribeiro, aos grupos de pesquisa da Profa. Dra. Isabel Kinney Ferreira de Miranda

Santos, Profa. Dra. Tricia Maria Ferreira de Sousa Oliveira, em especial seu aluno de



doutorado Ms. Jodo Augusto Franco Leonel, Prof. Dr. Rodrigo Gurgel-Gongalves, Profa. Dra.
Angela Cruz e Dra. Juliana Ferreira Bério. Aos colaboradores dos projetos de pesquisa
executados em paralelo com os grupos de pesquisa do Prof. Andrey José de Andrade, Profa.
Dra. Patricia Quaresma e Profa. Dra. Tamara Dias Oliveira Machado.

A Profa. Dra. Lucile Floeter-Winter e a colecdo de cultura de tripanossomatideos da
Universidade de Sao Paulo (USP) por ceder gentilmente a cepa de C. fasciculata (TCCO39E).
E ao Dr. Rodrigo Mattos dos Santos pela gentileza de ceder a cepa Y de Trypanosoma cruzi
da Colegdo de Culturas do Laboratério de Moléstias Infecciosas (UNIPEX) Faculdade de
Medicina da Universidade Estadual Paulista (UNESP/FMB, Botucatu, SP).

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) pela
concessao inicial de bolsa de Mestrado (Processo GM 133661/2020-2).

A Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) pelo
financiamento de recursos destinados ao desenvolvimento deste projeto por meio de bolsa de
Doutorado Direto (Processo 2021/12464-8) e de auxilio a pesquisa na modalidade Jovem
Pesquisador (Processo 2016/20258-0).

A todos os docentes e funcionarios do Programa de Pds-graduacdo em Genética
Evolutiva e Biologia Molecular e do Departamento de Genética Evolutiva pelo suporte
académico e de infraestrutura.

E por fim, agradeco a todos que direta ou indiretamente contribuiram para que esta

etapa fosse concluida, obrigada.



"A resiliéncia é a for¢a que nos permite perseverar em meio aos desafios da ciéncia, onde o
progresso muitas vezes é lento e os resultados incertos."

Angela Duckworth



RESUMO

As Leishmanioses sao doencgas negligenciadas consideradas um importante problema para a
saude publica. A Leishmaniose Visceral (LV) é forma mais grave da doenca e acomete 6rgaos
como bago, medula dssea, figado e linfonodos. No Brasil, é causada pela espécie Leishmania
infantum. Os avancos das ferramentas de Biologia Molecular fornecem alternativas em
centros de referéncias de diagndstico e de pesquisas. Estudos tem evidenciado a presenca
de tripanossomatideos monoxénicos (Leptomas spp. e Crithidia spp.) no espectro clinico das
Leishmanioses. A implicagdo clinica dessas espécies de tripanossomatideos em
Leishmanioses é desconhecida e o impacto dessas infecgbes pouco estudado. Neste
contexto, sdo necessarias o aprofundamento de pesquisas para identificacdo e investigacao
de Crithidia sp. Desse modo, este trabalho apresentou dois objetivos para colaborar no
avang¢o do conhecimento sobre parasitas emergentes em LV. Um deles foi validar novos
genes especie-especificos capazes de discriminar as espécies L. infantum e Crithidia sp. em
amostras clinicas e experimentais. O outro objetivo foi obter linhagens geneticamente
modificadas de parasitas expressando genes reporteres fluorescentes por meio de técnicas
de engenharia genética e transfec¢ao celular, sendo o gene da proteina verde (GFP) na cepa
de Crithidia sp LVHG0A (cepa LVH60a_C1) e mCherry na cepa HUUFS14 de L. infantum. Os
primers projetados para identificar L. infantum (Lind31seq e Lind31_2420) e Crithidia sp
(Crid2.1seq, LVH60_Tig001 e Catalase-LVH60_12060_1F) demonstraram especificidade,
com bom desempenho de detecgao. Esses primers foram validados, tanto para a identificagcao
qualitativa de espécie quanto para a estimar quantitativamente a carga parasitaria em
amostras experimentais e clinicas de LV, abrangendo uma variedade de hospedeiros
vertebrados. Por meio da triagem molecular e de analise de 62 isolados clinicos de pacientes
com LV utilizando esses genes espécie-especificos, foi possivel identificar 51 culturas de
parasitas com resultado positivo na PCR para Crithidia sp. De maneira interessante, ensaios
de gPCR indicaram a coinfecgcao de L. infantum com Crithidia sp. LVH60A em dois novos
casos de LV em Sergipe. Além disso, reavaliando amostras clinicas de um caso de LV
também de Sergipe publicado em 2019, foi constatado que o paciente estava coinfectado com
essas duas espécies de tripanossomatideos. Com os experimentos de transfecgdo, foi
possivel transformar a cepa de HUUFS14 (L. infantum) expressando o gene fluorescente
mCherry apresentando caracteristica fenotipica semelhante a linhagem selvagem com
capacidade de infectividade em ensaios de infecgao in vitro. Os protocolos de transfeccao
testados neste trabalho nao foram eficientes para a transformacao de Crithidia sp LVHGO0A,
evidenciando as particularidades desse parasito. De forma geral, este estudo desempenhou
importante papel no estabelecimento de novos alvos moleculares que podem ser empregados

para aprimorar o diagnostico da LV. Além disso, tais alvos também se mostram promissores



para investigagbes futuras, visando aprofundar nossa compreensdo sobre o papel dos
tripanossomatideos monoxénicos na patologia da LV e/ou como potenciais parasitas

emergentes.

Palavras-chave: Diagnéstico molecular; PCR em tempo real (QPCR); Leishmaniose Visceral;

Leishmania infantum; Crithidia sp. LVHE60A; coinfeccao por tripanossomatideos.
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ABSTRACT
Leishmaniases are neglected tropical diseases considered important to public health. Visceral
Leishmaniasis (VL) is the most severe form of the disease, which affects organs such as

spleen, bone marrow, liver and lymph nodes. It is caused by Leishmania infantum in Brazil.

Advances in Molecular Biology tools have provided alternatives for diagnostics at research
reference centers. Studies have demonstrated the presence of monoxenous trypanosomatids
(Leptomas spp. and Crithidia _spp.) in the clinical spectrum of Leishmaniasis. The clinical
implications of these trypanosomatid species in Leishmaniasis are unknown, and the impact
of these infections has rarely been studied. Further research is necessary to identify and
investigate these species. Therefore, this work presented two goals to advance knowledge
about this emerging VL parasites. The first one was to identify new species-specific genes able

of discriminating between L. infantum and Crithidia sp. in clinical and experimental samples.

The secod one was to obtain genetically modified strains of parasites expressing fluorescent
reporter genes through genetic engineering and cell transfection techniques, such as the green
fluorescent protein (GFP) gene in Crithidia sp. LVH60A (strain LVH60a_C1) and mCherry in
the HUUFS14 strain of L. infantum. Primers designed to identify L. infantum (Lind31seq and
Lind31_2420) and Crithidia sp. (Crid2.1seq, LVH60_Tig001, and Catalase-LVH60_12060_1F)
showed a good performance of detection. These primers have been extensively validated,
both for species identification (qualitatively) and for estimation of parasite load (quantitatively)
in experimental and clinical VL samples, covering a variety of vertebrate hosts. Through
molecular screening and analysis of 62 clinical isolates from VL patients using these species-
specific genes, it was possible to identify 51 parasite cultures with positive PCR results for

Crithidia sp. Interestingly, gPCR assays indicated co-infection of L. infantum with Crithidia sp.

LVHG60A in two new cases of VL in Sergipe. Furthermore, by re-evaluating clinical samples
from a case of VL from Sergipe published in 2019, it was found that the patient was co-infected
with these two species of trypanosomatids. With the cell transfection experiments, it was
possible to transform the HUUFS14 strain (L. infantum) expressing the fluorescent gene
mCherry, presenting phenotypic characteristics similar to those of the wild-type strain and
keeping infective capacity in in vitro infection assays. The transfection protocols tested in this
study were inefficient for the transformation of Crithidia sp. LVHG60A, highlighting the
peculiarities of the parasite. Overall, this study was important in establishing new molecular
targets that can be used to improve the diagnosis of VL. Furthermore, such targets show
promise for future investigations, aiming to deepen our understanding of the role of monoxenic

trypanosomatids in VL pathology and/or as potential emerging parasites.
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ITS- regido do espagador transcrito interno ribossémico
kDNA- Acido desoxirribonucleico do cinetoplasto

dsDNA- Double stranded DNA (acidos nucleicos de cadeia dupla)
LAMP- amplificagao isotérmica mediada por loop
TriTrypDB- banco de dados de tripanossomatideos
Primer- Blast- ferramenta para o design de primers
BLASTN- Ferramenta basica de pesquisa de alinhamento local
HUUFS14 — cepa de Leishmania infantum

JPCMS5 - referéncia L. infantum dos bancos de dados

ML- Microlitro

g- Unidade de medida de forga relativa da centrifuga
RNAse- Ribonuclease

CWS - Column Wash Solution
WHO/MHOM/BR/74/PP75- cepa de L. infantum
MHOM/BR/1973/M2269- cepa de L. amazonensis
IFLA/BR/67/PH8- cepa de L. amazonenses

M2269 - cepa de L. amazonenses

MHOM/BR/75/M2903- cepa de L. braziliensis
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LTCP15171- cepa de L. braziliensis

LTCP393- cepa de L. braziliensis

M2903- cepa de L. braziliensis

SBF — Soro bovino fetal

LVH60_C3- isolado Crithidia sp LVHG60A

LVH117_C1- isolado Crithidia sp LVHG0A

LVH120_C5- isolado Crithidia sp LVHG0A

TCCO39E- cepa de C. fasciculata

Y- Cepa de Trypanosoma cruzi

LIT- infusdo hepatica de triptose

THP-1- Linhagem celular humana derivada de leucemia monocitica aguda
RPMI 1640 — Meios de cultura celular classico para células eucarioticas
CO.,.Dioxido de carbono

PMA- Phorbol 12-Miristato 13-Acetato

CDC- Armadilha luminosa tipo CDC (Center on Disease Control)
Lutzodex- aplicativo para identificacdo de insetos vetores

MM- micromolar

ERV-3- Gene enddgeno retrovirus grupo 3

G3PDH- Gene gliceraldeido 3-fosfato da desidrogenase

IVS6- Gene cacofonico

s- Segundos

°C- graus Celsius

Mb- Megabases

bp- pares de base

NCBI - National Center for Biotechnology Information (Centro Nacional de informagdes sobre
biotecnologia)

fg- Fentograma

ng- Nanograma

CV- Coeficiente de variagao

Cq- Cycle Threshold

h- Horas

PNA- Peanult Agglutinin

HUUFS- Hospital Universitario da Universidade Federal de Sergipe
TCLE- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

CEUA- USP/FZEA- Comité de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Zootecnia e

Engenharia de Alimentos da Universidade de Sao Paulo
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CEUA- FMRP/ USP- Comité de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de

Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo
SISBIO- Sistema de Autorizacao e Informacgéao sobre Biodiversidade
mM- Milimolar

Tris- hidroximetil aminometano

HCI- acido cloridrico

(NH4)2,S0O4. Sulfato de aménia

dNTP- desoxinucleosideos trifostatos
MgCl,- Cloreto de magnésio

pmol- picomol

ML- Método de Maxima Verossimilhanca
G- Guanidina

C- Citosina

A- Adenina

T- Timina

Tm- Temperatura de melting

g- Gramas

Eff- Porcentagem de eficiéncia

R22- Coefiente de determinagdo da reagéo
ACqg- Varaigao de Cq

PKDL- Leishmaniose dérmica pés calazar
BMLV- Medula 6ssea

PB- Sangue periférico

Cl- Isolados clinicos

RNA- Acido ribonucleico

PTU- Unidade de transcric&do policistronica
pH- Potencial hidrogenidnico

CAT- Cloranfenicol acetiltransferase

GFP- Proteina fluorescente verde

EGFP- Proteina verde fluorescente aprimorado
YFP- Proteina fluorescente amarelo

RFP- Proteina fluorescente vermelho
LVH60a_C1- Crithidia sp LVHE0A

pSSU_EGFP-C1/Neo — vetor com gene EGFP com resisténcia a neomicina

pSSU_mCherry-C1/Neo- vetor com gene mCherry com resisténcia a neomicina
FMRP/USP- Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo



rpm- Rotagao por minuto

LB- Meio de cultivo liquido Luria Bertan

LB-agar- Meio de cultivo liquido Luria Bertan associado ao agar
UFC- Unidades formadoras de col6nias

DLso- Dose letal

G418 - Antibiotico aminoglicosideo analogo a neomicina
EPB- Tampao para eletroporacao

NaCl- Cloreto de Sédio

KCI- Cloreto de potassio

Naz2HPO;, - fosfato dissddico

Mg- Micrograma

V- Voltagem

MF- Capacitancia

% - Simbolo infinito

WT- Wild type (WT)

PBS - tampao fosfato salino

DH5a- bactéria Escherichia coli calcio competente

mL- Mililitro

DsRed- Proteina vermelho fluorescente derivada de Discossoma
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1. INTRODUGAO

1.1. As Leishmanioses

As Leishmanioses s&o doengas tropicais negligenciadas que representam um
importante problema para a saude publica em paises que sao endémicas. A doenca é
decorrente da infecgdo causada pelo parasita do género Leishmania (Maxfield; Crane, 2022;
World Health Organization - WHO, 2023). O quadro clinico decorrente da infecgdo depende
da espécie do parasita causador e a interacdo com o hospedeiro (Azami-Conesa; Goémez-
Munoz; Martinez-Diaz, 2021).

Cerca de 22 espécies de Leishmania possuem a capacidade de infectar mamiferos
resultando em diferentes patologias. Apesar da morfologia celular semelhante, existem
diferentes espécies responsaveis por desencadear as variadas formas clinicas (Alvar et al.,
2012; Maxfield; Crane, 2022; Steverding, 2017) como apresentada na Tabela 1. A
Leishmaniose tegumentar americana (LTA) se manifesta através de lesbes cutaneas, que
podem variar entre os casos de Leishmaniose cuténea (LC) e a inflamag&o mucosa na forma
de Leishmaniose mucocutanea (LMC) (Herwaldt, 1999; Reithinger et al., 2007). A forma grave
da doencga é a Leishmaniose Visceral (LV) acometendo 6rgaos internos como bago, medula
Ossea, figado e linfonodos podendo ser fatal quando n&o diagnosticada e/ou tratada
adequadamente (CDC-Centers for Disease Control and, 2019). A Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) estima que numero de novos casos de Leishmanioses anualmente varie de 700
mil @ 1 milhdo (World Health Organization - WHO, 2023). Esta enfermidade engloba o grupo
das principais doengas tropicais negligenciadas com endemicidade em 99 paises, sendoa LC
notificada em 89 paises e LV em 80 paises, e ambas as formas da doenga em 71 localidades
(PAHO/WHO | Pan American Health Organization, 2022b).

Tabela 1: Classificagao das espécies patogénicas de Leishmania.

Subgénero Espécie Tropismo/Forma clinica
. Visceral e Leishmaniose dérmica pds-
L. donovani
calazar
L. tropica Cuténea
L. major Cuténea
Leishmania L. aethiopica Cutanea
L. infantum/chagasi Visceral
L. mexicana Cutanea
L. amazonensis Cutanea
L. venezuelensis Cutanea
L. braziliensis Mucocutanea
Viannia L. peruviane? Cutén?a
L. guyanensis Mucocuténea
L. panamensis Mucocuténea

Tabela adaptada de Herwaldt (HERWALDT, 1999).
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Os vetores com capacidade de hospedar esses tripanossomatideos sao
flebotomineos (Ordem Diptera) da familia Psychodidae. Esses insetos estdo
predominantemente presentes em areas subtropicais e tropicais habitando ambientes
relativamente umidos e quentes que propiciam a sua proliferacao (World Health Organization
- WHO, 2023). Flebotomineos fémeas alimentam-se do sangue de mamiferos, uma vez que
a hematofagia é essencial para a oviposicao (Steverding, 2017). Os parasitas Leishmania sao
transmitidos por meio da picada desses insetos flebotomineos. Com isso a ampla gama de
hospedeiros mamiferos envolvidos (humanos, canideos, felinos, marsupiais e roedores) na
Leishmaniose exibe padrdes de transmissdo tanto zoondticos quanto antropondticos
(Claborn, 2010; Steverding, 2017).

Os dipteros com a capacidade de transmitir a Leishmania sao descritos como as
espécies distribuidas pelo Velho Mundo (género Phlebotomus) e as do Novo Mundo (género
Lutzomyia) (Herwaldt, 1999). Este ultimo género esta presente nas Américas e € encontrado
no Brasil. As espécies relacionadas a transmissdo das Leishmanioses no pais sdo Lu.
longipalpis e Lu. cruzi, Nyssomyia whitmani, algumas espécies do género Pintomyia

conhecidas popularmente como "mosquito-palha," "asa branca" ou "birigui” (Akhoundi et al.,
2016; Brasil, 2014; da Costa; Cordeiro; Rangel, 2018; de Oliveira et al., 2017; de Sousa et al.,
2023).

Leishmania exibe duas morfologias distintas (Figura 1) ao longo de seu ciclo de vida:
a forma promastigota, caracterizada por seu corpo celular alongada e a presencga de flagelo
(15-28 ym x 1,5-3,5 ym), encontrada nas microvilosidades intestinais do vetor; e a forma
amastigota com formato arredondado (2-5 ym) que reside intracelularmente nas células

fagociticas de hospedeiros vertebrados (Claborn, 2010; Hommel, 1999).
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Figura 1: Morfologia celular de Leishmania.

Leishmania spp.

Procyclic promastigote Amastigote
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Representagéo das morfologias celulares de Leishmania spp. Reproduzido do trabalho de Rodriguez et
al. (Rodriguez et al., 2018).

O ciclo de vida desses protozoarios tem inicio durante o repasto sanguineo, quando
a fémea do flebotomineo infectado realiza uma picada para se alimentar do sangue de um
mamifero, regurgitando as formas promastigotas metaciclicas de Leishmania. O parasita
flagelado interage com as células fagociticas mononucleares do sistema imunolégico do
hospedeiro, incluindo macrofagos e células dendriticas. Uma vez fagocitado o parasita passa
por uma diferenciagdo morfolégica para a forma amastigota, onde permanece dentro do
vacuolo parasitéforo. Nesse ambiente, o parasita se reproduz por fissdo binaria. Uma unica
célula infectada pode conter aproximadamente 20 ou mais formas amastigotas, que sao
liberadas apds o extravasamento celular para invadir outras células. O flebétomo adquire as
formas amastigotas ao se alimentar do sangue do hospedeiro mamifero infectado. No interior
do vetor, ocorre a diferenciagéo dessas formas para a forma promastigota prociclica seguida
da forma promastigota metaciclica, que migram para o aparato bucal do flebotomineo durante
a hematofagia reiniciando assim o ciclo (Aronson et al., 2016; Bates, 2018; Claborn, 2010;
Gossage; Rogers; Bates, 2003; Uliana; Trinconi; Coelho, 2018). A Figura 2 esquematiza o

ciclo de vida de Leishmania.
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Figura 2: Ciclo de vida de Leishmania.
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Esquema representando a morfologia e o ciclo de vida de Leishmania spp. Reproduzido do estudo de
Sheikh et al. (Sheikh et al., 2020).

A LV é a forma clinica mais grave e fatal se ndo tratada adequadamente. O agente
etiolégico é a Leishmania donovani nos paises do Velho Mundo e Leishmania infantum em
paises do Novo Mundo (Azami-Conesa; Goémez-Muinoz; Martinez-Diaz, 2021; PAHO/WHO |
Pan American Health Organization, 2022b). Brasil, india, Quénia e Suddo s&o os paises que
correspondem a 68% dos casos de LV, como mostrado na Figura 3. A Organizagado Pan-
Americana da Saude (OPAS) identificou no periodo de 2001-2021 o registro de 69.665 novos
casos de LV nas Américas considerando uma taxa de letalidade alta em comparacdo aos
outros continentes (PAHO/WHO | Pan American Health Organization, 2022a). No ano de
2021, a taxa de incidéncia e o numero de casos de LV revelaram que o Brasil apresenta
indices elevados. Neste mesmo periodo o pais concentrou 93,5% de casos registrados para
LV e niveis de transmissao da doenga considerados de alto a muito intenso (PAHO/WHO |
Pan American Health Organization, 2022a).
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Figura 3: Endemicidade da Leishmaniose Visceral no mundo.

el s
- —_— @u;-m:#w—

Distribuicdo dos casos de LV no mundo. Mapa reproduzido da Organizagdo Mundial da Saude (World
Health Organization - WHO, 2023).

1.2. Tratamento e preveng¢ao da Leishmaniose Visceral

Os medicamentos antileishmania recebem baixa atencéo e pouco investimento por
parte dos governos e laboratérios farmacéuticos com relagédo ao desenvolvimento de novos
farmacos eficazes. Apesar da existéncia de medicamentos usadas no tratamento da LV, estes
compostos provém de formulagbes de medicamento antigos que requerem uma
administragdo parental prolongada com toxidade alta e efeitos colaterais graves (Croft;
Yardley, 2002; Vermelho et al., 2014).

Uma preocupacdo sobre esses farmacos €& a resisténcia do parasita aos
medicamentos empregados no tratamento da LV. Diversos fatores, como exposigéo repetida
a farmacos, genética do parasita e a complexa interagdo entre o parasita e o sistema
imunoldgico do hospedeiro, podem contribuir para o desenvolvimento de resisténcia (Croft;
Yardley, 2002; Shahnaz et al., 2018; Sundar; Chakravarty, 2010).

No tratamento da LV sdo usados antimoniais pentavalentes (N-methyl glucamine e
estibogluconato de sddio), Anfotericina B Liposomal, Anfotericina B Desoxicolato e
alternativamente estao sendo usados outros medicamentos como miltefosina e paromomicina
(Carnielli et al., 2018; Kobets; Grekov; Lipoldova, 2012; Mishra; Saxena; Singh, 2007). A
eficacia desses agentes quimioterapicos varia de acordo com o estado imunoldgico do
paciente e a resisténcia do parasita ao farmaco (van Griensven; Diro, 2019). Conforme as
diretrizes para o tratamento das Leishmanioses na regido das Américas divulgado pela OPAS,
recomenda-se fortemente o0 uso de anfotericina B lipossomal nos casos pediatricos e adultos
com monitoramento hospitalar rigoroso para avaliagao da toxicidade (Pan American Health

Organization, 2022). No Brasil, os compostos derivados de antimoniais pentavalentes (Sb*%)
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como o antimoniati-N-metil glucamina (Glucantime) e a Anfotericina B Liposomal sdo usados
para o tratamento da LV (Brasil, 2014; World Health Organization - WHO, 2023).

Como medidas preventivas, recomendam-se abordagens multifacetadas para evitar
os riscos de transmissao da LV envolvendo atividades de estimulo a protecao individual como
uso de repelentes, uso de telas e mosquiteiros nos domicilios, evitar atividades em ambientes
e horarios em que ha ocorréncia de vetores. Medidas de protegao coletiva como controle de
vetores nas residéncias por meio de inseticidas, vigilancia entomoldgica, cuidados e
tratamentos necessarios para os animais domésticos, a busca por informacdes e educacéo,
além de seguir as orientagbes da vigilancia epidemioldgica (Brasil, 2014; World Health
Organization - WHO, 2023) também sio abordagens recomendadas para prevencao da

doenga.

1.3. Métodos diagnésticos para a Leishmaniose Visceral

A LV possui uma sintomatologia ampla que depende da evolugdo da infeccao
variando de manifestacdes oligossintomaticas (sintomas discretos), moderadas e graves que
pode levar a ébito quando nao diagnosticadas e tratadas a tempo (Brasil, 2014). Durante a
fase aguda, os sintomas apresentados incluem febre prolongada e irregular, caquexia,
esplenomegalia, anemia severa, perda de peso, pancitopenia e hepatomegalia, e nos casos
mais graves pode ocorrer anasarca (Brasil, 2014; World Health Organization - WHO, 2023).

O diagndstico da LV envolve uma variedade de técnicas que abrangem exames
sorolégicos e parasitolégicos. As técnicas parasitolégicas podem ser diretas, como as
analises histopatolégicas de amostras da medula éssea e de tecidos para visualizagdo de
formas amastigotas ou de técnicas indiretas como o isolamento do parasita por meio de cultivo
em culturas especificas para Leishmania (Aronson et al., 2016). Tanto a visualizagao direta
do parasita quanto a de cultivo estdo acessiveis nos grandes centros de saude e/ou institutos
de pesquisa especializados para investigar casos de LV. No entanto, a sensibilidade varia e
€ influenciada pela quantidade de parasitas na amostra clinica, bem como pela habilidade e
capacitagao dos profissionais em identificar e realizar as técnicas necessarias (Rashid, 2014).

Os métodos soroldgicos sao considerados nao invasivos e geralmente oferecem
resultados rapidos, pois se baseiam na detecg¢ao de anticorpos contra Leishmania e de seus
antigenos. No entanto, sua sensibilidade e especificidade podem variar, além disso, esses
métodos podem apresentar reatividade cruzada com outras espécies de tripanossomatideos
(Freire et al., 2019; Rashid, 2014).

Os exames sorologicos englobam uma variedade de testes, tais como a
imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaios imunoenzimaticos (ELISA), o teste de aglutinagao

direta (DAT), o teste de anticorpos imunofluorescente (IFAT) e o teste imunocromatografico
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(rk39 RDT) (Freire et al., 2019; Rashid, 2014; World Health Organization, 2008). Conforme o
Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral (Brasil, 2014), no Brasil os
diagnésticos sorologicos utilizados sao o ELISA e RIFI. O diagnéstico para a LV é concluido
quando, além da apresentagdo de dados clinicos, 0 exame sorolégico é reagente e entao
inicia-se o tratamento. No entanto, se um teste é reagente na auséncia de manifestagoes
clinicas, o diagndstico ndao é fechado e nao é autorizado o tratamento. Casos assim sao
considerados assintomatico (Brasil, 2014).

Além dessas abordagens, também ¢é possivel utilizar ferramentas de biologia
molecular, como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e suas variagdes, em amostras
obtidas tanto da medula 6ssea quanto do sangue periférico. Esse enfoque complementa os
demais exames, oferecendo suporte as pesquisas e investigagdes epidemioldgicas (Aronson
et al., 2016; de Paiva-Cavalcanti et al., 2015).

Nos ultimos anos, houve um notavel avango no campo da biologia molecular,
especialmente no contexto das abordagens genémicas e no desenvolvimento de ferramentas
que desempenham um papel fundamental tanto na pesquisa quanto na area da saude. As
técnicas moleculares demonstram uma alta sensibilidade e especificidade, permitindo sua
aplicagdo em diversas amostras clinicas (Buckingham, 2019; Fakruddin et al., 2013). A
abordagem molecular tem a capacidade de detectar infecgbes, proporcionar diagnésticos
precisos e até mesmo monitorar a resisténcia a medicamentos. Com a crescente demanda
por respostas para varias doengas e a necessidade de compreender os mecanismos de
interac&o entre patégeno e hospedeiro em nivel molecular, o progresso continuo da ciéncia e
da pesquisa impulsionou o desenvolvimento de métodos moleculares (Buckingham, 2019;
Netto; Saad, 2005).

Para o diagnostico e a investigacdo de doencgas negligenciadas, como a LV, as
abordagens moleculares estdo sendo empregadas ndo somente para a deteccdo do parasita,
mas também para a identificacdo e a compreensdo da diversidade das espécies de
Leishmania, bem como sua distribuicdo possibilitando uma visdo mais abrangente da
ecoepidemiologia e das variagdes populacionais desses parasitas (Guerbouj et al., 2014). Os
principais métodos moleculares sao baseados no uso de acidos nucleicos do parasita.
Ensaios como PCR ou PCR quantitativo em tempo real (QPCR) vem sendo validados para o
diagnéstico da LV (Sundar; Rai, 2002; Sundar; Singh, 2018).

A PCR ¢é uma ferramenta versatil que oferece detecgdo do material genético através
da amplificacao de regides alvos do gene do parasita em diversos tipos de amostras (clinicas,
experimentais e de animais), o que torna um método preciso e confiavel (Sundar; Singh,
2018). Uma das vantagens notaveis é a sua interpretacéo simples por meio de eletroforese

em gel de agarose com foco qualitativo. No entanto, € importante destacar algumas limitagdes
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associadas a essa abordagem como o tempo e condi¢des necessarias para o processamento
da amostra, méo de obra especializada, equipamentos de alto custo e risco de contaminagao
devido a manipulacao direta (Wanger et al.,, 2017). Vale ressaltar que os ensaios de PCR
exibem uma sensibilidade variavel, uma vez que ela depende da carga parasitaria presente
na amostra clinica, dos métodos de extracio e preservacdo do DNA, bem como da regido
escolhida para o desenho dos primers usados durante os ciclos de amplificacdo (Sundar;
Singh, 2018).

Diversos alvos foram desenhados e empregados em diversos protocolos de PCR
disponiveis na literatura cientifica, sendo os mais frequentemente mencionados: os baseados
no DNA nuclear, como o gene da regido 18S da subunidade do RNA ribossémico (SSU rRNA)
(Filgueira et al., 2020; Noyes et al., 1999; Srivastava et al., 2011; Sundar; Singh, 2018;
Tsokana et al., 2014), da regido do espagador transcrito interno ribossémico (ITS) (Rezaei
et al., 2020; Schénian et al., 2003) e regides repetitivas do DNA mitocondrial (contido no
cinetoplasto, conhecido como kDNA) (Abbasi et al., 2013; Tsokana et al., 2014; Weirather et
al., 2011), porém ainda ha uma lacuna em relagdo a um ensaio de PCR universal padronizado
que possa ser amplamente adotado pelos centros de diagnéstico de LV. Isso se deve ao fato
de que a maioria dos protocolos existentes é desenvolvida em laboratérios de institutos de
pesquisa (Tsokana et al., 2014).

A PCR em tempo real (qQPCR) representa uma variagédo da técnica original de PCR.
Neste método, a amplificacdo do material genético pode ser monitorada em tempo real,
resultando em uma aplicagdo mais precisa com uso de pouco material genético na geracéo
de dados robustos com alta confiabilidade, dispensando o uso de géis eletroforéticos (Netto;
Saad; Dysert, 2003). A técnica de gPCR envolve um sistema que permite a visualizagao
simultanea da amplificacdo e da deteccédo do produto refletindo a quantificacdo através da
emissao de fluorescéncia a medida que o material genético € amplificado. Essa emissao de
fluorescéncia pode ser obtida por meio de intercalantes inespecificos, que se ligam a dupla
hélice de DNA ou por meio de sondas fluorescentes especificas direcionadas a regido a ser
amplificada, sendo a fluorescéncia de ambos os métodos detectada e quantificada pelo
equipamento de qPCR (Bell; Ranford-Cartwright, 2002, de Paiva-Cavalcanti et al., 2015;
Netto; Saad; Dysert, 2003; Paiva-Cavalcanti; Regis-da-Silva; Gomes, 2010).

As vantagens da aplicagdo da qPCR no diagnéstico da LV incluem a capacidade de
detectar o DNA do parasita com o uso de quantidades minimas de amostras clinicas e
discriminacao da espécie envolvida. Também é possivel 0 monitoramento do tratamento, a
avaliagao da eficacia de novos farmacos por meio de ensaios comparativos, investigagdes
epidemiolégicas sobre a distribuicdo e o acompanhamento de pacientes assintomaticos
(Costa et al., 2002; Diotallevi et al., 2020; Sudarshan; Sundar, 2014; Tsokana et al., 20714). No
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entanto, é relevante ressaltar que essa abordagem diagnodstica apresenta algumas
desvantagens e limitagdes como custo mais elevado dos materiais e reagentes especificos
necessarios, a exigéncia de instalagbes laboratoriais adequadas, pela necessidade de
pessoal treinado para executar a técnica e pela complexidade na analise e interpretacao dos
resultados obtidos (Netto; Saad, 2005; Paiva-Cavalcanti; Regis-da-Silva, Gomes, 2010).

Com base na metodologia da gPCR surge uma derivagao conhecida como sistema
Multiplex gPCR, os quais empregam mais de um par de primers em uma Unica reagao, o que
possibilita a amplificacao simultdnea de varias sequéncias ao longo do processo de
amplificacdo do DNA. No entanto, trata-se de um sistema que demanda otimizacao, design
dos primers e processo de ciclagem apropriados, além do uso de sondas caras (Conter et al.,
2018; de Cassia-Pires et al., 2017; Wanger et al., 2017).

Outra abordagem molecular diagnéstica promissora para a LV é a técnica de
amplificacao isotérmica mediada por loop (LAMP) que tem como objetivo amplificar o DNA
alvo utilizando multiplos primers em uma temperatura constante eliminando a necessidade de
um termociclador, sendo conduzido em banho-maria simples ou um termobloco, tornando-o
viavel em cenarios com recursos limitados e avaliagdes em campo. A simplicidade deste
protocolo e a auséncia de necessidade por equipamentos altamente complexos fazem do
LAMP uma opc¢ao valiosa para aplicagdo em campo ou em locais com acesso restrito a
tecnologia avancada (de Paiva-Cavalcanti et al., 2015; Ghosh et al., 2022; Nzelu; Kato; Peters,
2019).

De maneira geral, para o sucesso do desempenho dos testes que utilizam técnicas
de PCR para o diagnéstico de LV sao influenciados por diversos fatores cruciais como (I) a
qualidade e a técnica de coleta dos tecidos (medula éssea, sangue periférico, bidpsia de
tecidos, etc) para assegurar a boa obtengao de material genético; (I1) a preservagéo cuidadosa
das amostras biologicas apos a extracdo do DNA genémico, garantindo que a integridade do
DNA seja mantida e (lll) selegéo e analise correta das regides especificas e informativas do
DNA para o desenho dos primers, a fim de assegurar a especificidade e a eficiéncia da
amplificacédo (Bustin et al., 2009; Conter et al., 2019; Reithinger; Dujardin, 2007; Sundar;
Singh, 2018).

1.4. Genes reporteres para o estudo de Leishmania

Uma forma de estudar o ciclo bioldgico e os mecanismos de infeccado de Leishmania,
bem como a eficacia de farmacos, é por meio de modelos experimentais in vitro (linhagens de
macrofagos humanos e de camundongos) ou in vivo (infecgdo em hamster) (Handman, 2001;
Lang et al., 2005). Sistemas de genes reporteres € uma tecnologia amplamente usada para

tais finalidades permitindo a identificagdo e analises para compreensdo da interacdo
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parasita/hospedeiro. Esses sistemas sdo empregados na caracterizagcéo e estudos sobre o
desenvolvimento do parasita e seus mecanismos de proliferacdo, podendo atuar como
marcadores de proteinas alvo, ferramentas para monitoramento da doenca e testes com
novos farmacos (Boy et al., 2022).

Um gene reporter é caracterizado como um gene capaz de expressar um fendtipo
discernivel e mensuravel em um contexto em que as proteinas enddgenas estdo
predominantemente presentes e incapaz de afetar as células hospedeiras (Boy et al., 2022;
Naylor, 1999). Essa metodologia foi aplicada a outros parasitas como Trypanosoma cruzi
(Alves et al., 2013; Goyard et al., 2014; Kessler et al., 2013) e Toxoplasma gondii (Gubbels;
Striepen, 2004; Hao et al., 2012; Salehi; Peng, 2012) na busca de novos farmacos para o
tratamento e estudos dos processos bioldgicos desses organismos. De certa forma, a mesma
estratégia também foi usada para os estudos com espécies de Leishmania como visto na
revisdo sistematica feita por Boy e colaboradores (Boy et al.,, 2022) que abrangeu a
aplicabilidade de diferentes sistemas fluorescentes e suas respectivas vantagens e
desvantagens na utilizagdo do gene repoérter em diversos estudos envolvendo Leishmania.

Os estudos da interacdo parasita-hospedeiro podem ser explorado através de
parasitas transformados que incorporam e expressam um gene reporter fluorescente por meio
da técnica de transfecgéo (Goyard et al., 2014). A criagdo de um parasita fluorescente envolve
técnicas da engenharia genética, fornecendo ferramentas para manipulagédo molecular que
pode ser facilmente identificado por equipamentos como microscopios de fluorescéncia,
fluorimetros e citometria de fluxo (Sadeghi et al., 2015; Sean Ha et al., 1996).

Em Leishmania, a regulacdo génica € organizada em unidade de transcrigdo
policistrénica (PTU) o que significa que multiplos genes codificadores de proteinas séo
transcritos juntos em um unico precursor de RNA. Na auséncia de um mecanismo de controle
transcricional a regulagao desses genes ocorre por meio de modificagées pds-transcricionais
e pos-traducionais (Christine Clayton, 2019).

Estudos elaboraram estratégias de expressdo constitutiva com o uso de gene
reporter em Leishmania visando a inser¢gdo por recombinacdo homédloga na regido da
subunidade ribossomal 18S (SSU rRNA). Essa regido € reconhecida como ativa e
conservada, apresentando niveis transcricionais substanciais e amplamente usada em
diversos estudos (Beattie et al., 2008; Bolhassani et al., 2011; Jara et al., 2019; Lang; Lecoeur;
Prina, 2009; MiRlitz et al., 2000; Singh et al., 2009; Taheri; Eskandar; Rafati, 2017). Esses
genes reporteres podem ser inseridos para que expressem de forma intracelular, como por
exemplo, cloranfenicol acetiltransferase (CAT), B-galactosidase, proteina fluorescente verde
(GFP) e por bioluminescéncia (luciferase) (Bolhassani et al., 2011; Boy et al., 2022; Naylor,
1999).
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Os parasitas recombinantes podem ser transformados com genes estaveis ou
transitorios, no caso dos genes estaveis ocorre a transfecgdo com um DNA que se integra ao
genoma do protozoario; ja com os genes transitorios o material do vetor permanece em sua
forma epissomal mantendo a aplicagao continua de uma substancia seletiva para nao ocorrer
perda deste material (Boy et al., 2022).

Um gene reporter amplamente utilizado em ensaios in vitro € a proteina verde
fluorescente (GFP) e as suas derivacbes da GFP mutante que fluorescem em um
cumprimento de onda mais longo como o verde fluorescente aprimorado (EGFP), fluorescente
amarela (YFP), fluorescente vermelha (RFP) e proteina fluorescente ciano (CFP) (Dube;
Gupta; Singh, 2009; Pulido et al., 2012). A GFP nativa € uma molécula sintetizada originaria
de um organismo marinho bioluminescente (Aequorea victoria), sendo notavel pela sua
estabilidade cromofora (Chalfie et al., 1994; Prasher et al., 1992, Sean Ha et al., 1996).

1.5. Contexto de co-infec¢ées por tripanossomatideos monoxénicos em
Leishmaniose

Parasitas do género Leishmania estdo inseridos na ordem Kinetoplastida (familia
Trypanosomatidae) que abrange um grupo diverso de outros protozoarios, sendo de
consideravel importancia clinica (humanos e animais) como os géneros Leishmania e
Trypanosoma, e para a agricultura (d’Avila-Levy et al., 2015), como o género Phytomonas. O
género Tryapanosomatidae sdo categorizados principalmente com base em suas estratégias
de ciclos de vida, sendo divididos em géneros monoxénicos que parasitam exclusivamente
invertebrados, geralmente insetos; e os géneros dixénicos que precisam parasitar tanto
insetos quanto hospedeiros vertebrados para completarem o ciclo de vida (Votypka et al.,
2015).

Trypanosamatidae é uma familia diversificada que compreende nove géneros que
abrangem parasitas de ciclo de vida monoxénicos (parasitam apenas insetos) e os parasitas
dixénico de que alternam o ciclo de vida entre insetos vetores e hospedeiros mamiferos ou
plantas (Simpson; Stevens; Luke$, 2006). Os géneros Trypanosoma e Leishmania sao
obrigatoriamente dixénicos e desempenham um papel de relevancia médica, causando
doencas em seres humanos e animais domésticos. Um outro parasita dixénico pertencente
ao género Phytomonas é transmitido por insetos a plantas (Kaufer et al., 2017; Kostygov et
al., 2021). Na subfamilia Leishmaniinae, encontramos os parasitas dixénicos dos géneros
Leishmania, Endotrypanum e Porcisia a maioria dos quais é transmitida por flebotomineos.
Além desses, a subfamilia inclui espécies monoxénicas dos géneros Zelonia, Novymonas,
Borovskyia, Leptomonas, Lotmaria e Crithidia (Espinosa et al., 2018; Kostygov et al., 2021;
Mule et al., 2023).
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A abundancia e diversidade de insetos propiciaram a adaptacao
dos tripanossomatideos monoxénicos, sendo a circulagdo entre os insetos ocorrendo por
transmissao fecal com a ingestao de fezes (coprofagia), necrogafia ou predacéao. Insetos que
hospedam esses parasitas apresentam um habito alimentar rico de materiais organicos a qual
em sua maioria 0os excrementos estdo contaminados por essas espécies monoxénicas
(Maslov et al., 2013; McGhee; Cosgrove, 1980; Yurchenko; Butenko; Kostygov, 2021). A
discussdo em torno da origem dos parasitas de ciclo de vida dixénico suportam a ideia de
evolucao a partir dos parasitas de ciclo de vida monoxénico, além disso, alguns estudos tem
documentado a transicdo de alguns tripanossomatideos monoxénicos para o dixénico ao
serem reportados casos de mamiferos e aves infectados por Crithidia sp (McGhee, 1959). De
acordo com Lukes et al. (Luke$ et al., 2014) muitas espécies de tripanossomatideos
monoxénicos sobrevivem em hospedeiros mamiferos. Os métodos como sequenciamento de
Nova Geracao (NGS), filogendbminca e compragéo de genomas inteiros envolvem as analises
genOmicas permitem avaliar os genes que podem estar relacionadas a adaptacdo dos
diferentes grupos de Trypanosomatidae, como por exemplo a investigagdo de genes
presentes ou ausentes em Leishmania, Trypanosoma e Phytomonas, parasitas com ciclo de
vida dixénicos, em comparacgao aos seus parentes monoxénicos (Lukes et al., 2014).

Na composicao original da taxonomia de Trypanosomatidae, as caracteristicas foram
inicialmente determinadas com base em observag¢des abrangentes das morfologias celulares,
posicdes do nucleo, kDNA e bolsa flagelar ao longo do ciclo de vida do parasita (Hoare;
Wallace, 1966; LukesS et al., 2014). Ficou evidente que a taxonomia fundamentada em
morfotipos celulares carece de valor classificatério, uma vez que estao distribuidos de acordo
com caracteristicas celulares observadas. Com o avancgo das ferramentas moleculares, como
os dados de sequénciamento de DNA, surge uma abordagem mais precisa para estabelecer
a posicao taxondmica com base no material genético do parasita (Lukes et al., 2014; Maslov

et al., 2013; Votypka et al., 2015) como representada na Figura 4.
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Figura 4: Relagdes evolutivas entre tripanossomatideos.
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Representacdo taxénomica baseadas nas analises das sequéncias de SSU rRNA reproduzidas do
trabalho de Lukes (Luke$ et al., 2014).

As espécies do género Crithidia (Léger, 1902) ndo sao consideradas patogénicas aos
vertebrados apresentando um ciclo de vida monoxénico parasitando insetos das ordens
Diptera, Hemiptera e Himenoptera (Alcolea et al., 2014; Wallace, 1943). No intestino de
diversas espécies de insetos os parasitas de Crithidia fasciculata apresentam duas
morfologias celulares: as amastigotas que possuem o formato celular arredondadas e sao
imoveis. As amastigotas de C. fasciculata sdo morfologicamente semelhante as
amastigotas do género Leishmania, exceto por serem extracelulares. A  outra morfologia
€ denominada de coanomastigotas, que apresenta um corpo celular ligeiramente
alongado, piriforme, com presenga de flagelo curto no pdlo apical com bolsa flagelar e
apresenta motilidade (Alcolea et al., 2014; Hoare; Wallace, 1966). O parasita Crithidia
fasciculata se desenvolve no trato intestinal de culicideos por exemplo. A infec¢ao ocorre
pela ingestao das fezes contaminadas por amastigotas eliminadas de um outroinseto . N
o intestino ocorre a diferenciagdo para a forma coanomastigota, = que por sua vez coloniza
esse 6rgao do inseto, podendo diferenciar-se em amastigotas em determinadas condigdes.
Esses insetos infectados podem contaminar o ambiente com suas fezes contendo as
amastigotas e outros insetos se infectam pela ingestao dessas amastigotas (Alcolea;
Alonso; Larraga, 2011; Votypka; Ray; Lukes, 2001; Wallace, 1943). Apesar de sua relacao
evolutiva com o género Leishmania, que juntanmente com o género Leptomonas constituem

a subfamilia  Leishmaniinae , estudos envolvendo o género Crithidia para a compreensao
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do ciclo de vida, a biologia celular e molecular ainda  s&o poucos explorado s (Alcolea et
al., 2014; Votypka et al., 2015a).

Embora tripanossomatideos monoxénicos ndo sejam considerados patogénicos para
os mamiferos, estudos tém mostrado evidéncias de sua presencga, principalmente
Leptomonas e Crithidia dentro do contexto de coinfecgdo com Leishmania (Boucinha et al.,
2022; Dedet; Pratlong, 2000; Kraeva et al., 2015). A adaptacdo dos tripanossomatideos
monoxénicos em vertebrados demanda uma investigagdo mais aprofundada por meio de
estudos moleculares para compreender a transicao de um ciclo monoxénico para dixénico
(Singh; Chikara; Sundar, 2013). Estudos comprovaram a tolerancia térmica e sobrevivéncia
desses parasitas em temperaturas de até 37°C (Ishemgulova et al., 2017; Roitman et al., 1977;
Silva; Roitman, 1982; Srivastava et al., 2010).

No contexto de coinfeccdo por tripanossomatideos monoxénicos, os casos foram
demonstrados no estudo de revisdo de Boucinha (Boucinha et al., 2022) indicam estudos que
evidenciam os casos de coinfeccédo por Leptomonas e Crithidia. No trabalho de Srivastava
(Srivastava et al.,, 2010) e Ghosh et al. (Ghosh et al., 2012) relataram terem encontrado
parasitas do género Leptomonas em isolados de pacientes com LV da india. Um outro estudo
com analises do genoma de isolados clinicos, também da india, identificou pelas analises por
se tratar de Leptomonas sp (Singh; Chikara; Sundar, 2013). Ndo apenas em casos de LV,
mas também essas coinfecgdes foram vistas dentro do espectro da Leishmaniose Cutanea
(Thakur et al., 2020).

Coinfeccao por Crithidia sp. tem sido reportada na literatura em casos de
Leishmanioses em que o paciente apresenta multiplas recidivas e resisténcia aos tratamentos
convencionais (Boucinha et al., 2022). No Brasil foram evidenciados dois estudos de
coinfeccao entre L. infantum e Crithidia sp., ambos os pacientes pertencentes a uma mesma
regido geografica do pais e apresentaram um quadro clinico atipico (Maruyama et al., 2019;
Rogerio et al., 2023). As analises filogendmicas conduzidas nestes estudos revelaram que o
isolado demonstrava uma maior proximidade com Crithidia fasciculata, uma espécie
monoxénica que parasita exclusivamente insetos, o qual denominamos como Crithidia sp
LVHG60A (Maruyama et al., 2019; Rogerio et al., 2023). Nao apenas dentro do espectro da LV,
mas também a presenca de Crithidia sp. na LC foi descrita no Ird pelos estudos de
Ghobakhloo (Ghobakhloo et al., 2019), Mirzapour (MIRZAPOUR et al., 2019), Doudi (Doudi
et al., 2015) e Kalantari (Kalantari et al., 2020). Além disso, ndao apenas em casos de LV
humana, mas foram relatados também em outros grupos de hospedeiros mamiferos como
apresentado no trabalho de Fakhar (Fakhar et al., 2022) que observaram Leishmania sp e
Crithidia sp. em caes podendo ser potenciais reservatorios domésticos e por Kalantari

(Kalantari et al., 2018) que detectaram Leishmania sp e Crithidia sp. em roedores, ambos os
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trabalhos foram evidenciados no Ira. No Brasil, o estudo de Dario e colaboradores (Dario et
al., 2021) observou a presencga de Crithidia sp. em diferentes espécies de animais silvestres
(coatis, saguis, cachorros-do-mato, jaguatiricas € morcegos). Um estudo para compreensao
da transmisséao vetorial foi realizado por Songumpai (Songumpai et al., 2022) na Tailandia,
observaram Culicoides (Diptera) como potenciais vetores para Leishmania e Crithidia sp.

Esses estudos fornecem evidéncias de coinfeccdo de Crithidia sp. em casos de
Leishmanioses, destacando a necessidade de questionamentos mais aprofundados pela
comunidade cientifica para entender o impacto desses tripanossomatideos monoxénicos nas
Leishmanioses.

Neste estudo, foram desenvolvidos primers especificos para a deteccdo e
quantificacdo da carga parasitaria em amostras clinicas de pacientes com leishmaniose
visceral (LV), assim como em amostras de modelos experimentais (in vivo e in vitro). Os
conjuntos de primers Lind312420 e Lind31seq foram projetados para L. infantum, enquanto
os primers Catalase_LVH60-12060_1F, Crid2.1seq e LVHG0_Tig001 foram direcionados para
espécies relacionadas a Crithidia. Neste estudo apresentamos o uso de ferramentas
moleculares usando como alvos genes espécies- especificos para a detecgdo molecular por
gPCR como alternativa promissora para diagnostico molecular de parasitas associados a LV.
Adicionalmente, foram realizados ensaios de transfecgao celular utilizando genes repérteres
nos parasitas relacionados a LV utilizando plasmideos contendo genes repérteres. O uso de
cepas de L. infantum M-cherry e de Crithidia sp. LVH60A GFP tém como propésito facilitar
nos estudos de coinfecgdo, essas abordagens poderao contribuir para a compreensao dos
diferentes contextos de infeccdo e avancar para futuros estudos desses parasitas

relacionados a Crithidia sp. associados a LV.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Este estudo teve por objetivo utilizar ferramentas moleculares para desenvolver um
método especifico de detecgdo molecular de parasitas relacionados a LV e para gerar cepas
geneticamente modificadas de L. infantum e do parasito emergente Crithidia sp. LVH60A

expressando genes reporteres, a fim de fomentar o estudo desses parasitos.

2.2. Objetivos especificos

1) Identificar novos alvos espécie-especifico de deteccao molecular por meio de
analises do genoma de L. infantum e de Crithidia sp.

2) Avaliar a performance dos primers (Lind31_2420 e Catalase_LVH60-12060_1F)
nos ensaios de validac¢des por gPCR.

3) Validar ensaios de PCR e gPCR utilizando primers para novos genes espécie-
especificos capazes de discriminar as espécies L. infantum e Crithidia sp. (Maruyama et al.,
2019; Rogerio et al., 2023) em modelos experimentais de infecgdo (in vitro e in vivo) e em
diferentes amostras clinicas relacioanadas a Leishmaniose Visceral.

4) Gerar uma linhagem da cepa LVH60a_C1 (Crithidia sp LVHE60A) para expressar a
proteina verde fluorescente (EGFP) e com a cepa HUUFS14 (L. infantum) com a proteina
vermelha fluorescente mCherry por meio de protocolos de transfeccao por eletroporacao.

5) Caracterizar as linhagens expressando o gene repérter através da avaliagao da

curva de crescimento e infecgao in vitro de macréfagos humanos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.1. METODOLOGIA PARA DETECGAO MOLECULAR DE PARASITAS
A Figura 5 apresenta o fluxograma de atividades  desenvolvidas durante a  parte de

validagao dos novos alvos de detecgao espécie- especifico de parasitas.

Figura 5: Fluxograma de trabalho evidenciando as etapas e atividades executadas durante a
realizagao deste trabalho no que concerne a parte de detecgao especifica de parasitas.
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3.1.2. Desenho dos primers

Foram desenvolvidos conjuntos de primers especificos destinados a triagem de
isolados clinicos e de amostras por meio da PCR convencional, bem como para a realizagao
de ensaios de qPCR para detecgao e quantificagéo da carga parasitaria em amostras clinicas
e experimentais. Genes alvos para L. infantum foram abordados a partir de analises
genbmicas feitas pelo trabalho de Rogers et al. (Rogers et al., 2011) sendo reanalisados com
pesquisas estratégicas das ferramentas TriTrypDB (Aslett et al., 2010). Os primers
desenvolvidos para L. infantum foram baseados no gene Lind31_2420 (XM _001467522.1).

Para o desenho foi usado a ferramenta Primer- Blast (Ye et al., 2012). As sequéncias dos

conjuntos de primers estao apresentados na Tabela 2.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=XM_001467522.1
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Os primers para Crithidia sp. LVHB0A foram projetados utilizando a montagem do
genoma do caso estudado por Maruyama (Maruyama et al., 2019) (GCA _003671345.1). Os

primers foram desenhados utilizando a ferramenta Primer-Blast (Ye et al., 2012) e também

estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Conjuntos de primers desenvolvidos para detecgao de L. infantum e
Crithidia sp.

Primer R (5'- Tamanho
Primer Primer F (5° -3') 3) do Funcionalidade
Amplicon
LinJ31se GTGCACGCCAATGT _ GCCCATGGT .\ Detecgéo de L.
q CTTTGT TGAGCTAGGTT P infantum por PCR
LinJ31_24 GCAGCGATGCGACC  TGTACAAGG oo\ uan ﬁ?f;e‘g%agei
20 TAGTTA CACTGGCGTAG P9 ¢ '
infantum por gPCR
Crid2.1se TCACTTTGGCGGTA  GCATCAGCT ., ooesao de Crlhidia
q TCAGTG GACCCTTTCTC P P- -
fasciculata por PCR
LVH60a_ GTTAGAGCGACTAG  GGGTAGAGG .o\ Detecgao de Crithidia
Tig001 CCCGTG AGAGAGGTGGG P sp. LVHBOA por PCR
Detecgéao e
Catalase_ TCAGCGAGTCGGAG ... CCAATAAGG quantificacdo de Crithidia
LVH60- TCTAA GTGGAAACAAAG 107 bp UHB0A 6 C
12060_1F AG SP- e~

fasciculata por q°PCR

F: Forward; R: Reverse. bp: pares de base. Tabela de sequéncia de primers reproduzido de (Takamiya et al.,
2023)

O gene da catalase de Crithidia sp. LVHG60A foi identificado por meio de pesquisas
BLASTN local. Além disso, buscas de sequéncia foram realizadas utilizando amplicons e as
sequéncias dos primers contra sequéncias gendmicas de Crithidia sp. LVHG60A
(GCA 030078075.1) e a referéncia C. fasciculata (Cf-Cl) (GCA_000331325.2), assim como
também foram realizadas com as sequéncias do primer Lind31_2420 com a referéncia L.
infantum JPCMS (montagem gendmica ASM287v2) e L. infantum (cepa HUUFS14)
(GCA 003671315.1), utilizando o parametros padrdes do algoritmo BLASTN. Também foram

realizadas analises dos amplicons das sequéncias dos primers contra genomas de outras

espécies de Leishmania, utilizando BLASTN disponivel nos recursos do TriTrypDB.

3.1.3. Meétodos de cultivo

As cepas de Leishmania utilizadas foram: L. infantum (WHO/MHOM/BR/74/PP75 e
HUUFS14); L. amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269 e IFLA/BR/67/PH8) e L. braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903, LTCP15171 e LTCP393). Para a obtengdo do DNA gendmico as
culturas promastigotas foram mantidas in vitro com Meio Schneider completo contendo 20%
de Soro Bovino Fetal (SBF) filtrado e inativado (Gibco™, Grand Island, NY, USA); 1% de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCA_003671325.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCA_030078075.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCA_000331325.2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_000002875.2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCA_003671315.1/
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penicilina-streptomicina-glutamina (Gibco™ Carlsbad, CA, USA), 2% de urina masculina
filtrada e volume final ajustado com Schneider’'s Drosophila Medium incompleto (Gibco™
Paisley, NY, USA). As culturas foram mantidas em estufa a 25-27° C. Os isolados de Crithidia
sp. (LVH60_C3, LVH117_C1 e LVH120_C5) e a cepa de C. fasciculata (TCCO39E) foram
mantidos em cultura com meio Schneider completo contendo 10% de Soro Bovino Fetal (SBF)
filtrado e inativado, 1% de penicilina-streptomicina-glutamina e 2% de urina masculina filtrada,
também em estufa a 25-27° C. A cepa de Trypanosoma cruzi (cepa Y), em sua forma
tripomastigota, foi mantida em Meio Novy-MacNeal-Nicolle (Novy; McNeal, 1904),
suplementado com meio de infusdo hepatica de triptose (LIT) (Luz et al., 7994) e incubada a
27°C por 7 dias.

Os ensaios de infecc¢ao in vitro foram realizados com mondécitos THP-1 (linhagem
celular humana derivada de leucemia monocitica aguda). Essas células foram mantidas em
frascos de cultura contendo RPMI 1640 completo (10% SBF e 1% penicilina-estreptomicina-
glutamina), com o meio foi trocado a cada dois dias e mantido em incubadora a 37°C com 5%
de CO.. Para a diferenciagao celular os mondcitos foram tratados com 0,1 uM PMA (Phorbol
12-Miristato 13-Acetato) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e incubado durante 48h a 37°C

a 5% de CO; para induzir diferenciagdo em macrofagos aderentes.

3.1.4. Extracdo de DNA gendmico de tecidos e células

A extracdo do DNA tecidual foi conduzida utilizando o kit PureLink Genomic DNA Mini
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), seguindo as instru¢des do fabricante para
amostras de medula éssea e sangue periférico de pacientes e cdes com LV, bem como
amostras de bago e figado de ensaios experimentais realizados em hamsters. A extracao
desse material envolveu o uso de 180 pL do PureLink Genomic Digestion Buffer, tratado com
20 uL de Proteinase K, seguido de uma incubagao a 55°C por 30 minutos em um aparelho
termobloco (Kasvi K80-100). Posteriormente, foi adicionado 20 pyL de RNAse, agitado
vigorosamente ("vortexizado"), e incubado por mais 2 minutos em temperatura ambiente. A
etapa subsequente compreendeu a adi¢do de 200 uL de PureLink Genomic Binding Buffer e
200 pL de etanol (96%-100%). O isolamento do DNA foi realizado em coluna (PureLink Spin
Columns in Colletion tubes), com lavagens sucessivas utilizando PureLink Genomic Wash
Buffers 1 e 2. A primeira lavagem foi seguida por centrifugacao a 18000 g por 1 minuto,
enquanto a segunda durou 3 minutos. Por fim, a coluna foi projetada para um tubo definitivo
(PureLink Collection Tubes), onde foram adicionados 30 uL de PureLink Elution Buffer, sendo
a coluna incubada por 2 minutos a temperatura ambiente, seguida de centrifugagao a 18000

g por 1 minuto.
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O DNA genbmico de aspirados de medula 6ssea e sangue periférico de gatos com
LV sé&o provenientes do trabalho de Vioti (Vioti ef al., 2021). O DNA genémico das culturas
de parasitas foi extraido utilizando o Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega,
Madison, WI, EUA) o “pellet’ celular obtido das culturas foram lisadas com 150 uL do Lysis
Buffer e transferido para coluna identificada e centrifugada a 13000 g durante 3 minutos. Em
seguida foi acrescentado 650 uL de Column Wash Solution (CWS) e novamente centrifugado
a 13000 g x 1 minuto e repetido quatro vezes este procedimento de lavagens com CWS,
sendo na ultima centrifugacao a duracao de 3 minutos. A eluigcio foi feita com 30 uL agua livre
de nucleases tratada com RNAse previamente aquecida a 65°C incubando-a por 10 minutos
em temperatura ambiente, depois centrifugado a 13000 g x 1 minuto.

O DNA das infecgbes in vitro foi extraido apds o periodo de infecgcao estabelecido
usando o Wizard® Genomic DNA Purification Kit da Promega (Madison, WI, EUA).

O DNA dos vetores flebotomineos foi extraido a partir das partes abdominais dos
insetos, utilizando o kit comercial Biopur Kit Extraction Mini Spin Plus (Biometrix, Brasil),
conforme descrito no estudo de Ferreira et al. (de Sousa Ferreira et al., 2018). Esses vetores
foram coletados durante os meses de janeiro a junho de 2014 e 2016 no municipio de Rio
Verde de Mato Grosso, no estado de Mato Grosso do Sul, Brasil. A captura dos insetos foi
realizada por meio de armadilhas noturnas do tipo luz CDC, montadas nos arredores dos
domicilios. O numero de fémeas capturadas em cada pool de insetos variou de 10 a 15
individuos. Apds a coleta, os insetos foram preservados em alcool 70%. Para a identificacéo
das espécies de vetores, diferentes partes do corpo dos insetos foram separadas: as cabecas
e as regides distais do abdémen foram utilizadas, e a identificagdo foi conduzida com base
em chaves taxondmicas conforme Galati et al. (Galati et al., 2017) e com auxilio do aplicativo
Lutzodex (DE Almeida Rocha et al., 2019; Rocha; Andrade; DE Almeida, 2016).

Os DNA genbmicos extraidos foram quantificados e pureza verificada por meio da
espectrofotometria em aparelho NanoVue (GE Healthcare) e por fim dosado em aparelho
Qubit Fluorometric Quantification (Invitrogen) com o uso do reagente Qubit™ dsDNA HS

Assay Kit (Invitrogen) e armazenados sob refrigeragéo a -20 °C.

3.1.5. Performance dos ensaios de PCR em tempo real (QPCR)

Ensaios de qPCR foram realizadas com o composto fluorescente intercalante entre
fita dupla de DNA, foi usado SYBR Green PCR BioSystems (Archway Rd, LDN, UK). O volume
final para cada reagéo de qPCR foi de 10 pL, sendo os reagentes utilizados o 1x SYBR Green
separate ROX (PCR BioSystems), 0,2 uM de cada primer, molde de DNA conforme a
concentragao definida nos ensaios e o volume final ajustado com agua ultrapura para uso

molecular.
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Para comparar com os primers para L. infantum desenvolvido por este estudo foi
selecionado um primer a partir da literatura cientifica, também especifico para L. infantum/ L.
donovani, o Lind31_L42486.1 (Primer Forward 5'- GCGACGTCCGTGGAAAGAA -3' e Primer
Reverse 5'- GGCGGGTACACATTAGCAGAA- 3’) que amplifica um produto com tamanho de
68 pares de bases (Chowdhury et al., 2020; Ghosh et al., 2018; Hossain et al., 2017; Mondal
et al.,, 2019; Vallur et al., 2014).

Pesquisas por primers de genes constitutivos dos hospedeiros foram utilizados para
serem usados para verificacbes de qualidade do DNA dos hospedeiros nos ensaios, sendo
usado o gene endodgeno retrovirus grupo 3 (ERV-3) para DNA humano (primer Forward 5’-
CATGGGAAGCAAGGGAACTAATG-3 / Primer Reverse 5'-
CCCAGCGAGCAATACAGAATTT-3’) (Adaui et al., 2006; Chin Yuan; Miley; Waters, 2001) e
para o DNA de animais o gene gliceraldeido 3-fosfato da desidrogenase (G3PDH) (Primer
Forward 5-TCAACGGATTTGGCCGTATTGG-3/ Primer Reverse 5-
TGAAGGGGTCATTGATGGCG-3’) (Barker et al., 2010; Reis et al., 2013). O primer para o
gene cacophone (IVS6) (Primer Forward 5-GTGGCCGAACATAATGTTAG-3/ Primer
Reverse 5-CCACGAACAAGTTCAACATC-3) (Lins et al., 2002) foi usado no DNA dos vetores
flebotomineos.

Amostras de DNA provenientes de L. amazonensis (cepa M2269), Crithidia sp.
(isolado LVH120_C5), L. braziliensis (cepa M2903), T. cruzi (cepa Y) e de hospedeiros
vertebrados nao infectados (humanos, caninos, felinos e camundongos) foram usadas com o
objetivo de verificar a ocorréncia de amplificagao nao especifica.

Para a ciclagem foram usadas as seguintes condigbes: 95°C por 20 s para
desnaturagao, seguido de 40 ciclos a 95°C por 5 s, 60°C por 30 s e uma curva de dissociagao
a 95°C por 15 s e 60-95°C por 1 min (0,5 °C/5 s).

3.1.6. Calculo para a construgao da curva padrao em qPCR

A quantificagdo da carga parasitaria foi realizada por meio da constru¢cao de uma
curva padrao, utilizando o DNA gendmico extraido das culturas da cepa HUUFS14 (L.
infantum) e dos isolados LVH120_C5 e LVH60_C3 (Crithidia sp LVH60A) considerando a
massa de DNA equivalente a um parasita, conforme calculo baseado no trabalho de Jara et
al. (Jara et al., 2013). Os calculos para construgao da curva padrao estao apresentados na
Tabela 3. Com base nos estudos de Peacock et al. (Peacock et al., 2007) e Gonzales-de La
Fuente et al. (Gonzalez-de la Fuente et al., 2017) o tamanho do genoma de L. infantum (cepa
JPCM5) é estimado em 32,13 megabases (Mb). Além disso, uma curva padréo foi construida
utilizando o primer Catalase_LVH60_12060_1F para a analise de amostras de Crithidia sp.

LVH60A (Maruyama et al., 2019) nessa construcéo, levou-se em consideracdo o tamanho
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gendmico previsto de 34.4 Mb (Takahashi, 2020) disponivel no banco de dados NCBI sob o
acesso BioProject PRUINA940846.

Tabela 3: Calculo da massa de DNA equivalente a um parasita.

Massa do parasita (m)=[n x 1.096e-21 g/bp] x ploidia + 15.8% massa do
kDNA

Espécie Calculo

Massa de um parasita L. infantum: m=
32.13e6 bp x 1.096e-21 g/ bp x 2 (n)=

L. infantum 70.4 fg
70.4 + 15.8% kDNA= 81.52 e-15¢g

Massa de um parasita Crithidia sp

(LVH60a)

Crithidia sp

LVH-60A* m= 34.4e6 bp x 1.096e-21 g/ bp x 2 (n)=
75.4 fg

75.4 fg + 15.8%*= 87.3 e-15¢g

*Porcentagem da massa do kDNA de Crithidia sp LVH-60A kDNA foi considerada para o calculo como igual a
de Leishmania spp. Tabela reproduzido do trabalho de (Takamiya et al., 2023).

Com base nesse calculo, foram determinados os valores para serem usadas nas
diluicbes seriadas que compuseram a curva padrdo, abrangendo de 10° (100 mil) até 1
parasita por reacdo nos ensaios utilizando os primers Lind31 2420 e
Catalase_LVH60_12060_1F, como demonstrado no Apéndice 1. Foi utilizado material
genético de hospedeiros vertebrados (humanos e de animal doméstico) ndo infectado por
nenhum tripanosomatideo como fundo fixo, com uma quantidade de 3 ng de DNA para cada
ponto na curva padrao, simulando uma amostra infectada no qual estdo presentes tanto DNA
do hospedeiro quanto DNA do parasita.

As anadlises dos ensaios de reprodutibilidade e repetibilidade foram realizados em
duplicatas em dois aparelhos de qPCR: (1) 7500 Fast Dx Real Time PCR Machine (Applied
Biosystems — Thermo Fisher Scientific) e os dados gerados pelo 7500 Software Fast Real
Time PCR Systems v2.0.6 e (ll) AriaMx Real- Time PCR System (Agilent) analisados no
software AriaMx/ AriaDx. O coeficiente de variagao (CV) foi calculado com base na razao entre
a média e o desvio padrdo dos valores de Cycle Threshold (Cq) das concentragdes de

parasitas que correspondentes entre 10° a 1 parasita (Hossain et al., 2017; Jara et al., 2013).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/940846
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3.1.7. Ensaio de spike-in com o DNA dos protozoarios e hospedeiros
vertebrados

Um experimento spike-in envolve a adigdo controlada de substancias conhecidas a
amostra a ser analisada. Em nosso trabalho, o spike-in consistiu na combinacdo de DNA
gendmico de diversos organismos, mantendo propor¢gdes conhecidas do DNA de cada
espécie (parasitas e hospedeiros). Isso possibilita estabelecer um parametro para a validacao
dos primers (Venkataraman et al.,, 2018) para avaliar a precisdo, a sensibilidade e a
linearidade do ensaio de qPCR. Para a validagdo da especificidade e sensibilidade dos
primers de qPCR LinJ31_2420 e Catalase LVH60 12060 1F realizamos a simulacdo de
cenario de coinfeccdo, no qual na mesma reagao de gPCR havia tanto DNA do hospedeiro,
quanto de duas espécies de parasita. Os ensaios foram realizados em duplicatas com
concentracoes conhecidas do DNA da cepa HUUFS14 (L. infantum) misturada ao DNA de
Crithidia sp LVH60a_C1, como apresentado na Tabela 4, em conjunto com o um background

de 3 ng do DNA de cada hospedeiro vertebrado.

Tabela 4: Proporgdes do nimero de parasitas para o ensaio Spike-in.

N° de parasitas (Crithidia sp

N° de parasitas (L. infantum) LVH-60A) + background

+ background hospedeiro hospedeiro
5 x 102 0
5x 104 0

5 x 102 5 x 102

5 x 102 5 x 104

0 5 x 102

0 5 x 104

5 x 102 5 x 102

5 x 104 5 x 102

Tabela reproduzido do trabalho de (Takamiya et al., 2023)

3.2. Validagao Experimental
3.2.1. Infecgao in vitro com macréfagos THP-1

Ensaio de infecgdo in vitro usando a cepa de HUUFS14 (L. infantum), Crithidia sp
LVHG60A (LVH60a_C1 e LVH117_C1) e C. fasciculata (TCCO39E) foram realizadas em
macrofagos THP-1 (linhagem celular humana derivada de leucemia monocitica aguda). A
manutengéao e diferenciagdo de mondcitos para macrofagos foram descritas no item 3. 1. 2.

Antes realizar o plaqueamento para o experimento, a viabilidade das células foi observada
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por microscopia com auxilio do azul de Tripan (Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA) e
contabilizadas em camara de Neubauer obtidas pelo calculo Q1+Q2+Q3+Q4) /4 x 10 x 10* x
2.

As células THP-1 foram distribuidas em placas de 12 pogos na concentracédo de
1x10° células/ mL e estimuladas com PMA para a difenreciagdo em macrofagos, para a
posterior infeccdo e extracdo de DNA para quantificagdo por gPCR. Além disso, também
foram semeados em placa de 24 pocgos que continham laminulas redondas de 10 mm, a
concentracdo de 5x10° células/mL, com o intuito de realizar a coloragdo método Romanowsky
com o kit Panédtico Rapido (LaborClin, Pinhais, PR, Brasil) para posterior contagem
microscopica.

As culturas dos parasitas aplicadas na infecg¢ao in vitro estavam na fase estacionaria
obtidas no 7-8° dia da passagem e semeadas aos pog¢os na propor¢cao de 10 parasitas para
1 macrofago. As placas em processo de infecgao foram inicialmente incubadas durante 3
horas em estufa com temperatura a 37 °C e 5% de CO.. Apos este periodo, todos os pogos
foram lavados com RPMI 1640 incompleto para remocido dos parasitas ainda livres e
adicionado RPMI 1640 completo as células infectadas retornando-as a incubacédo a 37 °C e
5% de CO- durante 24h, 48h e 72h pds-infecgao.

A quantificacdo microscopica e avaliagao dos macréfagos infectados foi realizada de
forma manual visualizada por microscopio Optico na objetiva de 100X, contabilizando por
laminula 100 macréfagos e o numero de amastigotas nestas células. Para a detecgéo e
estimativa da carga parasitaria foi usado o primer Lind31_2420 e o primer Lind31_L42486.1
(Chowdhury et al., 2020; Ghosh et al., 2018; Hossain et al., 2017, Mondal et al., 2019; Vallur
et al.,, 2014) para as infecgdes com L. infantum e primer Catalase_LVH60-12060_1F para as
infecgbes com Crithidia sp. Os graficos com os dados do niumero de parasitas gerados tanto

pela microscopia como pela gPCR foram feitos no programa GraphPad Prism 5.

3.2.2. Infecgao in vivo com L. infantum

Os experimentos de infecg¢ao in vivo foram originalmente realizados no trabalho de
Valeriano (Valeriano, 2022) e as amostras de DNA reutilizadas neste trabalho por meio de
colaboragao com a Profa. Dra. Isabel K. F. M. Santos da Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto (FMPR/USP). Resumidamente, hamsters machos (Mesocricetus auratus) com 3
semanas de idade foram separados em grupos de 4 individuos e infectados por inoculagéo
via intracardiaca na concentracdo de 1,7 x 10’ promastigotas metaciclicas em fase
estacionaria de crescimento selecionadas previamente com Peanult Agglutinin (PNA) [500 pg/
mL]. Os isolados clinicos (cepa 515, cepa 1580, cepa 1686 e cepa 1851) usados nas infecgdes

sdo de pacientes diagnosticados com LV e o isolado identidicado como sendo da espécie L.
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infantum, que realizaram acompanhamento no Instituto de Doengas Tropicais Natan Portela
de Teresina/ Piaui, em colaboracido com Prof. Dr. Carlos H. N. Costa. Os isolados estao
identificados como cepa 1580, cepa 1686, cepa 1851 e cepa 515. Como controle negativo
(grupo nao infectado) foi aplicado PBS 1x. Os animais foram acompanhados ao longo de nove
meses e eutanasiados com quetamine (200mg/ kg) e xylazine (10mg/ Kg) conforme a
acentuacao dos sinais clinicos da doenga. Os 6rgaos como bacos e figado foram removidos
no processo de necropsia e segmentado em porgdes para extracao do DNA gendmicos
usando o kit comercial Pure Link Genomic DNA mini.

O DNA desses 6rgaos infectados com os isolados de pacientes LV foi usado em PCR
convencional com o primer Lind31seq usando para esta reacdo o DNA de ~100 ng e
analisados por eletroforese de gel de agarose (1%); e na qPCR para deteccao e estimativa

da carga parasitaria com o primer Lind31_2420 foi usado na reacado 20ng de DNA.

3.2.3. Validagao Biologica
3.2.4. Origem das amostras e comité de ética

As amostras clinicas (medula 6ssea, sangue periférico e isolados clinicos) sdo de
pacientes diagnosticados com LV e que realizaram seguimento clinico no Hospital
Universitario da Universidade Federal de Sergipe (HUUFS) localizado em Aracaju — SE,
Brasil. A coleta do material biolégico, os isolados clinicos e dados referentes ao prontuario
dos pacientes com LV foi possivel mediante a aplicacdo do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) direcionado a estes pacientes, em protocolo de pesquisa previamente
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do HUUFS (CAAE
04587312.2.0000.0058) em parceria com Prof. Dr. Roque Pacheco de Almeida.

A coleta de material biolégico de animais domésticos foi autorizada por protocolo de
pesquisa sob processo numero 6147100518 (DNA de caes) e processo numero 632425615
(DNA de gatos)aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Zootecnia
e Engenharia de Alimentos da Universidade de Sdo Paulo (CEUA- USP/FZEA) em
colaboragao do grupo de estudo da Profa. Dre. Tricia M. F. S. Oliveira.

As amostras de DNA das infecgbes em modelo experimental foram cedidas em
colaboragao com o grupo da Profe. Dr-. Isabel K. F. M. Santos da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto/ USP certificado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (CEUA- FMRP/ USP) sob o
processo numero 234/ 201 para uso em hamster sirio realizada com isolados clinicos de
pacientes com LV do Instituto de Doengas Tropicais Natan Portela de Teresina/ Piaui
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos pesquisa nimero CAAE
0116.0.045.203-05.
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O DNA de vetores sao provenientes dos estudos de Ferreira e colaboradores (de
Sousa Ferreira et al., 2018) em parceria com o Prof. Dr. Rodrigo Gurgel- Gongalves da
Universidade de Brasilia. Os vetores foram coletados em locais designados pela vigilancia
entomoldgica do municipio e autorizados pelo Sistema de Autorizacido e Informagao sobre
Biodiversidade (SISBIO) com registro nimero 33156-2.

3.2.5. PCR convencional e sequénciamento Sanger

Nas reacdes com PCR convencional foi usado cerca de 100 ng/ reacdo do DNA do
protozoario, 30 ng de DNA humano e 20 ng de DNA animal. Foi usado Taq DNA Polymerase
(Thermo Scientific™, Waltham, MA, EUA) constituida por concentragdes finais de 1X Taq
Buffer (750 mM Tris-HCI de pH 8.8, 200 mM (NH4),S0O4), 0,2 mM desoxinucleosideos
trifostatos (ANTP) (Thermo Scientific™, Waltham, MA, EUA), 0,4 uM de cada primer (Forward
e Reverse), 2 mM MgCl,, 0,05 unidade de Taq DNA Polymerase e agua livre de nucleases
para compor um volume final de 25 pL na reagdo. As condicbes de amplificacdo para os
primers Lind31seq e Crid2.1seq com um ciclo inicial de desnaturacao a 95°C por 3 minutos,
seguido por 34 ciclos a 94°C por 45 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C por 40 segundos
e etapa final de extensdo a 72°C por 5 minutos. Para o primer LVH60a_Tig001 foi configurada
a condicdo de ciclagem: desnaturagado inicial a 95°C por 20 segundos, seguida por
amplificagcédo a 95°C por 5 segundos, 40 ciclos a 60°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto e
etapa final de extensao a 72°C por 5 minutos. Todas a ciclagens foram realizadas em um
termociclador Biometra Tone (Analytikjena, Alemanha).

Para as amostras de pacientes e caes, foi necessario realizar um enriquecimento do
produto da primeira PCR utilizando o primer Lind31seq. Esse enriquecimento da PCR foi
efetuado através da utilizagdo do produto da primeira PCR, diluido na proporgéo de 1:10,
como template para uma segunda reagao com o mesmo primer. O mesmo procedimento foi
aplicado as amostras de flebotomineos utilizando o primer Lind31_2420. Os produtos das
PCRs foram visualizados por eletroforese em gel de agarose (1%) e as imagens foram
documentadas usando Chemidoc XR (BioRad Hercules, CA, USA).

As amostras clinicas de pacientes e animais diagnosticados para LV foram triados
por meio da técnica de Nested- PCR usando o conjunto de primers TRY927 (Forward 5'-
GAAACAAGAAACACGGGAG -3, Reverse 5- CTACTGGGCAGCTTGGA -3')/ SSU561
(Forward 5’- TGGGATAACAAAGGAGCA -3, Reverse 5- CTGAGACTGTAACCTCAAGC -3’)
(Noyes et al., 1999). As reacdes para sequénciamento de cada amostra consistiram em 3,2
pmol/ uL do primer Forward direto de SSU561, volume de produtos de PCR purificados de
TRY927/SSU561 com massa entre 10 e 20 ng e agua para biologia molecular ajustada para
um volume final de 7 pL. O Kit de Sequenciamento de Ciclo BigDye® Terminator v3.1 (Applied
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Biosystems) foi utilizado para o sequénciamento pelo método Sanger (Sanger; Coulson, 1975)

realizado pelo Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer.

3.2.6. Anadlise de dados

Os cromatogramas gerados pelo sequenciamento de Sanger foram
submetidos a controle de qualidade usando o software Chromas Versdao 2.1.5

(https://technelysium.com.au/wp/). As sequéncias de nucleotideos obtidas foram analisadas

por meio de Filogenética Molecular. A analise filogenética das sequéncias de rRNA 18S (SSU)
foi conduzida utilizando o software MEGA6 (Tamura et al., 2013). Arvores filogenéticas
contendo as sequéncias de um paciente LVH60, bem como das amostras de medula éssea e
sangue periférico de caes, foram construidas utilizando o método de Maxima Verossimilhanca
(ML) baseado no modelo de Tamura-Nei (Tamura; Nei, 1993), com suporte estatistico de
Bootstrap (1000 réplicas). Sequéncias correspondentes de rRNA 18S de outras espécies de
tripanossomatideos foram recuperadas do banco de dados NCBI e/ou TriTrypDB por meio de
pesquisas BLASTN.

Foram realizadas comparagdes entre a detecgao e eficiéncia do primer Lind31_2420
em L. infantum (cepa HUUFS14) com outro conjunto de primers visto na literatura, o
Lind31_L42486.1 (Chowdhury et al., 2020; Ghosh et al., 2018; Hossain et al., 2017; Mondal
et al,, 2019; Vallur et al., 2014). Essa analise envolveu a avaliacdo dos graficos de
amplificacao (valores Cq) e curvas de dissociagado. Além disso, parasitas Crithidia sp. (cepas
LVH60_C3 e LVH117_C1) também foram detectados por meio do primer Catalase LV60-
12060_1F. As estimativas da eficiéncia dos primers foram conduzidas através da analise dos
graficos de amplificagcdo e das curvas de dissociagado geradas pelos soffwares dos aparelhos
de gPCR.

As analises estatisticas do experimento de infeccdo em modelo experimental in vivo
e de infecgdes in vitro com macréfagos THP-1 foram conduzidas utilizando o software
GraphPad Prism Versao 5. O teste estatistico Two-way ANOVA foi aplicado aos valores
meédios das cargas parasitarias estimadas nas reacdes. A significancia estatistica foi
estabelecida em um nivel de p < 0,05.

3.3. TECNICAS DE ENGENHARIA GENETICA E TRANSFECGAO CELULAR PARA

EXPRESSAO DE GENES REPORTERES
A Figura 6 o fluxograma de atividades desenvolvidas neste trabalho referente a parte

de geragao de linhagens de parasitas para expressar gene reporter fluorescente.


https://technelysium.com.au/wp/
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Figura 6: Fluxograma das atividades executadas referente a transfeccdo de genes
reporteres em cepas de Crtihidia sp e L. infantum.
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3.3.1. Origem das culturas e manutencao celular

Os parasitas utilizados nos experimentos de transfecg¢do sao a cepa HUUFS14 (L.
infantum) e LVH60a_C1 (Crithidia sp. LVHE60A) isolados de pacientes diagnosticados com LV
do Hospital Universitario da Universidade Federal de Sergipe (HUUFS) localizado em Aracaju
— SE, Brasil. A coleta desses isolados clinicos foi possivel mediante a aplicagdo do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos do HUUFS (CAAE 04587312.2.0000.0058). A manutengéao do cultivo celular

para as espécies de L. infantum e de Crithidia sp LVHE60A estéo descritas no item 3. 1. 2.

3.3.2. Vetores pSSU_EGFP-C1/ Neo e pSSU_mCherry-C1/ Neo

Estudos envolvendo linhagens de Leishmania que expressam um gene reporter, seja
por meio de sua incorporagdo em forma epissomal ou por meio de recombinagdo homaloga,
geralmente se baseiam na construcao de um vetor de transfecg¢ao que se integram na regiao
da subunidade 18S (SSU rRNA). O gene SSU rRNA é conhecido por ser constantemente
expresso o que aumenta significativamente a eficiéncia da expressao do gene desejado. O
vetor de transfecgédo amplamente utilizado em estudos com Leishmania € o vetor pSSU, em
que devido a presenga do promotor SSU rRNA possibilita a insergédo do gene enddégeno no
parasita, permitindo sua expressao de forma constitutiva (Bolhassani et al., 2011; Jara et al.,
2019; MiBlitz et al., 2000). A geracéo de cepas de L. infantum e de Crithidia sp. LVHG0A,
expressando genes reporteres de fluorescéncia distintos, possibilitara a realizagao de estudos

destinados a compreender os mecanismos de infecgdo. Isso sera realizado por meio de
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ensaios in vitro com macrofagos para avaliar a infectividade dessas cepas. Além disso, essa
abordagem permitira simular um cenario de coinfecgdo com esses parasitas, o que auxiliara
na compreensao dos mecanismos de infeccao e das interacdes parasita-hospedeiro.

Os vetores pSSU_EGFP-C1/Neo, esquema do mapa do vetor apresentado na figura
6a, e pSSU_mCherry-C1/Neo (Figura 6b) ambos com resisténcia a neomicina (NEO) (G418)
foi gentilmente cedido pelo grupo de pesquisa da Profa. Dra. Angela Kaysel Cruz da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (FMRP/USP).

Figura 7: Mapa dos vetores pSSU_EGFP-C1/Neo e pSSU_mCherry-C1/ Neo.
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Esquematizagcdo do mapa do vetor (a) referente ao EGFP-C1/Neo da proteina verde fluorescente e em
(b) mapa referente ao mCherry-C1 da proteina vermelho fluorescente. Esquema retirado de
https://novoprolabs.com/vector/

Para alcancar uma concentracdo adequada do pSSU EGFP-C1/Neo e de
pSSU_mCherry-C1/Neo foi realizada propagacao desses vetores por meio de um processo
de transformacao em bactérias E. coli DH5a calcio competentes através de choque térmico.

Em tubo estéril de 1,5 mL foi adicionado 50 uL de E. coli DH5a e 5 uL de cada vetor
incubado em gelo durante 30 minutos. Posteriormente, essa amostra foi submetida a 42°C
(em termo bloco) por 1 minuto e imediatamente colocada em gelo por mais 2 minutos. Depois
foram adicionados 800 uL de meio LB (Luria Bertani) liquido e mantido por 60 minutos em
incubadora a 37 °C sob agitacdo (180 rpm). Decorrido esse processo o tubo foi centrifugado
a 5000 rpm x 5 minutos descartando-se o sobrenadante, deixando ao fundo aproximadamente
200 uL que foi ressuspendido, e com o auxilio da alga de Drigalski essas bactérias foram
plaqueadas para crescimento em meio LB-agar associadas a ampicilina (100 pg/ mL)
deixando-as overnight em estufa & 37°C. Observada o crescimento de colénias na placa de
cultivo, as unidades formadoras de colénias (UFC) foram selecionadas e pré-inoculadas em

um tubo de 50mL contendo 5 mL meio LB liquido mais 5 yL de Ampicilina para obter a
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concentracdo de 100 pg/ mL e incubando em Shaker na velocidade de 180 rpm a 37°C
overnight. Apos esse periodo 1000 uL do pré-indculo foi colocado em Erlenmeyer contendo
100 mL de meio LB liquido e 100 ug/ mL de Ampicilina e novamente incubado a 37°C overnight
na velocidade de 180 rpm.

Todo o processo de purificagdo do plasmideo foi feito com o Plasmid Midi Kit
(Qiagen), conforme recomendacdes do fabricante por processos que envolvem uma série de
lavagens para a lise celular foi feita usando os tampdes (P1, P2 e P3), depois 0 aglomerado
celular que ficou visivel no tubo foi centrifugado a 20000 g x 30 minutos e o sobrenadante
usado no processo de lise das préximas etapas. O inicio do isolamento do material foi
realizado por meio de colunas com membranas previamente umedecidas com o tampao QBT
adicionando o sobrenadante com as células bacterianas lisadas e filtrado por gravidade
descartando o que passar pela coluna e adicionando tampao QC (20 mL), apés a filtragéo a
coluna foi acoplada em tubo novo para eluigdo e adicionado o tampao QF (5 mL) para que
seja filtrado. Antes da eluigdo esse material filtrado foi lavado com isopropanol 100% e etanol
70% e finalmente eluido com tampé&o TE do kit. O material obtido a partir da purificacao foi
quantificado por aparelho fluorimetro Qubit Fluorometric Quantification (Invitrogen) com o uso
Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen).

A confirmagéao dos genes fluorescentes foi feita através da PCR com o primer pSSU-
NEO (Forward 5- GTTGAGCCGTCCACCGTSG- 3 e o primer reverse 5-
GGGCACCGGTTAGGTACC- 3’), os primers foram desenhados com base nas andlises das
sequéncias da regidao SSU da cepa de LVH60 e também de L. infantum. As reagbes para
PCR consistiram de ~100 ng do material propagado foi usado o kit comercial Taq DNA
Polymerase (Thermo Scientific™, Waltham, MA, EUA) constituida por concentragdes finais de
1X Taq Buffer (750 mM Tris-HCI de pH 8.8, 200 mM (NH4)2S04), 0,2 mM desoxinucleosideos
trifostatos (ANTP) (Thermo Scientific™, Waltham, MA, EUA), 0,4 uM de cada primer (Forward
e Reverse), 2 mM MgClI2, 0,05 unidade de Tag DNA Polymerase e agua livre de nucleases
para compor um volume final de 25 yL na reagao. Realizada em termociclador Biometra Tone
(Analytikijena, Alemanha) nas condi¢cdes de ciclagem: 94°C por 3 minutos (1 vez) para
desnaturacgao inicial, seguido de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos,
72°C por 20 segundos e depois de 72°C por 7 minutos de extensao final e em seguida
visualizadas em gel de eletrofose de agarose (1%) e fotodocumentada em transiluminador de
LED (Kasvi).

3.3.3. Avaliagao da Eficacia do Antibiético G418 na Sele¢ao da Cepa LVH60a_C1

Transfectante
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A Dose Letal 50% (DLso) € uma medida de toxicidade usada para estimar a
quantidade de substancias toxicas ou quimicas em que estatisticamente 50% dos organismos
do grupo néao sobreviveram (Robert V. Thurston, 1977). A DLs; com o antibiotico G418 foi
empregada para avaliar a resisténcia da cepa LVH60a_C1 (Crithidia sp LVH60A) a esse
medicamento. O calculo foi realizado para determinar a concentracéo 6tima do antibidtico a
ser utilizada na selegdo da linhagem transfectada. A curva foi construida comegando com
uma densidade de 2x10° parasitas/ mL, submetidas a diferentes dosagens de G418 (15, 30,
40, 60 e 120 yg/mL) em meio Schneider completo (20% SBF). Um grupo controle sem o
antibiotico também foi mantido para comparagdes, esses ensaios foram tratados em ftriplicata
e contagem realizada em um periodo de 8 dias. A contagem foi feita cAmara de Neubauer
conduzida por meio de uma diluigdo de 1:100 das amostras em PBS 1X (2% de formaldeido).
Em seguida, foram colocados 10 L dessa diluigdo na camara para contagem em microscopio,
o numero de células foi calculado pela férmula: (Q1+Q2+Q3+Q4) / 4 x 10% x 10*. A DLso de
G418 para a cepa LVH60a_C1 foi calculada usando o método de Karber (Robert V. Thurston,

1977), conforme o quadro 1.

Quadro 1: Férmula aplicada no calculo da DL50:

LD50= LD100 — {Z [diferenga de dose x média dos mortos]} /| N
LD50= dose mediana 50%; LD100= menor dose necessaria para matar 100%; N= numero de

organismos por grupo

3.3.4. Transfeccgao de genes reporter por eletroporagao

As células, tanto HUUFS14 (L. infantum) quanto LVH60a_C1 (Crithidia sp. LVHG60A),
foram lavadas com tampao para eletroporagao - EPB (pH 7,5) (Hepes 21 mM, NaCl 137 mM,
KCI 5 mM, Na;HPO, 0,7 mM, glucose 6 mM, pH ajustado com HCI) (Bolhassani et al., 2011;
Kapler; Coburn; Beverley, 1990; Potter, 1988). As células foram centrifugadas a 1000 rcf por
5 min em centrifuga a 4°C lavadas uma vez com 1mL de tamp&o EPB e para a transfecgéo
foram usadas 1x107 promastigotas ressuspendidas em 400uL de tampao EPB e submetidas
ao choque em aparelho eletroporador (Bio-rad Gene Pulser Xcell). Para a cepa LVH60a_C1,
foram aplicados 80 ug do DNA epissomal pSSU_EGFP-C1/Neo diretamente nas cubetas de
2 milimetros (mm) (Bio-Rad Laboratories). Em outro procedimento foi usado 41,5 ug do DNA
linearizado de pSSU_EGFP-C1/Neo, que foi anteriormente digerido com enzimas de restricdo
de dupla digestao, Pacl e Pmel (New England Biolabs), conforme o protocolo do fabricante.
O material digerido foi aplicado em gel agarose (2%) e submetido a corrida de 80V (volts) por
50 minutos para a visualizagdo do fragmento de pSSU__ EGFP-C1/ Neo e purificado conforme

especificado o kit apropriado para gel, Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System.
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A cepa HUUFS14 foi usada na eletroporagdo com 1x107 promastigotas em 400 uL
de tampéo EPB e submetidas ao choque em aparelho eletroporador (Bio-rad Gene Pulser
Xcell). Foi usado uma quantidade de 37,8 ug do DNA epissomal de pSSU_ mCherry-C1/Neo
diretamente nas cubetas de 2 milimetros (mm) (Bio-Rad Laboratories). Apds a eletroporacao
as cubetas foram incubadas em gelo durante 10 minutos, e depois o conteudo passado para
frascos cultivo celular com meio Schneider completo (20% SBF) sem a antibidtico G418
(analogo de neomicina) por 24 horas, apds esse periodo foram adicionados as culturas
LVH60a_C1 GFP 1x DLso de G418 e na HUUFS14 mCherry o inicial de 100 ug/ mL de G418.
As condi¢des de eletroragcdo usadas estdo apresentadas na tabela 5. Todas as células

eletroporadas foram submetidas a pressao seletiva com a antibiético G418.

Tabela 5: Parametros usados na eletroporacdo para a transfecgdo dos genes
reporter.

.. . Time Pulso e Referéncia
. Voltage  Capacitanci o
Amostra Tipo de DNA Constan resisténci de
m V/cm a (pF)

t (ms) a protocolo
pSSU_
mCherry- Unico pulso
C1N 4,6 L.infantum
eo e i
HUUFS14 _ 450 500 = (Bolhassan
Epissomal resisténcia  etal., 2071)
Controle (sem 0
4.4
DNA)
pSSU__EGFP
-C1/ Neo 6
Epissomal Unico pulso C.
LVH60a_C
pSSU__ EGFP e fasciculata
1 (choque 475 800
" -C1/ Neo 6 resisténcia (DiMaio et
Linear 0 al., 2018)
Controle (sem 6
DNA)
pSSU__EGFP
-C1/ Neo 4
Epissomal unico pulso )
LVH60a_C C.fasciculat
pSSU__EGFP e )
1 (choque 500 500 a (Pasion et
-C1/ Neo 3,8 resisténcia
2) ] al., 1994)
Linear 0
Controle (sem 5

DNA)
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3.3.5. Caracterizagao da linhagem de L. infantum expressando proteina
vermelho fluorescente (HUUFS14_ pSSU_ mCherry-C1/Neo)

A verificagcao do padrao de crescimento in vitro das células foram feitas com as cepas
selvagens (wild type — WT) nao transfectadas e a linhagem transfectada foram avaliados por
meio da curva de crescimento no periodo de 8 dias. A curva de crescimento foi construida
comecgando com uma densidade de 2x10° parasitas/ mL, em placas de 12 pogos feita em
triplicata e incubadas a uma temperatura de 27°C. A contagem foi feita cAmara de Neubauer
conduzida por meio de uma diluigdo de 1:100 das amostras em PBS 1X (2% de formaldeido).
Em seguida, foram colocados 10 pL dessa diluicdo na cadmara obtidas através da formula:
(Q1+Q2+Q3+Q4) / 4 x 102 x 10* e os dados foram analisados com teste estatistico Two-Way
ANOVA.

As células THP-1 foram distribuidas em placas com 24 pocos tanto com laminulas
redondas de 10 mm, na concentracdo de 5x10° células/ mL, para a posterior infecgdo realizar
a coloragdo com o método Romanowsky com o kit Panético Rapido (LarboClin) e visualizagao
microscopica. Além disso também foram semeados em placas de 12 pogos sem laminulas na
concentragdo de 1x108 células/ mL para a extragdo de DNA e aplicagdo em PCR em tempo
real (QPCR). Para ambas as situagdes as THP-1 foram tratadas com 0,1uM de PMA (Phorbol
12-Myristate 13-Acetate) (Sigma-Aldrich) incubadas durante 48 horas a 37 °C, 5% de CO:
para induzir a diferenciagdo para macrofagos aderentes.

A quantificagado microscopica e avaliagdo dos macrofagos infectados foi realizada de
forma manual visualizada por microscopio 6ptico de luz na objetiva de 100X (Olympus). Os
graficos da estimativa da carga parasitaria foram gerados no programa GraphPad Prism 5.
Para a quantificacdo da carga parasitaria em qPCR, o DNA gendmico foi extraido com o Kit

de Purificagdo de DNA Gendmico Wizard® (Promega) conforme descrito item 3.1.3.
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RESULTADOS



4. RESULTADOS

4.1. Performance dos primers e validagao dos alvos para qPCR

O primer para gPCR LinJ31_2420 que amplifica um produto de 98 bp e o primer para
PCR Lind31seq amplifica um produto de 444 bp foram projetados com base nas sequéncias
do gene Lind31_2420 (XM _001467522.1) utilizando as ferramentas disponiveis no banco de
dados TriTrypDB (Aslett ef al., 2010). Na primeira versdo do genoma publicado em 2011 de
Rogers e colaboradores (Rogers et al., 2011) esse gene putativo da p-nitrofenilfosfatase era
exclusivo de L. infantum. Entretanto, por meio de reanalises e atualizagdes dos genomas de

outras espécies de Leishmania nos bancos de dados, ortdlogos desse gene também foram

identificados em outras espécies de Leishmania, como mostra a Tabela 6.

Tabela 6: Informagdes de ID do gene, cromossomo, numero de copias do gene

putativo da p-nitrofenilfosfatase em Leishmania spp.

. L. L Ndmer
Espécies Cédigo do Gene Descrigéo do Chr. o de
Gene copias
L. infantum , p-
(JPCM5) LinJ31_2420 nitrophenylphosphatas 31 1
e
- putative
L. donovani p-
(BPK282A1) LdBPK_312410.1 nitrophenylphosphatas 31 1
e
- putative
L. braziliensis
(MHOM/BR/75/ LbrM.31.2620 p- 31 2
M2904) nitrophenylphosphatas
e
- putative
Haloacid
L. amazonensis dehalogenase-like Not
(MHOM/BR/719 LAMA_00064530 hydrolase/ HAD- Assigne 1
73/M2269) 0 hyrolase-like/ d

Mitochondrial PGP
phosphatase,
putative
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L. mexicana p-
01/U1103) e
- putative
L. major _ p-
(Friedlin) LmjF.31.2340  nitrophenylphosphatas 31 1
e
- putative

Chr= cromossomo. Tabela adaptada do trabalho de (Takamiya et al., 2023)

O gene Lind31_2420 corresponde ao gene putativo da p-nitrofenilfosfatase, um gene
de cépia unica identificado no cromossomo 31 da cepa de referéncia JPCM5 (L. infantum).
Foi identificado por meio da reanalise de genes de cdpia Unica em Leishmania, conforme
detalhado no estudo de Rogers et al. (Rogers et al., 2011).

Por meio das analises de alinhamento das sequéncias do primer Lind31_2420
(qPCR) a cepa do genoma de referéncia JPCM5 e a cepa HUUFS14 (L. infantum usada no
laboratério) apresentam 100% de identidade nucleotidica para o gene putativo da p-

nitrofenilfosfatase (XM_001467522.1); diferentemente do observado no alinhamento para

outras espécies de Leishmania com porcentagem de identidade nucleotidica inferiores a 50%,
além de apresentar diferengas no conteiudo GC (guanidina e citosina) e de gaps na regiao de

anelamento dos primers, como mostra a Figura 8.

Figura 8: Alinhamento de sequéncia da regiao alvo (98 pb) do primer Lind31_2420 em

parasitas Leishmania.
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(a) Amplicon (98 bp) do gene Lind31_2420 na cepa JPCM5* e HUUFS14** (L. infantum) da regido de
alinhamento dos primer Lind31_2420 e comparagdo com as demais espécies de Leishmania. As posi¢gdes nas

extremidades 5' e 3' onde ocorre o pareamento do primer sdo delimitadas pelas caixas em cor preta. Acima do
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alinhamento multiplo o esquema de cores das letras representa as bases nitrogenadas adenina (A), citosina (C),
guanidina (G) e timina (T). As bases nitrogenadas apresentadas pelo tamanho da letra (alto) refletem a similaridade
observada em todas as espécies de Leishmania e aquelas com duas letras (baixo) referem-se a trocas de bases
nitrogenadas. (b) Box resume as principais caracteristicas da sequéncia alvo do primer LinJ31_2420 em L.
infantum e outras espécies de Leishmania. Os asteriscos indicam: * JPCM5, o genoma de referéncia de L. infantum
(Montagem do genoma ASM287v2) e ** HUUFS14, o genoma da cepa de laboratério (Montagem do genoma
HUUFS14) usado para experimentos. L. donovani (nUmero de acesso: LdBPK 312410.1), L. braziliensis (nimero
de acesso: LbrM. 31.2620), L. panamensis (nimero de acesso: LPAL13 310028600) e L. major (nUmero de acesso:
LmjF. 31.2340); L. amazonensis (nimero de acesso: LAMA 000645300) e L. mexicana (numero de acesso: LmxM.
30.2340). Amp: amplicon; NI: porcentagem de identidade de nucleotideos; *** porcentagem de guanidina (%G) e
citosina (%C); iniciador direto (PFw); iniciador reverso (PRv); pb: par de bases. O alinhamento foi gerado e
formatado utilizando o software SnapGene® versdo 7.0. Fonte: Figura reproduzida do trabalho de (Takamiya et
al., 2023).

A validacao técnica dos ensaios de qPCR foram feitas com o primer Lind31_2420
desenhado neste estudo e comparados com outro primer descrito na literatura, o
Lind31_L42486.1 (Chowdhury et al., 2020; Ghosh et al., 2018; Hossain et al., 2017; Mondal
et al., 2019; Vallur et al., 2014). Através do desempenho da curva de dissociacao foi possivel
averiguar a especificidade dos primers com DNA de HUUFS14 (L. infantum) para ambos os
primers, com picos Unicos e valores de temperatura de melting (Tm) de 83,35°C para
Lind31_2420 e Tm de 77,56°C para o primer Lind31_L42486.1, como mostra a Figura 9. A
construgao da curva padrao usando o calculo da massa de DNA de um parasita L. infantum
com seis pontos também estdo apresentados na Figura 8. Nao houve amplificagdo com o
DNA de L. amazonensis (M2269), L. braziliensis (M2904), Crithidia sp LVH60A (LVH120_C5),
C. fasciculata (TCCO39E), T. cruzi (cepa Y) e nos hospedeiros vertebrados (humano, cao,

gato e camundongo).
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Figura 9: Curva de dissociacao e grafico de amplificagées usando os primers Lind31_2420 e
Lind31_L42486.1.

fah o MeRune fE) O 5L .
T
= il
& ™
;S £
: &
2 %
[ §
a8 | r,
| i
won | |
| I S N O N [ ST N SR RN R BN R MR I. ..h'o‘--—.-'.'. =
ans mo (-] s0S B=0 {ai] 950
T'BI'I'IDB"HELI"I Temperaiune
lc) =
B e e
- //// /
000 e~/ y
& —‘_\/ _.-".I y
=1 0.0001 1
000001
000000
18 20 22 2 26 2 30 32 M 3/ 3B 40
Cycle
{d)
11 ——
s B P
0.0t o # e
o 0004 2 '
r
<1 0001
0.00001 |
0000001

12 ¥ 16 18 20 2 M X ¥ N ¥ M ¥ 3 4
Cycle

(a) curva de dissociagéo para os primers Lind31_2420 exibiu uma Tm média de 83,35°C. (b) Os primers
Lind31_L42486.1 apresentaram uma curva de dissociagdo com Tm médio de 77,56°C. (c) Grafico de amplificacbes
com Lind31_2420 utilizaram diluigdes seriadas de DNA de L. infantum (cepa HUUFS14) variando de 40,7e-09 g/uL
a 40,7e-15 g/uL equivalente aos seis pontos da curva padrdo. (d) A mesma abordagem foi aplicada para o primer
Lind31_L42486.1. Fonte: Figura reproduzida do trabalho de (Takamiya et al., 2023).

Para a detecgao molecular de espécies relacionadas a Crithidia sp. foi padronizado
com o primer Catalase_LVH60-12060 _1F. Esses primers foram desenhados para amplificar
um produto de 107 bp do gene da enzima catalase, que foi identificado através das analises
do genoma de Crithidia sp. (LVH60a_C1) (Maruyama et al., 2019), como mostrado na Tabela
7.
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Tabela 7: Informagdes de ID do gene, cromossomo, numero de copias do gene
Catalase em Crithidia sp LVH-60A, C. fasciculata e Leptomonas spp.

Espécie Codigo do gene Produto Chr. Eg:;:;o de
CFAC1_ 25000620 o5
0
. CFACT_ 28000660 Catalase/Catalase 28
Crithidia 0 -related immune- 4
fasciculata (CfCl) CFAC1 29000550 . :
0 responsive, putative 29
CFAC1 16003140 16
0
Crithidi CP119667.1 10
rithidia sp e —
LVH- 60A CP119668.1 Catalase - 36 4
(LVH6)Oa_C1 CP119663.1 putative 5
CP119644.1 32
Leptomonas
pyrrhocoris (H10) LpyrH10 15 0020 Catalase 15 1
Leptomonas Not
seymouri Lsey 0026 0490 Catalase Assigned 1

(ATCC_30220)
Chr= cromossomo. Tabela adaptada do trabalho de (Takamiya et al., 2023)

Na analise do amplicon de Catalase_LVH60-12060_1F (107 bp) nas sequéncias do
genoma de C. fasciculata (cepa de referéncia CfCl) e de Crithidia sp. LVHG60A (LVH60a_C1)
foi observado quatro cépias em diferentes cromossomos. Também foi possivel observar
regidbes onde ocorrem as trocas de nucleotideos, refletindo os polimorfismos vistos em dois

cromossomos de C. fasciculata, como mostra a Figura 10.


https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/record/gene/CFAC1_250006200
https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/record/gene/CFAC1_250006200
https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/record/gene/CFAC1_280006600
https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/record/gene/CFAC1_280006600
https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/record/gene/CFAC1_290005500
https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/record/gene/CFAC1_290005500
https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/record/gene/CFAC1_160031400
https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/record/gene/CFAC1_160031400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP119667.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP119668.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP119663.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP119644.1
https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/record/gene/LpyrH10_15_0020
https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/record/gene/Lsey_0026_0490
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Figura 10: Alinhamento de sequéncia da regido alvo (107 pb) do primer

Catalase_LVH60-12060_1F em parasitas Crithidia.
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CfaCi 29 0T sa.07 100 5260 350
Ctal 18 107 57.01 3543 5260 8D
Cifali 25 164 5831 BE At 360 &2 11
LviEDa &1 20 107 55,14 8513 5260 &350
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(a) Regido de 107 pb no gene Catalase putativo onde as sequéncias de alinhamento do primer
Catalase_LVH60-12060_1F ocorrem em LVH60a_C1 (Crithidia sp LVH60A) e C. fasciculata (CfCl). As posigcoes
nas extremidades 5' e 3' onde ocorre o pareamento do primer sdo delimitadas pelas caixas de cor vermelho. Acima
do alinhamento multiplo do primer Catalase_LVH60-12060_1F com Crithidia sp LVH60A (LVH60a_C1) e C.
fasciculata (CfaCl), o esquema de cores das letras representa as bases nitrogenadas adenina (A), citosina (C),
guanidina (G) e timina (T). As bases nitrogenadas apresentadas pelo tamanho da letra (grande) refletem a
semelhanga observada nos cromossomos Crithidia e aquelas com duas letras (menor) referem-se a trocas de
bases nitrogenadas. O circulo azul indica as regides de polimorfismo encontrado nos cromossomos de C.
fasciculata. (b) A caixa resume as principais caracteristicas da sequéncia alvo do primer Catalase_ LVH60-
12060_1F nos parasitas Crithidia. Quatro copias do gene nessas espécies foram observadas no cromossomo de
C. fasciculata (CfaCl 28 CFAC1_280006600, CfaCl 29 CFAC1_290005500, CfaCl 16 CFAC1_160031400 e CfaCl
25 CFAC1_250006200) e sequéncias de regides do genoma do LVHB0A_C1 (Chromo cerca de 36, cromossomo
05, Cromossomo 10 e Cromossomo 32 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA_030078075.1; acessado em
22 de outubro de 2022). Amplicon (amp.); porcentagem de identidade de nucleotideos (%NI); ** porcentagem de
guanidina (%G) e citosina (%C); primer forward (PFw); primer reverso (PRv); par de bases (pb). O alinhamento foi
gerado e formatado usando o software SnapGene® versao 7.0 (Insightful Science). Fonte: Figura reproduzida do
trabalho de (Takamiya et al., 2023).

A validacao técnica com o primer Catalase_LVH60-12060_1F foi DNA de Crithidia sp
LVHG0A (cepa LVH60_C1) e C. fasciculata (cepa TCCO39E) esta apresentada na figura 11.
A curva de dissociacido para ambos os parasitas indicou serem semelhantes com uma Tm
média de 84,79°C para LVH60_C1 e Tm média 85,00°C para C. fasciculata TCCO39E, para
esta ultima foi perceptivel a presenga de um pico discreto em torno de 81°C. Os produtos
dessas qPCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (1%) para visualizar o

tamanho das bandas Unicas amplificadas e descartar a presenga de amplicons inespecificos,
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a qual nos revelou produtos unicos (Figura 11d). Além da analise do gel de agarose, para
fortalecer ainda mais a evidéncia de que o pico adicional se deve a fatores especificos da
sequéncia, utilizamos o software de previsdo de curva de dissociacdo uMelt (https://dna-

utah.org/umelt/quartz/) usando amplicon de Catalase. Foi previsto que os trés amplicons (107

pb) de Crithidia sp LVHB0A exibissem um pico principal unico a 86,5°C e um pico secundario
na faixa de 81°C a 81,5°C. Foi observado que os trés amplicons (107 pb) de C. fasciculata
apresentam um pico principal unico na faixa de 86°C a 87,5°C e um pico secundario a 81°C,
como apresentado na Figura no Apéndice 2. A partir desses resultados, analisamos que a
configuragao do ciclo universal foi a mais apropriada com precisao para detectar tanto Crithidia
sp LVHG0A quanto C. fasciculata.

Figura 11: Resultado do ensaio de qPCR com par de primers Catalase_LVH60-
12060_1F.
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(a) Grafico de amplificagdo da curva padrao de seis pontos com primer Catalase_LVH60-12060_1F
usado dilui¢des seriadas de 10 vezes de DNA gendmico da cepa LVH60_C1 (Crithidia sp LVH60A) variando de
43,6 e-9ga 43,6 e- 15 g (em amarelo) e DNA da cepa TCCO39E (C. fasciculata) variando de 52,4 e-9 g a 52,4 e-
15 g (em roxo); (b) As curvas de dissociagao com o molde de DNA da cepa LVH60_C1 Crithidia sp LVHG60A (curvas
amarelas) mostraram um Tm médio de 84,79°C, enquanto as reagdes usando o molde de DNA da cepa TCC039E
C. fasciculata (curvas roxas) mostraram um Tm médio de 85,00°C com anelamento de 2 etapas a 60°C. (c) Curva
de dissociagdo com anelamento de 3 etapas a 60°C, modelo de DNA da cepa LVH60_C3 Crithidia sp LVH60A
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(curvas amarelas) mostrou um Tm médio de 84,71°C, enquanto as reagbes usando o modelo de DNA da cepa
TCCO39E C. fasciculata ( curvas roxas) apresentaram uma Tm média de 85,00°C. (d) A eletroforese em gel de
agarose (1%) foi realizada para analisar as amplificagdes do par de primers Catalase LVH60-12060_1F. Fonte:

Figura reproduzida do trabalho de (Takamiya et al., 2023).
Estes primers nao apresentaram amplificagdo para o DNA de L. infantum (cepa
HUUFS14), T. cruzi (cepa Y) ou DNA hospedeiro (humano), ou seja, nho experimento realizado

foi especifico para o DNA de Crithidia sp. LVHGE0A (isolado LVH60_C1) (Figura 12).

Figura 12: Especificidade do primer Catalase_LVH60-12060_1F.
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Curva de dissociagdo com LVH60_C1 (Crithidia sp LVH60A) (curva preta) atingindo Tm de 84,50°C.
N&o indicando especificidade com material de DNA humano (curva laranja), cepa HUUFS14 (L. infantum) (curva

cinza) e T. cruzi (cepa Y) (curva azul). Fonte: Figura reproduzida do trabalho de (Takamiya et al., 2023).

O alvo desenhado para Crithidia sp. com base no gene catalase (primer
Catalase_LVH60-12060_1F) mostrou-se especifico para Crithidia sp. LVH60A e C. fasciculata
nao amplificando para o DNA de Leishmania e hospedeiros vertebrados.

41.1. Construgdao da curva padriao e ensaio de reprodutibilidade e
repetibilidade

Com o calculo utilizando a massa de DNA de um parasita, realizada com base no
tamanho do genoma de L. infantum e Crithidia sp. (apresentado na Tabela 3 no item de
Material e Métodos), a curva padrao foi construida com seis pontos em diluicdo seriada na
ordem de 10x variando de 10°a 10° parasitas. Adicionalmente a cada ponto, uma quantidade
de DNA (6ng/ reacao) de hospedeiro vertebrado (humano ou cao ou gato ou camundongo) foi
inserido como um background simulando uma amostra de hospedeiro infectado.

A curva padrao utilizando o primer Lind31_2420 foi gerada por meio do calculo da
massa de DNA do HUUFS14 (L. infantum) com diluicdes seriadas variando de 40,7e-09 g/uL
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a 40,7e-15 g/uL, como ilustrado na Figura 13a. Similarmente, a curva padrao para o primer
Catalase_LVH60-12060_1F foi construida com base no calculo da massa de DNA do
LVHG60_C1 (Crithidia sp. LVH60A), utilizando diluicbes seriadas variando de 43,6e-09 g/uL a
43,6e-15 g/uL, conforme representado na Figura 13b.

Figura 13: Curva padrdo dos ensaios de gPCR construida com a massa de DNA de
cada espécie de parasita (L. infantum e Crithidia) e os respectivos primers, Linj31_2420 ou
Catalase_LVH60-12060_1F
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(a) Grafico de amplificagdo da curva padrao com DNA de L. infantum (HUUFS14) usando primer
LinJ31_2420, cada ponto de cor azul na linha representa o equivalente de 1x10° parasitas a 10° parasitas. Curva
construida a partir do calculo da massa equivalente de um parasito juntamente com o DNA do hospedeiro ndo
infectado por tripanossomatideos [6ng] como fundo fixo da reacéo. (b) Grafico de amplificagéo da curva padréo e
curva padrdo com DNA de Crtithidia sp LVH60A (LVH60_C1) usando primer Catalase_LVH60-12060_1F, cada
ponto de cor vermelha na linha representa o equivalente de 1x10° parasitas a 10° parasitas. Fonte: Figura
reproduzida do trabalho de (Takamiya et al., 2023).

Ensaios de repetibilidade e reprodutibilidade foram realizados com ambos os primers
em instrumentos de qPCR de marcas diferentes, a fim de avaliar a variagcdo técnica. A
especificidade dos primers em detectar o material do parasita foi avaliada em um contexto de
fundo de DNA fixo de cada hospedeiro vertebrado (humano, cdo, gato e camundongo). As
reacdes da curva padrao apresentaram coeficientes favoraveis em ambos os instrumentos de
marcas distintas, como observado pelos valores de coeficientes de determinacgao de eficiéncia
(Eff) da Tabela 8. Os valores de coeficiente (R?) com os primers LinJ31_2420 foi de 0,95 e
para Catalase LVH60-12060_1F foi de 0,99.

Tabela 8: Valores de coeficiente das curvas padrdao de gPCR usando DNA
hospedeiro como pano de fundo nas reacgoes.

Source of DNA

Primer Slope R2* Eff%**
LinJ31_2420 background
DNA Human -3.77 0.949 111.65
7500 Fast Dx -
Real Tine PCR DNA Dog 3.53 0.945 113.85
Machine DNA Cat -3.12 0.988 108.80
(Thermo Fisher
Scientific)
DNA J774 -3.82 0.952 114.88
DNA Human -3.22 0.997 104.26
AriaMx Real- Time PCR DNA Dog -3.35 0.971 114.50
System(Agilent) DNA Cat 13.35 0.998 98.46
DNA J774 -3.29 0.999 101.29
Primer Source of DNA Slope R2* Eff%**
Catalase_LVH60- background
12060_1F
DNA Human -3.16 0.953 107.13
7500 Fast Dx Real DNA Dog -3.02 0.945 113.85
e Fanar DNA Cat -3.47 0.981 94.10
Scientific)
DNA J774 -3.01 0.952 114.88
DNA Human -3.28 0.993 101.62
AriaMx Real- Time DNA Dog -3.05 0.978 112.88
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PCR System(Agilent) DNA Cat -3.51 0.977 119.23

DNA J774 -3.30 0.998 100.76

*coeficiente de determinagédo; ** porcentagem de eficiéncia da reagao. Tabela reproduzida do trabalho
de (Takamiya et al., 2023).

Utilizando o coeficiente de variagado (CV) nos ensaios de repetibilidade, avaliamos a
consisténcia dos resultados ao repetir a mesma técnica varias vezes, sob as mesmas
condicbes e utilizando o mesmo aparelho de qPCR. Ensaios de reprodutibilidade também
foram conduzidos, envolvendo a aplicagdo do mesmo protocolo experimental, porém
utilizando outro equipamento de qPCR para avaliagdo da robustez e a confiabilidade dos
dados obtidos. A repetibilidade das reagdes usando primer LindJ31_2420 indicou um CV muito
baixo (por volta de 1,5%) usando DNA de cao, humano e camundongo, como apresentado na
Figura 14a. As reacbes com DNA de gato apresentaram uma variagdo um pouco maior (CV
~5%). Para o primer Catalase_LVH60-12060_1F, a CV foi um pouco maior (~2,0%) como
mostra a Figura 14b. Comparagdes com ensaios de reprodutibilidade em instrumentos de
marcas diferentes também mostraram valores de CV baixos para ambos os primers (Figuras

14¢ e 14d), evidenciando a acuracia dos primers para detecgéo de parasitas.

Figura 14: Coeficiente de variacao (%) das curvas padrdao qPCR intra e inter-ensaios.
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(a) Repetibilidade (intravariagdo nos graficos a esquerda) e reprodutibilidade (intervariagéo nos graficos
a direita) dos ensaios com o primer Lind31_2420 (a,c) e dos ensaios com o primer Catalase_LVH60-12060_1F
(b,d), medido através do coeficiente de variagéo (CV%) expresso em percentagem. O CV% dos intra-ensaios foi
calculado com réplicas dentro da mesma placa (instrumento 1, simbolos quadrados, ou com o instrumento 2,
simbolos circulares), enquanto o CV% dos interensaios foi calculado com réplicas em placas realizadas com
diferentes gPCR instrumentos (ou seja, comparagao entre placas/instrumentos, simbolos triangulares). DNA da
cepa M2903 (L. braziliensis), cepa M2269 (L. amazonensis), cepa Y (T. cruzi) e hospedeiros vertebrados néo
apresentaram amplificagdo para os primers Lind31_2420 e Catalase_LVH60-12060_1F. A amplificagdo nao foi
observada na reagéo controle. Foram utilizados genes endégenos de controle de retrovirus endégenos do grupo
3 (ERV-3) para humanos e gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (G3PDH) para outros hospedeiros vertebrados.
DNA de hospedeiros vertebrados foi usado como fundo fixo (6 ng) em todos os pontos da curva qPCR (cor verde
DNA humano, em cor cinza o DNA de gato, em cor azul o DNA de cachorro e em cor vermelho o DNA de
camundongo). Os graficos foram gerados utilizando o software GraphPad Prism versdo 5.00. Fonte: Figura

reproduzida do trabalho de (Takamiya et al., 2023).

4.1.2. Ensaio spike-in com primers LinJ31_2420 e Catalase_LVH60-12060_1F

A fim de validar a precisao de cada par de primers na detecgcéo da espécie-alvo em
reacdes de qPCR, experimentos de spike-in com DNA de tripanossomatideos de espécies
diferentes foram realizados. Nesses experimentos, simulamos um cenario de coinfeccao entre
os parasitas L. infantum e Crithidia sp. LVHB60A. Para isso, misturamos proporcdes
conhecidas de DNA desses protozoarios junto com DNA de diferentes espécies hospedeiras
(humano, cado, gato ou camundongo).

Primeiramente, ensaios com DNA de cada parasita foi testado isoladamente. A
quantidade de DNA equivalente a 5x10? e 5x10* de parasitas foi calculada usando DNA de
HUUFS14 (L. infantum) e DNA de LVH60_C3 (Crithidia sp. LVHG0A). Os valores de Cq
observados para o primer Linj31_2420, quando utilizando DNA de L. infantum puro, estavam
dentro da faixa esperada para uma diluicdo seriada de 10 vezes. Conforme apresentado na
Figura 15a, a diferenga nos valores de Cq das amostras indica a variagao de Cq (ACq) entre
as reagbes contendo 5x10* (Cq ~17) e 5x10? (Cq ~24) equivalentes de parasitas foi de
aproximadamente 6,8 ciclos. Da mesma forma foram observados os valores esperados no
ensaio conduzido com primer Catalase_LVH60-12060_1F usando o DNA puro de LVH60_C1
(Figura 15c), apenas com o DNA de cdo e de camundongo usado como fundo foi visto uma
ACq de ~3,2 ciclos ao invés de ~6,4 ciclos.

Em seguida, a mistura com quantidades conhecidas de DNA dos diferentes parasitas
foi conduzida. Foi adicionado DNA de LVH60_C1 junto ao DNA de HUUFS14 para detectar
L. infantum com primer LinJ31_2420 nas proporgdes 1:1 (5x10? L. infantum: 5x10? Crithidia
sp LVH60) e de 1:100 (5x10? L. infantum: 5x10* Crithidia sp LVH60). De forma semelhante,
as proporgbes de DNA dos parasitos foram preparadas para avaliar o primer
Catalase LVH60-12060_1F: proporgéo 1:1 (5x10? Crithidia sp LVHB0A: 5x102 L. infantum) e
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1:100 (5x10? Crithidia sp LVHB0A: 5x10* de L. infantum). Ambos os primers demostraram ser
especificos com baixa inibicdo na presenga do DNA de outra espécie de tripanossomatideo,
independente das quantidades utilizadas, como indica a Figura 15b e 15d.

Para garantir a integridade do DNA de cada hospedeiro dentro das reagdes spike-in,
a gPCR foi realizada usando o primer ERV-3 (Adaui et al., 2006; Chin Yuan; Miley; Waters,
2001) para DNA humano (6 ng/ reacao) resultando em um Cq médio de 27,48 + 0,41. Para
DNA de cédo e camundongo (6 ng/ reacao), o primer G3PDH (Barker et al., 2010; Reis et al.,
2013) foi empregado, produzindo valores médios de Cq de 17,67 + 0,66 e 21,56 £+ 0,44,

respectivamente.

Figura 15: Precisdo dos ensaios gPCR na quantificacdo de parasitas avaliada através de

um experimento de spike-in para cada primer.
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(a) Quantificagdo do DNA de L. infantum com o primer Lind31_2420 usando quantidades conhecidas

em numero equivalente de parasitas (500 parasitas, curvas em linhas tracejadas; 50.000 parasitas, curvas em



71

linhas solidas). Os numeros nas curvas indicam os valores limiares de Cq para quantificagdo de L. infantum. (b)
Quantificagdo de DNA de L. infantum com o primer Lind31_2420 em um experimento spike-in usando DNA de
Crithidia sp. LVH60A (cepa LVH60_C3) em duas proporgdes: 500 parasitas L. infantum:500 parasitas Crithidia sp.
LVHG60A (1:1, curvas em linhas tracejadas); e 500 parasitas L. infantum: 50.000 parasitas Crithidia sp. LVHG60A
(1:100, curvas em linhas sodlidas). Os numeros nas curvas indicam os valores limiares de Cq para quantificagéo de
L. infantum. (c) Quantificagdo de Crithidia sp. DNA LVHB0A com o primer Catalase_LVH60-12060_1F usando
quantidades conhecidas em numero equivalente de parasitas (500 parasitas, curvas em linhas tracejadas; 50.000
parasitas, curvas em linhas sélidas). Os numeros nas curvas indicam os valores limiares de Cq para quantificagao
de Crithidia sp. LVHB0A. (d) Quantificagédo de Crithidia sp. DNA LVH60A com o primer Catalase_LVH60-12060_1F
em um experimento spike-in, usando DNA de L. infantum em duas proporgdes: 500 parasitas Crithidia sp.
LVHB0A:500 parasitas L. infantum (1:1, curvas em linhas tracejadas); e 500 parasitas Crithidia sp. LVH60A: 50.000
parasitas L. infantum (1:100, curvas em linhas sélidas). Os numeros nas curvas indicam os valores limiares de Cq
para a quantificagdo de Crithidia sp. LVHB0A. O DNA (6 ng/reagao) de cada hospedeiro vertebrado foi usado como
fundo fixo para simular uma infecgdo. As curvas em cor verde, azul e vermelha representam o DNA da espécie
hospedeira: humano, cdo e camundongo, respectivamente. Fonte: Figura reproduzida do trabalho de (Takamiya
et al., 2023).

Através deste ensaio de spike-in, demonstramos a precisdo da deteccdo e a
especificidade dos primers desenvolvidos neste estudo. Uma pequena diminuicdo da
eficiéncia da reacao foi observada ao usar DNA de cédes e camundongos. Uma das razdes
pode ser atribuida a interferéncia causada pela quantidade de DNA do hospedeiro,
possivelmente devido a erros de diluicdo manual ao se aplicar nos ensaios. Portanto,
mostramos efetivamente que o primer Lind31_2420 e o primer Catalase LVH60-12060 1F
sao especificos para para detecgao da espécie L. infantum e de Crithidia sp, respectivamente
podendo serem empregados nas investigagdes e triagem de casos de coinfec¢ao entre L.

infantum e Crithidia sp.

4.2. Validagao do novo ensaio de gqPCR em condigdes experimentais
4.2.1. Infecgao in vitro de THP-1 com L. infantum

A infeccao in vitro de macréfagos THP-1 foi realizada em diferentes tempos (24
horas, 48h e 72h) e a quantificacdo da carga parasitaria pés-infecgéo foi avaliada por meio de
contagem visual por microscopia (Figura 16a- f) e por gPCR usando os primers Lind31_2420
e Lind31_L42486.1 (Chowdhury et al., 2020; Ghosh et al., 2018; Hossain et al., 2017; Mondal
et al., 2019; Vallur et al., 2014) (Figura 17a) para infecgdes com L. infantum, bem como o
primer Catalase LVH60_12060_1F (Figura 17b) para infeccbes com Crithidia sp. Reacbes
contendo 12 ng de DNA de amostra de THP-1 infectadas, quando submetidas ao primer ERV-
3 foram capazes de detectar exclusivamente DNA de macrofagos, resultando em um valor
médio de Cq de 26 + 0,05. Esse resultado indicou que o material genético manteve sua

integridade e qualidade ao longo do processo de extragdo de DNA.



72

e
(e) 1omi0? m I (A - L O
. LT O
. TCOO0EE
1010
1.0%107

10108

Farasite Load

Parasite Load

1.0%10°
101y

o
1.0%10 s

Figura 16: Macréfagos THP-1 infectados com cepa HUUFS14 (L. infantum), LVH60a_C1,
LVH117_C1 (Crithidia sp LVH60A) e TCCO39E (C. fasciculata).

(a) L. Infantum (cepa HUUFS14), (b) semelhante a Crithidia (cepa LVH60a_C1), (c) C. fasciculata (cepa

TCCO39E) e (d) controle de macréfagos sem qualquer infecgdo 24 horas apos a infecgéo, respectivamente. As

setas pretas indicam as formas amastigotas. Imagem de microscopia éptica visualizada com imersdo em 6leo em



73

uma ampliagdo de 1000X. (e) Gréfico da carga parasitaria medida por microscopia contando as formas amastigotas
da cepa HUUFS14 em 100 macrofagos THP-1 (proporgéo amastigotas/100 células). (f) Grafico da carga parasitaria
medida por microscopia contando as formas amastigotas da infecgdo com cepa LVH60a_C1 (barra de cor roxa),
LVH117_C1 (barra de cor azul) e TCCO39E (barra de cor verde) contabilizadas em 100 macréfagos THP-1
(proporcao de amastigotas/100). O teste ANOVA two-away foi realizado usando o software Graphpad Prism 5.00

e ndo diferenga estatisticamente significativa.Fonte: Figura reproduzida do trabalho de (Takamiya et al., 2023).

Figura 17: Quantificacao de parasitas L. infantum e Crithidia em infecgdes in vitro de
macrofagos derivados de THP-1.
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(a) O DNA extraido de culturas THP-1 infectadas com a cepa HUUFS14 (L. infantum) em 24, 48 e 72
h foi usado para quantificar o nUmero equivalente de parasitas por meio de qPCR usando o primer Lind31_2420.
O primer Lind31_L42486.1 foi usado para comparagdo. Nenhuma diferenga estatisticamente significativa foi
encontrada entre os dois primers. (b) DNA extraido de culturas THP-1 infectadas com LVH60a_C1 e LVH117_CA1
(Crithidia sp. LVHB0A) em 24, 48 e 72 h, bem com C. fasciculata (cepa TCCO039E) foram usadas para quantificar
0 numero equivalente de parasitas por qPCR usando o primer Catalase_LVH60_12060_1F. Teste ANOVA two-
way foi realizado usando GraphPad Prism 5.00 para infecgdes com diferentes cepas de Crithidia; valores de p <
0,05 foi considerado estatisticamente significativo; *p < 0,001. Fonte: Figura reproduzida do trabalho de (Takamiya
et al., 2023).

A curva padrao com pares de primers Lind31_2420 apresentou valores médios de
Slope de -3,260 + 0,06 com R? de 0,940 * 0,03 e eficiéncia de 103,8%, enquanto a curva
padrao com pares de primers Lind31_L42486.1 apresentou um Slope médio de -3,030 £ 0,06,
R?: 0,970 + 0,03 e 117,09% de eficiéncia. A carga parasitaria para L. infantum em 24h, 48h e
72h foi de ~2766, ~493 e ~241 parasitas, respectivamente.

A curva padrao com par de primers catalase apresentou Slope médio de -3,412 com
R? de 0,972 + 0,002 e eficiéncia de 96,2%. Parasitas LVH60a_C1 do estudo de Maruyama et
al. (Maruyama et al., 2019) e isolado LVH117_C1 do trabalho de Rogerio et al. (Rogerio et al.,
2023) foram capazes de infectar macréfagos. Em média, foi quantificado em 463 parasitas em

12 ng de DNA de THP-1, quantidade que corresponde a 18.000 células humanas. Nas
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infeccdes com C. fasciculata (TCCO39E), um numero muito menor de parasitas foi

quantificado (~10 parasitas em 18.000 células humanas).

4.2.2. Infecgao em modelo animal

Foram feitas as estimativas da carga parasitaria de tecidos (figado e baco, usando
20 ng de DNA/reacgao) provenientes de experimentacao de infeccao in vivo em hamster sirio
com isolados clinicos de pacientes diagnosticados com LV (isolados 515, 1580, 1686 e 1851)
obtidos de pacientes de Teresina, Piaui. O DNA de HUUFS14 (L. infantum) foi usado para
construir a curva padrdo apresentando Slope de -3,106, R2de 0,966 e eficiéncia de 109,88%.
A carga parasitaria no figado foi estimada em média de ~727 parasitas, destacando a cepa
515 que se mostrou 1.000 vezes mais parasitas nesse 6rgao indicando a alta capacidade
infectiva desse isolado (Figura 18a). No baco, a carga parasitaria foi de ~1.725 numero
equivalentes de parasitas (Figura 18b). As reacdes de controle para deteccdo de DNA de
hamster (20 ng) foram realizadas com o primer G3PDH. No figado, as amostras apresentaram
valores médios de Cq de 20,32 £+ 0,12 e no baco foi de 20,22 + 0,05 utilizando primer G3PDH
como controle enddégeno.
Figura 18: Quantificagdo de L. infantum em o6rgdos de hamsters (Mesocricetus
auratus) submetidos a infecgbes experimentais in vivo com isolados clinicos de Leishmania.
Os isolados clinicos foram codificados como #1851, #1686, #1580 e #515.
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(a) carga parasitaria no figado e (b) carga parasitaria no bago, avaliada por qPCR usando o primer
Lind31_2420. Numero equivalente de parasitas/reacéo (ou seja, em 20 ng de DNA do hospedeiro). A carga
parasitaria entre os isolados observados em cada 6rgado ndo apresentou diferengas estatisticamente significativas
no numero de parasitos. O teste de Kruskal-Wallis foi realizado com o software GraphPad prism 5.00. Fonte: Figura
reproduzida do trabalho de (Takamiya et al., 2023).

4.3. Validagdo dos novos alvos em isolados clinicos, amostras de tecidos de

hospedeiros vertebrados e vetores
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Amostras de pacientes com diagnostico para LV foram usados na validagdo dos
genes espécies- especificos. O diagndstico desses individuos foi confirmado por meio da
observacao de parasitas Leishmania em exame parasitolégico bem como o isolamento do
parasita, com material proviente da medula éssea ou por confirmacgao do teste sorolégico rk39
(Kalazar Detect Rapid Test), além disso, também foi levado em consideracdo os sintomas
presentes nesses pacientes como febre, perda de peso, leucopenia, baixo numero de
plaguetas e hepatoesplenomegalia. O tratamento administrado a esses pacientes foi com
medicamentos convencionais para a Leishmaniose Visceral conforme diretrizes do Ministério
da Saude do Brasil: antimonato de meglumina (Glucantime®) e/ou anfotericina B lipossomal
(AmBisome®) e constatado nos dados dos prontuarios desses pacientes.

Os primers para PCR convencional foram aplicados como forma de triagem
molecular para selecionar amostras para qPCR. Foram desenhados o primer LinJ31seq (444
bp) para amplificacdo do DNA de L. infantum; e para a detecgao de Crithidia sp. os primers
Crid2.1seq (502 bp) e LVH60_Tig001 (128 bp). Esses alvos s&o alternativos para identificar
tais espécies com o uso da técnica de PCR convencional quando ndo houver recursos para
aplicar a gPCR.

Os primers Crid2.1seq e LVH60_Tig001 ndo amplificaram para o material genético
de DNA de L. infantum (cepas HUUFS14 e PP75), nem para L. braziliensis (cepas M2903,
LTCP15171 e LTCP393), T. cruzi (cepas Y) ou DNA humano, como observado na Figura do
apéndice 3, confirmando a especificidade dos primers para deteccao de Crithidia.

Os primers Lind31seq (L. infantum) e Crid2.1seq (Crithidia sp) foram usados para triar
as amostras de pacientes diagnosticados com LV e de isolados clinicos de Aracaju, Sergipe,
como apresenta a Tabela 9 de triagem molecular. O primer da regido do 18S (SSU rRNA) foi
usado na técnica de Nested-PCR seguida das andlises de sequénciamento por Sanger
(Tabelas dos dados de sequénciamento no apéndice 3 e 4). Devido a quantidade muito baixa
de DNA do parasita em amostras de pacientes (medula 6ssea e sangue periférico) a
visualizagdo do amplicon LinJ31seq na eletroforese em gel de agarose foi possivel apds a
realizagao do enriquecimento do produto da primeira PCR com o primer Lind31seq (Figura
19).

Tabela 9: Amostras de pacientes com LV e isolados clinicos triados por PCR com

novos primers para o marcador SSU rRNA (18S).

Tecido N° de _ PCR + _PCR+ Nested-PCR

amostras  LinJ31seq Crid2.1seq TRY927/SSU561
Amostras de BMVL @ 18 13 Oc 18
pacientes PB 14 6 0 7

Cl® 53 14 48 46
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Pele c
Isﬁ:]?ggss (nédulo/papula) 4 2 2 4
Baco 1 0 1 1d

aBMLV: aspirado de medula 6ssea de pacientes com Leishmaniose Visceral; °Cl: isolados clinicos, ou
seja, culturas parasitarias obtidas de aspirado de medula 6ssea de pacientes com Leishmaniose Visceral;
¢Produtos de PCR com tamanho menor do que o esperado foi considerado negativo. PB: sangue periférico; numero
de acesso GenBank OQ581236.1 e 0Q581229.1; d Numero de acesso do GenBank OQ581233.1; c/d de Rogerio
et al. (Rogerio et al., 2023). Tabela reproduzida do trabalho de (Takamiya et al., 2023).

Figura 19: Eletroforese em gel de agarose (1%) de PCR convencional realizada com
amostras de pacientes com LV do HUUFS.
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Foram utilizados o primer TRY927/SSU561 e primer espécie-especifico LinJ31seq detectando as
amostras de LV de pacientes. Medula éssea (BM) e sangue periférico (P). Amostra de medula éssea nao infectada
por tripanossomatideos (BM+LEVC-) utilizada como controle negativo. As imagens foram capturadas por
ChemiDocTM XRS Systes (Bio-Rad) e utilizado o software Image Lab. Ladder GeneRuler 1Kb Plus DNA (Thermo
Fisher Scientific). Fonte: Figura reproduzida do trabalho de (Takamiya et al., 2023).

Foram realizadas a deteccao e a quantificagdo da carga parasitaria em amostras de
tecidos de pacientes com LV de Aracaju, Sergipe, por meio da qPCR utilizando o primer
Lind31_2420 e Catalase_LVH60-12060_1F como apresenta a Figura 19a. Os seis pontos da
curva padréo variaram de 1x10" a 1x10° nimeros equivalentes de parasitas com Slope de -
3,07, R? de 0,949 e eficiéncia de 111,6%. Na medula éssea em 6 ng de DNA, o limite de
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deteccdo para 10 parasitas foi na faixa de Cq de 30,0 £ 0,8, algumas amostras detectaram
um (1) parasita em 6 ng de DNA (Cq 34,3 + 0,8). Duas amostras de medula 6ssea foram
positivas para os dois primers: BMVL1 e BMVL12 sugerindo a coinfecgao nesses pacientes
(Figura 20a). Também foram testadas amostras clinicas do trabalho de Maruyama (Maruyama
et al., 2019) nas quais a espécie L. infantum foi detectada no sangue e bacgo, e a medula
6ssea estava com ambos parasitas L. infantum e Crithidia sp LVHG0A (Figura 20a).

Em amostras de tecidos de caes também foram usados os primers Lind31seq e
Crid2.1seq. Nao foi observada amplificacdo para Crithidia nas amostras de animais
domésticos, apenas houve deteccdo com LinJ31seq (L. infantum). Os ensaios de gPCR com
o primer LinJ31_2420 foi possivel detectar e estimar a carga parasitaria de L. infantum (Figura
20b). Por meio das analises de sequenciamento por Sanger do marcador taxonémico 18S
rRNA, amplicon com tamanho de aproximadamente de 500 pares de base foi confirmado a
espécie L. infantum como parasita em 10 amostras de medula 6ssea e 2 de sangue periférico

de cées, conforme Figura 21.

Figura 20: Quantificagdo de parasitas L. infantum e Crithidia em amostras de
pacientes com LV e animais domésticos por qPCR.
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(a) Numero equivalente de parasitas quantificados em amostras clinicas de aspirados de medula éssea
(BMVL), bago e sangue periférico (P13D0) de pacientes com LV. A detecgdo de L. infantum e/ou Crithidia foi
realizada utilizando os primers Lind31_2420 (circulos azuis) e Catalase_LVH60_12060_1F (tridngulos cinza). As
setas azuis indicam coinfecgdo de L. infantum com Crithidia sp. LVHB0A. As setas vermelhas referem-se a
amostras de pacientes de um caso fatal relatado por (Maruyama et al., 2019). (b) Numeros equivalentes de
parasitas foram quantificados em aspirados de medula 6ssea e sangue periférico (*) de caes e gatos com sinais
clinicos de LV e teste soroldgico positivo para Leishmania. Apenas L. infantum foi detectado em amostras de
animais domésticos. O DNA de L. infantum (cepa HUUFS14) e Crithidia sp. LVH60A (cepa LVH120_C5) foi

utilizado como controle positivo. Fonte: Figura reproduzida do trabalho de (Takamiya et al., 2023).
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Figura 21: Arvore filogenética com sequéncias de rRNA TRY927/SSU561 detectadas
em amostras de medula 6ssea e sangue periférico de caes com LV.
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Arvore filogenética com sequéncias de rRNA TRY/SSU detectadas em amostras de medula 6ssea e *sangue
periférico de cdes com LV, sequéncias comparadas com banco de dados NCBI (BLASTN) e TriTrypDB. Os ramos
em azul apresentam o agrupamento das amostras de cdes no mesmo ramo das espécies L. infantum e L. donovani.
Fonte: Figura reproduzida do trabalho de (Takamiya et al., 2023).

O uso do primer Lind31_2420 em amostras de DNA de vetores flebotomineos foi
viavel de forma qualitativa, ndo sendo observado amplificacbes para o primer Catalase-
LVHG60_12060_1F nessas amostras. DNA de sete pools de flebotomineos da espécie
Lutzomyia longipalpis foram positivas para L. infantum, corroborando o trabalho de Ferreira et

al. (de Sousa Ferreira et al., 2018). A integridade do DNA do inseto foi verificada com a regiao
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do gene cacofénico (IVS6) (Lins et al., 2002), que apresentou Cq 24,8 £5,1e Tm 82,40 °C. A
deteccgao por qPCR foi possivel por meio de pré-enriquecimento usando PCR convencional
com Lind31seq. O produto dessa PCR foi usado na reacdo com o primer Lind31_2420
apresentando valores de Cq para o vetor da amostra #10 (Cq 20,54 £ 0,49), vetor #63 (Cq
19,65 + 0,33), vetor n® 67 (Cq 17,87 + 0,007) vetor n°® 75 (Cq 28,51 £ 0,44), vetor n° 119 (Cq
33,09 £ 0,36), vetor #126 (Cq 27,49 + 0,007) e vetor #17 (24,91 £ 0,05), como apresentado no
grafico de amplificacdo na Figura 22.

Figura 22: Grafico de amplificagao com primer Lind31_2420 em amostras de
flebotomineos por gPCR.
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O primer LinJ31seq foi utilizado por PCR e o produto como molde para reagéo por g°PCR com o primer LinJ31_2420
em flebotomineos infectados com L. infantum do estudo de (de Sousa Ferreira et al., 2018). Amplificagdo da cor
laranja do vetor 67; amplificagdo da cor marrom avermelhada do vetor 63, amplificagéo da cor verde oliva do vetor
10, amplificagéo da cor azul do vetor 17, amplificacdo da cor roxa do vetor 126, amplificagdo da cor cinza do vetor
75 e amplificagéo da cor preta do vetor e do vetor 119. A cepa HUUFS14 (L. infantum) foi utilizada como controle

positivo nas reagdes (amplificagdo cor vermelha). Fonte: Figura reproduzida do trabalho de (Takamiya et al., 2023).

4. 4. Transfecgao de parasitas com gene repoérter fluorescente
A confirmagdo dos genes reporteres apds a propagagao do vetor por meio das
técnicas de transformagéo em bactéria E. coli DH5a foi confirmada por PCR, a amplificagao
do fragmento de 840 bp de pSSU_EGFP-C1/Neo e de 1490 bp de pSSU_mCherry-C1/Neo,
como visualizado na Figura 23.
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Figura 23: Produto da PCR com primer pSSU-NEO dos genes repoérteres.

Eletrogorese em gel de agarose (1%) dos produtos de PCR do gene repérter GFP, sendo pSSU_EGFP-

C1/Neo material de controle (840 bp) e pSSU_EGFP col1 e col 2 o material propagado. Para a confirmagéo do

gene mCherry, pSSU_mCherry--C1/Neo foi usado como material de controle (1490 bp) e pSSU_mCherry col1 e

col 2, o material propagado. Imagem do gel visualizada em aparelho Transiluminador de LED Kasvi K33-333 e

fotodocumentada por aparelho fotografico digital (Sony Cyber-Shot DSC).

A DLsp para o antibiético G418 foi calculada apenas para a cultura de LVH60a_C1

(Crithidia sp LVH60A). A concentragdo de G418 para matar 50% da populagéo de parasitos

foi 55 ug/mL, como observado na Figura 24.

Figura 24: Grafico da curva de crescimento e do calculo para determinac&o da DL50
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(a) Curva de crescimento da cepa LVH60a_C1 (Crithidia sp. LVH60A) submetidas a diferentes doses
da antibidtico G418 contabilizadas ao longo de 8 dias. (b) calculo da porcentagem de células vivas, conforme
calculo de DLso Karber (Robert V. Thurston, 1977).

A insercdo do vetor pSSU_EGFP-C1/Neo na regido do RNA ribossomal 18S
(rRNA/SSU) da cepa LVH60a_C1 foi conduzida por meio de eletroporagao, empregando
diferentes protocolos de transfeccéao voltado para a espécie C. fasciculata, como mostrado na
Tabela 1. O protocolo que foi capaz de transfectar o gene reporter GFP em Crithidia sp.
LVHG0A foi o usado com base no trabalho de DiMaio e colaboradores (DiMaio et al., 2018),
como mostra a Figura 25. No entanto, ao longo de um periodo de 30 dias de observagao das
células eletroporadas usando o antibidtico G418 1x DLso, equilavente a 55 ug/ mL, ficou
evidente que a utilizacdo desses pardmetros baseados em protocolos para a espécies C.
fasciculata nao é eficaz para Crithidia sp LVHE0A, pelo fato das células ndo manterem a sua

viabilidade e levando a morte das células.

Figura 25: Cepa LVH60a_C1 (Crithidia sp LVHG60A) transfectada expressando o
gene reporter EGFP.

(a)

(a) Cepa LVH60a_C1 expressando o gene GFP decorridos 30 dias pos-procedimento de transfecgao
por eletroporagéo observada em objetiva de 40x. A seta vermelha aponta para o protozoario fluorescente onde é
possivel visualizar o formato da promastigota e a posi¢cdo do nucleo. (b) vista em objetiva 100x com 6leo de
imers&o. Acervo pessoal. Imagem de Microscopia Optica de Fluorescéncia visualizada em objetiva de aumento de

400X (Microscépio de Fluorescéncia Olympus). Imagem acervo pessoal.
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A cepa LVH60a_C1 (Crithidia sp LVHG0A) transfectada evidenciou sensibilidade aos
procedimentos de eletroporagdo, apresentando sinais de atividade letargica e baixa taxa de
replicacao celular. A manutencido dessa cepa foi realizada em intervalos de 7 a 9 dias. Em
contraste, a cepa selvagem manifesta um crescimento celular mais rapido, levando a
saturagdo do meio em um periodo mais curto, como pode ser observado na Figura 24 o
isolado LVH60a_C1 a fase logaritmica vista no 2° dia.

A transfeccao do gene reporter mCherry na cepa HUUFS14 (L. infantum) foi bem
sucedida, permitindo a visualizagdo da expressao em cultivo de promastigotas por meio da
microscopia de fluorescéncia, como indicado na Figura 26. A manutencao dessas células com
o antibidtico G418 possibilitou a observacdo de todas as células fluorescentes nas
concentracdes de 500 ug/ mL e 1000 pg/ mL de G418. No trabalho de Bolhasami (Bolhassani
et al., 2011) ao realizar o protocolo de transfeccdo com cepa MCAN/98/LLM-877 (L. infantum)
iniciou a selegdo com G418 na concentracao de 10 pg/mL e os transfectantes foram mantidos
continuamente sob condigbes seletivas com o antibidtico contendo até 400 pg/mL. Aqui, com
a cepa HUUFS14 a selecdo com G418 inicial foi de 100 ug/ mL, no entanto, essa dosagem
foi aumentada gradativamente sendo observadas a manutencao da fluorescéncia usando até

1000 pug/mL de G418 em repiques continuos.

Figura 26: Cepa HUUFS14 (L. infantum) transfectada expressando o gene repdrter
mCherry.

Cepa HUUFS14 expressando o gene mCherry decorridos 30 dias pds-procedimento de eletroporagao
e recuperagao com G418 na concentragédo 1000 ug/ mL, observado com a objetiva de 40x. Imagem acervo pessoal.

4. 4. 1. Caracterizagao da linhagem de HUUFS14_mCherry

A curva de crescimento foi realizada ao longo de 08 dias com as cepas HUUFS14
WT (selvagem) e HUUFS14_mCherry ambas iniciando com 2x10° promastigotas/mL. Foi
observada que a cepa selvagem no 2° dia de cultivo atingiu a média de 4,64 x 10°

promastigotas/mL e uma quantidade semelhante foi observada para a cepa mCherry (3,1 x10°
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promastigotas/mL), conforme visto na Figura 27. Entretanto, o formato sigmoidal padrao da
curva de crescimento nao foi observado seja para a cepa selvagem ou para a transfectada.
Esse resultado de capacidade proliferativa em cultura foi inconclusivo, sendo necessario mais
informacdes. O teste estatistico two-way ANOVA néo indicou diferenga estatisticas entre as

curvas de crescimento.

Figura 26: Grafico da curva de crescimento da cepa HUUFS14_mCherry em
comparagao com cepa selvagem de HUUFS14 (L. infantum).
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Curva de crescimento realizada com cepa HUUFS14_mCherry (L. infantum transfectada) em comparagdo com a
cepa HUUFS14 WT (selvagem néo transfectada). Contagem realizada no periodo de 08 dias, as células foram
mantidas em incubadora a 27°C. A cepa HUUFS14_mCherry foi mantida com a G418 (1000 ug/ mL) durante os

dias da contagem.

O ensaio de infecgédo in vitro com a linhagem HUUFS14_mCherry foi feito em
macrofagos THP-1 afim de avaliar a atividade de fluorescéncia de amastigotas dessa
linhagem. A HUUFS14_mCherry foi usada para infectar THP-1 nos tempos de 24, 48 e 72
horas e a expressao foi monitorada por microscopia invertida de fluorescéncia objetiva de
20x (Nikon Ti-5- Eclipse Intensilight C- HGFI), a Figura 28 indicam as formas amastigotas

expressando mCherry no periodo de infecgao de 48 horas.

Figura 27: Infeccao in vitro em THP-1 com cepa de L. infantum transfectada com o
gene reporter mCherry.
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Infecgdo com macrofagos THP-1 pos infecgdo do tempo de 48 horas observadas em campo de luz claro
e em seguida o mesmo quadrante observado com filtro de espectro verde que capta a fluorescéncia vermelha. As
setas indicam as formas amastigotas fluorescentes de HUUFS14 mCherry internalizadas pelos macréfagos.
Imagem de Microscopia Invertida de Fluorescéncia objetiva de 20x (Nikon Ti-5- Eclipse Intensilight C- HGFI).

Imagem acervo pessoal.

A estimativa da carga parasitaria foi feita tanto por contagem em microscopia de luz
como também em gPCR usando o primer Lind31_2420 com a linhagem transfectada
HUUFS14 mCherry e a cepa selvagem HUUFS14. A curva padrao foi construida usando DNA
HUUFS14 selvagem (WT) com um Slope de -3,258 coeficiente de linearidade R? de 0,957 e
a eficiéncia 109%. Os padrdes de infectividade da linhagem HUUFS14 mCherry manteve em
comparagdao com infeccdo com a cepa HUUFS14 selvagem, como apresentado na
quantificacao por gPCR e microscopia da Figura 29, respectivamente. O teste estatistico Two-

way ANOVA foi aplicado e ndo apresentou diferengas estatisticas significantes.

Figura 28: Estimativa da carga parasitaria por gPCR com primer Lind31_2420 e por
microscopia.
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(a) estimativa da carga parasitaria das infecgées por qPCR com o primer espécie- especifico para L.

infantum usando a linhagem HUUFS14 mCherry e a cepa HUUFS14 selvagem (WT). (b) estimativa da carga

parasitaria feita por contagem microscoépica. O teste estatistico Two-way ANOVA foi aplicado e ndo apresentou
diferenga significantes em ambas analises. Graficos gerados pelo programa GraphPad Prism 5.
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DISCUSSAO

5. DISCUSSAO
5. 1. Alvos génicos espécie- especificos para detec¢ao molecular de parasitas

Os tipos de diagndstico utilizados para a Leishmaniose Visceral empregam métodos
tanto parasitolégicos quanto sorologicos para detectar a presenga do parasita em hospedeiros
vertebrados, incluindo pacientes humanos e animais domésticos (de Paiva-Cavalcanti et al.,
2015). Com o advento e desenvolvimento de novas ferramentas em biologia molecular houve
um foco para a detecgao, identificacdo e quantificagcdo da carga parasitaria com foco no
material genético em amostras clinicas. Conforme Guerbouj (Guerbouj et al., 2014)
ferramentas moleculares possibilitam a distingdo entre as espécies por meio de alvos
especificos, tornando-se instrumentos nos estudos de diversidade das espécies Leishmania
€ na analise de distribuicdo populacional desses parasitas.

A literatura apresenta uma variedade de protocolos e ensaios envolvendo a técnica
de PCR em amostras humanas, animais e flebotomineos, evidenciando sua utilidade em
pesquisas. Contudo, a padronizagdo desses métodos ainda € necessaria para poderem ser
adotados como ferramentas diagnésticas integradas a rotina médica (de Ruiter et al., 2014;
Guerbouj et al., 2014; Reithinger; Dujardin, 2007). Outra dificuldade é na necessidade de
assegurar uma boa sensibilidade na deteccdo do DNA do parasita em amostras clinicas, ao
passo que a especificidade dos alvos projetados € um desafio continuo, tendo em vista a
identificacdo precisa da espécie de Leishmania responsavel por causar a doenca. Essa
distincdo é crucial na determinagdo do tratamento adequado e no prognostico da doenga
(Filgueira et al., 2020; Reimao et al., 2020).

Estudos tem evidenciado a presenca de tripanossomatideos monoxénicos como
Leptomonas (Ghosh et al., 2012; Srivastava et al., 2010; Thakur et al., 2020) e Crithidia
(Barazesh et al., 2019; Ghobakhloo et al., 2019; Maruyama et al., 2019; Rogerio et al., 2023)
em casos clinicos de pacientes com Leishmaniose. Na revisdo realizada por Boucinha
(Boucinha et al., 2022) foram indicados varios estudos que evidenciam a presenga desses
parasitas monoxénicos em casos de Leishmanioses atipicas e suspeitas, porém as
investigagdes de rotina se concentram apenas nos parasitas patogénicos conhecidos. De
acordo com Yurchenko e colaboradores (Yurchenko; Butenko; Kostygov, 2021) estudos de
filogenémica desses parasitas do grupo Crithidiatae devem ser aprofundadas para
compreender a evolugao, diversidade e ciclo de vida.

Neste trabalho, projetamos alvos espécie-especifico para L. infantum (Lind31_2420

e Lind31seq), bem como para a detecgdo de Crithidia sp LVH60A e C. fasciculata
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(Catalase_LVHG60-120_1F, Crid2.1seq e LVHG60_Tig001) em ensaios usando as técnicas de
PCR e gPCR em diferentes amostras clinicas e experimentais como forma de triagem
molecular, deteccdo e de identificacdo. E crucial considerar os alvos escolhidos para o
diagnéstico de gPCR, optando por genes especificos da espécie. Alvos com base no kDNA
pode render dados menos robustos devido a heterogeneidade presente em minicirculos, onde
0 numero de copias varia entre os cinetoplastideos (Weirather et al., 2011). Genes
constitutivos como os baseados na regido 18S (SSU rRNA) podem apresentar amplificacbes
cruzadas com o DNA de outros tripanossomatideos nao sendo possivel a distingdo apenas
por deteccdo, sendo necessario o sequénciamento desse alvo amplificado (Filgueira et al.,
2020).

O primer Lind31seq e Lind31_2420 projetados neste estudo foram desenhados com
base no gene da p-nitrofenilfosfatase, uma enzima que desempenha um papel fundamental
nas vias de hidrolise, catalisando a conversao de p-nitrofenol e fosfato. Em Leishmania, essa
enzima desempenha um papel crucial no metabolismo celular, na regulagdo do metabolismo
de fosfato e na sobrevivéncia celular (Fernandes et al., 2013; Nandi; Sarkar, 1995). O primer
Catalase_LVH6_12060_1F foi projetado com base no gene da enzima catalase que
desempenha um papel importante no ajuste de peréxido de hidrogénio (H.O2) a niveis
intracelulares (Kraeva et al., 2017). Sendo ausente em tripanossomatideos patogénicos, como
Leishmania spp. e Trypanosoma spp., € encontrado apenas em tripanossomatideos
monoxénicos (Crithidia spp., Leptomonas spp.) (EI-Sayed et al., 2005; Horakova et al., 2020;
Kraeva et al., 2017).

O primer Catalase LVH60-12060_1F foi especifico para Crithidia sp. LVH60A e para
C. fasciculata (cepa TCCO39E) conforme visto nas analises do amplicon de 107 bp do gene
esta presente em quatro copias em diferentes cromossomos de ambas as espécies,
apresentando diferencas sutis em suas composicdes nucletidicas que podem ser inferidas
nas analises de curva de dissociacao. Dependendo do teor de GC dos amplicons pode haver
a presenca de um pico discreto anterior ao pico unico no perfil de dissociagao. Isso pode ser
atribuido ao fato de que regides estaveis e ricas em GC podem nao se dissociar
completamente de maneira imediata. Consequentemente, essas regides permanecem na
forma de double stranded DNA (dsDNA) até que alcancem a temperatura ideal para a
dissociagdo completa. Outra explicagdo € a possivel heterogeneidade do amplicon, como a
presenca de regides com polimorfismos, essas variagdes na sequéncia podem resultar em
diferentes temperaturas de dissociacdo, o que se reflete em multiplos picos distintos na
analise de dissociacao (Nick Downey, 2014).

Ensaios com base em corantes intercalantes podem fornecer a discriminacao de

espécies por meio das analises da curva de dissociagao, que € influenciada pela riqueza de
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GC, porém devem ser avaliados cuidadosamente afim de evitar interpretacbes erréneas
devido as variagcbes que podem ser observadas na temperatura de fusdo (Weirather et al.,
2011; Zampieri et al., 2016).

Através do calculo da massa de DNA do parasita com base no tamanho do genoma
L. infantum e de Crithidia sp. LVH60A, demonstramos a capacidade de estimar a carga
parasitaria e detectar o material genético desses parasitas em amostras clinicas.
Empregamos uma quantidade fixa de DNA de cada hospedeiro (humano, céo, gato e
camundongo) nao infectado como pano de fundo nas reagdes da constru¢ao da curva padrao
€ isso nao interferiu nos resultados do ensaio. No estudo de Jara (Jara et al., 2013), um ensaio
de gPCR foi empregado para deteccao e quantificacdo de protozoarios em lesdes cutaneas
e mucocutaneas avaliando-se o impacto do DNA do hospedeiro (20 ng de DNA humano)
observando que esta concentragdo nao produziu nenhuma alteracdo em seus resultados,
havendo a deteccido apenas do parasita. A quantificagdo da carga parasitaria por meio da
construcado de uma curva padrdo € uma medida indicativa ao se comparar com a real carga
parasitaria dos tecidos/ medula 6ssea dos hospedeiros. Devem ser levados em consideracéo
fatores como estagio de infecgdo em que os individuos se encontram e o processo de extragcao
de DNA, uma vez que pode acarretar em perdas de material tornando essa forma de
quantificacdo menos robusta (Sudarshan; Sundar, 2014).

A precisao e especificidade do ensaio foi avaliada por meio do ensaio de spike-in ao
realizar a simulacdo de um cenario de coinfecgao entre parasitas L. infantum e Crithidia sp
LVHG0A indicando a exatiddo de cada primer em relagdo ao alvo correspondente, ou seja,
ambos 0s primers possuem a capacidade de detectar as espécies dentro de um espectro de
coinfecgdo. A baixa porcentagem de eficiéncia observada nos ensaios de spike-in com o
background de caes e camundongos podem ter relacdo com o DNA desses hospedeiros ou
quantidades de material relativamente altas nas reacgdes por a falha manual nas dilui¢des.

No modelo experimental de infeccao in vivo com o primer Lind31_2420 foi capaz de
detectar e de estimar a parasitemia nos 6rgdos dos animais infectados por L. infantum.
Pesquisas para compreensao da infec¢gdo e das manifestagdes clinicas da LV podem ser
investigadas utilizando modelos experimentais suscetiveis, como no caso o hamster sirio.
Esses modelos permitem avaliar diferentes vias de infec¢cdo e o uso de diversas estirpes de
L. infantum, como visto no trabalho de Moreira (Moreira et al., 2016). A andlise da carga
parasitaria por gPCR permite a comparagao entre cepas mais virulentas e na compreensao
da evolucdo clinica de alguns casos de LV. E importante destacar que todos os hamsters
adquiriram infecg¢oes sistémicas (figado e bago) ao serem infectados pelas cepas 1686, 1580,

1851 e 515 que séo isolados clinicos identificados como sendo da espécie L. infantum.
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Em ensaios de infecg¢des in vitro com THP-1 foi averiguada a capacidade destes
parasitas Crithidia sp LVHE60A de infectar os macréfagos, sendo usados neste experimento a
cultura isolado do caso atipico relatado por Maruyama (Maruyama et al., 2019) (isolado
LVH60a-C1) e recentemente do relato de caso de LV do trabalho de Rogerio (Rogerio et al.,
2023) (isolado LVH117_C1). Utilizando os primers de qPCR LinJ31_2420 e Catalase-
LVH60 12060 _1F e também por analises microscopicas foi possivel detectar e estimar a
carga parasitaria dessas infecgdes. A quantificagdo da carga parasitaria através da
microscopia e da gPCR revela diferengas consideraveis com relagdo a quantificagdo, o que
pode gerar interferéncias na interpretacao dos resultados. Embora a microscopia seja a
técnica usual para visualizar os parasitas em amostras de tecido, torna-se desafiadora em
cendrios de baixa carga parasitaria, inviabilizando a identificacdo precisa das formas
amastigotas. Além disso, a quantificagdo por microscopia pode ser subjetiva, uma vez que
esta sujeita a habilidade do profissional em identificar e contabilizar, 0 que pode resultar em
variagoes na avaliagcdo quantitativa (Prina et al., 2007; Verma et al., 2010).

A deteccao usando qPCR é mais sensivel e precisa do que por microscopia, Verma
e colaboradores (Verma et al., 2010) em seu estudo envolvendo ensaios de qPCR e exames
microscopicos em aspirados de medula 6ssea de pacientes com LV e laminas de esfregacgo
de lesdes nodulares/papulares de casos de Leishmaniose Dérmica Pés Calazar (PKDL), eles
alcancaram 100% de positividade por meio de gPCR em todas as amostras. Por outro lado, a
taxa de positividade foi menor quando avaliada por microscopia, com 57% para amostras de
medula 6ssea e 50% para casos de PKDL. Além disso, os autores quantificaram com sucesso
a carga parasitaria nessas amostras usando qPCR.

No contexto da LV em animais domésticos como cées e gatos, o primer Lind31_2420
para gPCR teve bom desempenho ao detectar e estimar a carga parasitaria em amostras de
medula 6ssea e de sangue periférico desses animais, indicando a infecgéao por L. infantum.
No trabalho de Castelli (Castelli et al., 2021) diferentes amostras de sangue, soros e nédulos
linfaticos de cées e gatos foram usados por diferentes métodos diagndsticos sendo evidente
que a analise por gPCR demonstrou uma taxa de positividade significativamente maior em
comparagdo com outros testes, como o0 ensaio de imunofluorescéncia indireta, a cultura
parasitaria e a microscopia. Tsokaca et al. (Tsokana et al., 2014) destaca o emprego da PCR
como método de diagndstico para a Leishmaniose canina, especialmente nos casos de
animais clinicamente saudaveis, que nao manifestam a doencga, porém abrigam os parasitas
desempenhando um papel significativo como reservatdrios.

O uso de ferramenta moleculares, como as técnicas de PCR, é de suma importancia
no auxilio dos diagndsticos é de suma importancia e podendo ser usado na triagem molecular

tanto de amostras clinicas como na investigacao de isolados clinicos, como apresentado



90

neste estudo usando a PCR com alvos para L. infantum (Lind31seq) e Crithida sp (Crid2.1seq
e LVH60_Tig001). Em estudo de triagem molecular realizado por Pereira e colaboradores
(Pereira et al., 2021) em bancos de sangue de areas endémicas para a LV conseguiram
detectar DNA desses parasitas em amostras de doadores de sangue. Portanto, estudos
reforcam o uso de métodos moleculares como alternativa no diagndstico de rotina para a
Leishmaniose, principalmente nos casos em que 0s pacientes apresentam baixa carga
parasitaria, sdo assintomaticos e colaborando também para a compreensao da distribuicdo
da doenga em regides endémicas (Reina et al., 2022; Weirather et al., 2011).

O presente estudo demonstrou por meios dos ensaios de validacao e da aplicacao
em amostras reais a possibilidade de detectar tanto o parasita L. infantum como o de Crithidia
sp. LVH60 averiguando a existéncia de casos de coinfec¢do. Através da qPCR com os primers
Lind31_2420 (L. infantum) e Catalase-LVH60_12060_1F (Crithidia sp. LVHG0A) foram
detectados e estimados a carga parasitaria de trés amostras com coinfecgéo por L. infantum
e Crithidia sp LVH60A: BMVL1, BMVL12 e BMVL60. Esta ultima, BMVL60 pertence ao estudo
de Maruyama (Maruyama et al., 2019). Como observado no trabalho de revisdo de Boucinha
(Boucinha et al., 2022) estudos tém observado a presenca frequente de tripanossomatideos
monoxénicos no contexto das Leishmanioses, especialmente em casos clinicos com recidivas
multiplas e resisténcia aos tratamentos convencionais antileishmania. O aumento desses
relatos e evidéncias de coinfec¢des foram feitas por analises de sequenciamento de DNA e
isoenzimas de amostras de bidpsia de tecidos de pacientes e de isolados clinicos, essas
analises identificaram o parasita destacando a importancia de se aprofundar nas
investigagdes e desenvolvimento de diagndsticos mais especificos. Isso ocorre porque o
diagnéstico de rotina para a Leishmaniose é baseado principalmente na observagao direta de
esfregacos e em testes soroldgicos, os quais ndo possibilitam a distingao a nivel de espécie
por meio dessas técnicas apenas que a a positividade para um tripanossomatideo (Boucinha
et al., 2022).

A coinfecgcao entre Leishmania e tripanossomatideos monoxénicos, especialmente
por Crithidia sp. como visto em alguns estudos (Doudi et al., 2015; Ghobakhloo et al., 2019;
Kalantari et al., 2018; Maruyama et al., 2019; MIRZAPOUR et al., 2019; Rogerio et al., 2023)
podem ser recorrentes, porém, ainda € encarada com certa cautela pela comunidade
cientifica. Portanto, é essencial aprofundar as investigagdes por meio de sequenciamento
direto de DNA em bidpsia de pacientes com Leishmaniose e em isolados clinicos (Boucinha
et al., 2022). Essas descobertas merecem investigagdes mais aprofundadas para
compreendermos melhor a fungao desses parasitas e seu papel no desenvolvimento da
patologia da doenca. E evidente a necessidade de avaliar amostras adicionais de pacientes

com Leishmaniose (Kraeva et al.,, 2015). Além disso, é fundamental realizar uma triagem
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molecular abrangente de casos graves e atipicos de Leishmaniose utilizando essas técnicas
moleculares, como os alvos espécie-especificos projetados neste estudo, a fim de obter

informacdes relevantes sobre esses parasitas monoxénicos em seres humanos.

5. 2. Linhagem de parasita expressando gene reporter fluorescente

Os genes reporteres possuem uma ampla aplicabilidade e contam com protocolos
reprodutiveis para o estudo em parasitas, que tem como finalidade ser capaz de expressar o
produto génico desejado sem interferir na estrutura e funcionalidade da célula endégena
(Dube; Gupta; Singh, 2009). Nas pesquisas com Leishmania, os genes reporteres
desempenham um papel diversificado em pesquisas que abrangem a biologia celular e o
monitoramento de novos medicamentos destinados ao tratamento. A maioria dos protocolos
existentes para transfeccao de espécies da subfamilia Leishmaniinae foi desenvolvida para o
género Leishmania. Consequentemente, existem muitas linhagens de Leishmania com gene
repérter, geralmente baseados na insercao da regiao 18S (SSU rRNA) por técnicas de
transfecgcdo com DNA epissomal ou por integragdo por recombinacdo homodloga (Dube;
Gupta; Singh, 2009; Jara et al., 2019; Sean ha et al., 1996).

ConformhaHa et al. (Shan Ha et al., 1996) genes repérteres, como os baseados em
GFP por exemplo, indicam a técnica pela viabilidade de serem reprodutiveis e de facil
monitoramento em ensaios de infecgao tanto in vitro quanto in vivo, uma vez que facilitam a
visualizagdo e a contagem de formas amastigotas que expressam o gene. Além disso, eles
também s&o essenciais para estudos que englobam a realizagao de testes de novos farmacos
e a analise da resisténcia do parasita.

Contudo, é necessario realizar consideragcbes criteriosas ao optar por uma
metodologia de transfec¢cao de gene reporter usando um gene transitério, como o caso do
material epissomal. Apesar da facilidade em reproduzir a técnica por meio desse material e
pela baixa toxicidade nas células endogenas, os vetores epissomais apresentam a
possibilidade de perda do plasmideo na auséncia de uma substancia seletiva constante no
meio, como é o caso do antibidtico G418. Além disso, a expressdo génica pode variar
consideravelmente entre os parasitas devido a heterogeneidade da populagao resultando em
uma baixa sensibilidade (MiBlitz et al., 2000).

Os protocolos adotados com a cepa LVH60a_C1 (Crithidia sp. LVHB60A) se basearam
em métodos de transfecgdo usados para Leishmania (Bolhassani et al., 2011) e para C.
fasciculata (DiMaio et al., 2018). No entanto, € importante notar que a cepa em analise pode
nao ser semelhante a espécie C. fasciculata, como evidenciado nos trabalhos de analises

filogenbmicas realizadas por Maruayama et al. (Maruyama et al.,, 2019) e Rogerio et al.
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(Rogerio et al., 2023). Portanto, a falta de sucesso na transfeccao utilizando esses protocolos
pode ser devido a auséncia de métodos otimizados para este novo parasita. Em alguns
organismos, existem protocolos de transfecgdo estabelecidos e otimizados ao longo do
tempo. No entanto, para algumas Crithidia sp., pode haver uma caréncia de métodos de
transfeccdo expressivos e eficientes devido as suas caracteristicas genéticas pouco
estudadas e a falta de pesquisas especificas com esses parasitas. Neste trabalho, nao
obtivemos sucesso nessa otimizacdo e mais testes serdo necessarios em outros estudos
futuros.

O gene que codifica a mCherry € uma variante derivada da proteina DsRed, isolados
de cnidarios do género Discossoma referente a uma proteina fluorescente vermelha homoéloga
a GFP (Mikhail V. Matz, 1999; Shaner et al., 2004). O gene repdrter mCherry foi empregado
em diversos estudos com parasitas Leishmania, como no trabalho de Calvo-Alvarez et al.
(Calvo-Alvarez et al., 2012, 2015), em que realizaram o monitoramento da carga parasitaria
por fluorescéncia com Leishmania major em infecgbes e tratamento por diferentes farmacos.
No trabalho de Corman e colaboradores (Corman et al., 2019) avaliaram promastigotas de
Leishmania donovani mCherry em infecgdes in vitro com THP-1 destacando a resisténcia a
um componente quimico para avaliagdo de uma terapia combinada antileishmania. Estudos
com culturas promastigotas L. infantum mCherry de infecgéo in vitro em macréfagos e in vivo
também foram feitos por Zorgi (Zorgi et al., 2020) para a avaliacdo das respostas
imunoldgicas.

Neste estudo, apresentamos uma linhagem de L. infantum transfectante derivada da
cepa HUUFS14, que é usada como referéncia no laboratério. Essa linhagem foi modificada
para expressar o gene repoérter mCherry (proteina fluorescente vermelho). Também foi
possivel fazer a caracterizacao fenotipica desse transfectante com relagao a infectividade in
vitro ao se comparar com 0s ensaios realizados com cepa HUUFS14 selvagem. A nédo
obtengcdo de uma estirpe de LVH60a_C1 (Crithidia sp. LVH60A) com GFP usando os
protocolos de transfecgdo com os genes repérteres indicam a necessidade de estabelecer
protocolos para estes tripanossomatideos, como por exemplo a construgdo de um vetor
baseado nas analises do genoma de Crithidia sp. LVH60A. O material usado neste estudo foi
baseado no vetor desenvolvido para Leishmania. Com as novas tecnologias de edigao génica,
€ possivel avangar com as metodologias desenvolvidas, como o CRISPR (BENEKE;
GLUENZ, 2019; DOUDNA; CHARPENTIER, 2014) e DiCre (Damasceno et al., 2019). Em
suma, o estabelecimento de uma Crithidia sp LVHE0A expressando um gene reporter
fluorecente poderao ser utilizados em ensaios de infecg¢ao in vitro visando a simulagdo de um
cenario de coinfeccdo com a linhagem de L. infantum HUUFS14 mCherry irdo auxiliar na

compreensdo e nos mecanismos de interacdo entre esses parasitas e o hospedeiros para
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avacgar no conhecimento sobre os casos de coinfec¢cdo, como os vistos nos trabalhos de

Maruyama (Maruyama et al., 2019) e de Rogerio (Rogerio et al., 2023).
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CONCLUSAO

6. CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel concluir que:

1) Alvos génicos espécies-especificos para Leishmania infantum (Lind31seq e
Lind31_2420) e Crithidia sp (Crid2.1seq, LVH60_Tig001 e Catalase-LVH60_12060_1F) foram
obtidos para a deteccio de parasita de forma acurada e distintiva;

2) Foi possivel padronizar e validar por meio das técnicas de PCR, tanto convencional
como em tempo real (QPCR) ensaios tanto para a detecgdo como para a estimativa da carga
parasitaria;

Os primers detectam e quantificam a carga parasitaria em diferentes tipos de amostra,
tanto clinica (pacientes e animais domésticos com LV) quanto experimental (modelo de
infecgdes in vitro e in vivo), podendo ser Uteis para auxiliar no diagnéstico da LV em
laboratérios e centros de referéncia diagndstica;

3) Os primers serao Uteis como uma ferramenta de triagem molecular e investigagdes
aprofundadas de isolados clinicos;

4) Dentro do contexto de coinfec¢ao por Crithidia sp., os alvos tém o potencial de
desempenhar um papel crucial na compreensao de casos atipicos de pacientes com LV.

5) Parasitas L. infantum mCherry desenvolvidos neste estudo sdo capazes de
expressar o gene por meio da técnica de transfecgao utilizando o vetor epissomal em ambas
as formas celulares: promastigota em cultivo e apds a infecgao in vitro sendo observadas as
formas amastigotas fluorescentes no interior de macréfagos.

6) Estudos e pesquisas envolvendo o parasita Crithidia sp LVHG0A, como o de
construir uma linhagem transfectante, devem ser aprofundadas a fim de compreender a

biologia e evolucado desse novo parasita emergente.
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8. Apéndice
Apéndice 1
Diluicao seriada para curva padrao qPCR de acordo com o calculo da massa de DNA

equivalente a um parasito de L. infantum.

Final

# Required mass concentration of
Parasites ofparasite DNA the parasite
(9) (g/uL)
106 81.5e-09 40.7 e-09
105 81.5e-10 40.7 e-10
104 x 81.52 e-15g 81.5 e-11 / 2uL 40.7 e-11
103 81.5 e-12 40.7 e-12
102 81.5e-13 40.7 e-13
101 81.5e-14 40.7 e-14
100 81.5e-15 40.7 e-15
Tabela reproduzido do trabalho de (Takamiya et al., 2023)
. A : . Estimate
Parasite [ 1 initial DNA Diluti Final [ ] final fth
Dilution DNA for g/uL C1 riution volum g/uL C2 ofthe
dilution volume volume eV2 numberof
parasitesin
2uL
1 Stock 40.7 e-09 108
2 Tube 1 40.7 e-09 10 90 100 40.7 e-10 10°
3 Tube 2 40.7 e-10 10 90 100 40.7 e-11 104
4 Tube 3 40.7 e-11 10 90 100 40.7 e-12 103
5 Tube 4 40.7 e-12 10 90 100 40.7 e-13 102
6 Tube 5 40.7 e-13 10 90 100 40.7 e-14 10°
7 Tube 6 40.7 e-14 10 90 100 40.7 e-15 100

Tabela reproduzido do trabalho de (Takamiya et al., 2023)
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Diluicio seriada para curva padrdo gPCR de acordo com o calculo da massa de DNA

equivalente a um parasito de Crithidia sp LVH-60A.

. Final
# Parasites i?g: s'rgg concentrationof
parasite DNA the(plarf)s;lte
(9) giu
108 87.3 e-09 43.6 e-09
105 87.3 e-10 43.6 e-10
4 - -
10 x 87.3 e-15g 87.3 e-11 / 2pL 43.6 e-11
103 87.3 e-12 43.6 e-12
102 87.3 e-13 43.6 e-13
101 87.3e-14 43.6 e-14
100 87.3 e-15 43.6 e-15
Tabela reproduzido do trabalho de (Takamiya et al., 2023)
Parasite []initial DNA Dilution Final []final Es‘;mate
Dilution DNA for g/uL C1 volum volume volum gluL o b e f
dilution eV1 eV2 C2 p'::a"“sitirs"in
2uL
1 Stock 43.6 e-09 108
2 Tube 1 43.6 e-09 10 90 100 43.6 e-10 10°
3 Tube 2 43.6 e-10 10 90 100 43.6 e-11 104
4 Tube 3 43.6 e-11 10 90 100 43.6 e-12 108
5 Tube 4 43.6 e-12 10 90 100 43.6 e-13 102
6 Tube 5 43.6 e-13 10 90 100 43.6 e-14 10°
7 Tube 6 43.6 e-14 10 90 100 43.6 e-15 100

Tabela reproduzido do trabalho de (Takamiya et al., 2023)
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Apéndice 2: Previsdo da curva de fusdo uMelt de produtos gPCR usando primers

Catalase_LVH60-12060_1F.

(a) (b) (c)

{a) LVHEDAC1 36
TCAGCOAGTCGRAGATCTAATCBGGCCACAGACAACCETTTTCC TOECGGGAATCCCCGCCGACGCAGTGATGLGLCATC TATTICTCTTTGTTTCS
ACCCTTATTCG

b LVHEOAG 05
TCAGCGAGTOGGAGATCTAATCCGEECACAGACAACCGTTTTCCTCGEGEGACTCOCCGECGACGTAGTGATGCGCCATCTATTCTCTTTGTTTCS
ACCCTTATTCS
fc) LVHBDaCT 10

TCAGCEAGTCGEAGATC TAATCTEGLCACAGACAACCGTTTTICCTCGCGEGACTCCCCGCTGACGCAGTGATGLGCCATCTATTCTCTTTGTTICS
ACCCTTATTCG

(d) (e) ()

(d) CfaC1 28
TCAGCEAGTCGEAGATCTANTCGEGLCACAGACAACCETTTTCCTEECEGEGANTCCCCGCCGACGOAGTGATGLGCCATCTATTCTCTTTGTTTCCA
COCTTATTCG

{e] CfaC1 29

TCAGCGAGTCEGAGATCTAA TG BB CACAGACAACCETTTTCCTGCGEGACTECCCGCLGACGCAGTGATGREBLCATC TATTCTOTTTGTTICS
ACCGTTATTCG

{f) CfaC1 16

TCAGLRAGTCGGAGATCTAATCCOGC CACAGACATCCOTOTTCCTLGCGaGACTCCCCGCCOACGCAGTOATGCGCCATCTATTCTCTTTETTICE
ACCCTTATTCG

Predicdo da curva de dissociagdo por uMelt de produtos qPCR usando primers Catalase_LVH60-
12060_1F: analise in silico de possiveis amplicons qPCR de 107 pb de copias do gene catalase de Crithidia sp
LVHGB0A (a- c) e C. fasciculata (TCCO39E) (d- f). As regides ricas em GC estdo em negrito nas sequéncias de

amplicon.
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Apéndice 3: Eletroforese em gel de agarose (1%) das amplificagbes com Crid2.1seq
e primer LVH60a_Tig001.

R

(a) Ensaio de PCR convencional realizado com DNA de isolados clinicos (~100 ng) com primer
Crid2.1seq, especifico para Crithidia spp. (b) Ensaio de PCR convencional realizado com DNA de isolados clinicos
(~100 ng) com primer LVH60_Tig0001, especifico para Crithidia sp LVHB60A. Ambos os ensaios foram usados
amostras de DNA do hospedeiro (humano), HUUFS14 e PP75 (L. infantum), LTCP393, LTCP15171 e M2903 (L.
braziliensis), PH8 (L. amazonensis) TCCO39E (C. fasciculata) também foram testadas. NTC: sem controle de
modelo. As imagens foram capturadas por ChemiDocTM XRS Systems (Bio-Rad) e utilizado o software Image
Lab. Ladder GeneRuler 1Kb Plus DNA (Thermo Fisher Scientific). Fonte: Figura reproduzido do trabalho de
(Takamiya et al., 2023).
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Apéndice 4: Resultados de PCR com primers espécie-especificos e tipagem

molecular por sequénciamento de Sanger das amostras de pacientes LV.

. SSU rRNA PCR Isolado
Amostras Tecido (18S)  Linj31Seq  Crid2.1Seq Clinico (ID)
BM.LV1 Medula éssea L. infantum P NA LVHSEQ9
BM.LV2 Medula éssea L. infantum P NA LVHSE27
BM.LV4 Medula éssea L. infantum P NA LVHSE32
BM.LV5 Medula éssea L. infantum P NA LVHSEA43
BM.LV6 Medula éssea L. infantum P NA LVHSES52
BM.LV7 Medula éssea L. infantum P NA LVHSE54
BM.LV8 Medula éssea L. infantum P NA No
BM.LV10 Medula éssea L. infantum P NA LVHSES9
BM.LV11 Medula éssea L. infantum P NA LVHSEG1
BM.LV12 Medula éssea L. infantum P NA LVHSEG2
BM.LV15 Medula éssea L. infantum P NA LVHSE49
BM.LV16 Medula éssea L. infantum P NA LVHSES0
BM.LV17 Medula éssea # P NA No
BMLV 60* Medula 6ssea Crithidia Sp. N NA LVHSEGO
LVH-60A
GSJ Medula éssea Crithidia sp. NP NA LVHSE14
LVH-60A 8
JFJ Medula éssea L. infantum NP NA No
LBV Medula 6ssea L. infantum NP NA No
AV Medula 6ssea L. infantum NP NA No
* Sangue NA LVHSEG0
P13D0 periférico L. infantum P
P11D0 Sangue L. infantum P NA No
periférico
Sangue ; NA No
P12D0 periférico L. infantum P
P16D0 Sangue L. infantum P NA LVHSE101
periférico
P23D0+7+1 Sangue L. infantum = NA No
4 periférico
P37D Sangue # N NA No
periférico
P39D Sangue periférico L. infantum = NA No

*Paciente recidivo (estudo de Maruyama et al. 2019); #: TRY927/SSU561 sequénciamento de baixa

qualidade; P: PCR positivo; N: PCR negativo; NP: N&o realizado; NA: ndo compativel com tamanho de banda

amplicon; ID: identificacdo isolada LVHSE. Tabela reproduzido do trabalho de (Takamiya et al., 2023)



120

Apéndice 5: Tabela de resultados de PCR com os primers Lind31seq e Crid2.1seq.

Sanger) de isolados clinicos.

A coluna TRY/SSU exibe a tipagem molecular por analise de amplicon (sequénciamento de

PCR PCR

Isolados clinicos Tecido de origem Linj31Seq Crid2.1Seq TRY927/SSU561
LVHSEQ94 Medula Ossea N P Crithidia sp
LVHSE21 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSE232 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSE27 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSE29 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSE32 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSE33 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSE41 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSE432a Medula éssea N p# Crithidia sp
LVHSE44 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSEA49 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSE5S2 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSE54 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSES5 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSES6 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSES57 Medula 6ssea P p# Crithidia sp
LVHSE59 Medula éssea P P Crithidia sp
LVHSEG1 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSEG2 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSEGS Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSEG6 Medula éssea P P Crithidia sp
LVHSE72 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSE79 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSES80 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSES81 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSE82 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSE84 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSES85 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSE94 Medula éssea N p# Crithidia sp
LVHSE94a Pele N P Crithidia sp
LVHSE101a Medula 6ssea N P Crithidia sp
LVHSE103 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSE105 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSE107 Medula 6ssea N P *
LVHSE109 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSE110 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSE115 Medula 6ssea P N *
LVHSE117b Medula 6ssea P P Crithidia sp
LVHSE119 Medula 6ssea P N L. infantum
LVHSE120b Baco N P Crithidia sp
LVHSE132 Medula 6ssea P N *
LVHSE133 Medula éssea P N L. infantum
LVHSE134 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSE135 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSE137 Medula 6ssea N P *
LVHSE138 Medula éssea N P *
LVHSE139 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSE140 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSE141 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSE142 Medula 6ssea N P *
LVHSE146 Medula éssea N P *
LVHSE148 Medula 6ssea N P *
LVHSE149 Medula éssea N P Crithidia sp
LVHSE153 Medula éssea p# N *
LVHSE159 Medula éssea p# N *
LVHSE160 Medula 6ssea p# N L. infantum
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LVHSE161b# Medula éssea P N L. infantum
LVHSE162 Medula éssea P N *
LVHSE161a_N1b# Nodulo de P N L. infantum
B pele
LVHSE161a_N2b# Nédulo de P N L. infantum
N ele
LVHSEGB0** Mer:jula Ossea N P Crithidia sp
LVHSE60a** Papula de pele N P Crithidia sp

*Sequéncia de ma qualidade. isolado de paciente com recaida. Isolado do mesmo paciente no ano de
2017 (estudo de Rogerio et al. 2023) (numeros de acesso 0Q581230.1 e 0Q581233.1); *Paciente recidivante no
ano de 2020 (mesmo paciente do isolado clinico LVHSE117, estudo de Rogério et al. 2023) (numeros de acesso
0Q581236.1 e 0Q581240.1). **Paciente com recaida (estudo de Maruyama et al. 2019) (niUmero de acesso
0Q581229.1 e OQ581228.1. Tabela reproduzido do trabalho de (Takamiya et al., 2023).
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Abstract: Visceral leishmaniasis (VL) is a neglected disease considered a serious public health prob- lem,
especially in endemic countries. Several studies have discovered monoxenous trypanosomatids
(Leptomonas and Crithidia) in patients with VL. In different situations of leishmaniasis, investigations have
examined cases of co-infection between Leishmania spp. and Crithidia spp. These coinfections have
been observed in a wide range of vertebrate hosts, indicating that they are not rare. Diagnostic techniques
require improvements and more robust tools to accurately detect the causative agent of VL. This study
aimed to develop a real-time quantitative dye-based PCR (qPCR) assay capable of distinguishing
Leishmania infantum from Crithidia-related species and to estimate the parasite load in samples of VL
from humans and animals. The primer LinJ31_2420 targets an exclusive phosphatase of L. infantum;
the primer Catalase_LVH60-12060_1F targets the catalase gene of Crithidia. Therefore, primers were
designed to detect L. infantum and Crithidia sp. LVH60A (a novel trypanosomatid isolated from VL
patients in Brazil), in samples related to VL. These primers were considered species- specific, based on
sequence analysis using genome data retrieved from the TriTryp database and the genome assembling of
Crithidia sp. LVH60A strain, in addition to experimental and clinical data pre- sented herein. This novel

qPCR assay was highly accurate in identifying and quantifying L. infantum and Crithidia sp. LVH60A in
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samples obtained
experimentally (in vitro and in
vivo) or collected from hosts
(humans, dogs, cats, and
vectors). Importantly, the
screening of 62 cultured
isolates from VLpatients using
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these primers surprisingly revealed that 51 parasite cultures were PCR+ for Crithidia sp.In addition,
qPCR assays identified the co-infection of L. infantum with Crithidia sp. LVH60A in two new VL cases
in Brazil, confirming the suspicion of co-infection in a previously reported case of fatal VL. We believe
that the species-specific genes targeted in this study can be helpful for the molecular diagnosis of VL,
as well as for elucidating suspected co-infections with monoxenous-liketrypanosomatids, which is a
neglected fact of a neglected disease.

Trop. Med. Infect. Dis. 2023, 8, 405. https://doi.org/10.3390/tropicalmed8080405 https://www.mdpi.com/journal/tropicalmed
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1. Introduction

Leishmaniasis is a neglected disease and is considered an important public health problem caused by the protozoan
Leishmania. More than 20 species of this genus are known to infect humans and other mammals, and are transmitted to
vertebrate hosts byinfected phlebotomine sandflies [1-3]. The most severe form of the disease is visceral leishmaniasis
(VL) due to systemic infection that affects internal organs, such as the spleen, bone marrow, liver, and lymph nodes. It may
be fatal when not properly treated [4]. Thirteen countries have been recorded as endemic for VL, including several in East
Africa,South Asia, and America, including Brazil, which accounts for 93% of the cases [5]. In Brazil, the etiological agent
for VL is Leishmania infantum (synonym L. chagasi) [1]. VL symptomatology ranges from asymptomatic to mild or
oligosymptomatic, up to severe outcomes [5]. Infection by L. infantum triggers immunopathological processes that have
been elucidated by large-scale gene expression studies [6,7]. Acute infection in symptomatic VL patients has elicited pathways
related to interferons (IFN-y and IFN-f) and neutrophil responses, but interestingly, even asymptomatic individuals with
an undetected parasite load have presented considerable molecular disturbance in the gene expression pattern of
leukocytes. In addition, long non-coding RNAs (IncRNAs) may act as regulators of immune responses [7].

For the treatment of VL, chemotherapy is administered using liposomal ampho- tericin B, pentavalent antimonial, and
amphotericin B deoxycholate. Another factor to consider is the development of drug resistance by the parasite, mainly
because of the failure to accurately identify the etiological agent at the time of diagnosis [8-10]. Early diagnosis is of
fundamental importance to direct the most appropriate treatment, avoid worsening and progression of the clinical condition,
and consequently, reduce mortality in patients with VL [9]. The development of molecular tools has provided
complementary and alternativetechniques for the diagnosis of VL in research laboratories, particularly in cases of active
infection or when conventional diagnoses (parasitological, myelogram, and serological) yield inconclusive results, such
as in asymptomatic patients [9,11]. Molecular techniquesare reliable due to their high sensitivity and specificity. Among
them, we highlight those based on nucleic acid amplification, such as PCR (and its variations) and loop-mediated
isothermal amplification (LAMP). Studies have shown that the LAMP assay is promising for the detection of Leishmania
parasites in tissues and blood [12-14]. However, PCR and real-time quantitative polymerase chain reaction (qPCR) are
the most commonly used methods for parasite detection. qPCR can detect and measure parasitic load during treat-ment,
assess possible therapeutic failures, and monitor relapse cases. It can also supportthe screening of asymptomatic
individuals because maintenance of the disease involves the circulation of anthropozoonotic reservoirs (domestic animals
and humans). Therefore, this molecular tool is essential for both the diagnosis and furthering the understanding of
epidemiology in endemic regions [15-17].

Cases of co-infection between Leishmania spp. and Crithidia spp. have been recorded in several vertebrate hosts, including
rodents, as reported by Kalantari et al. [18], and humans, as reviewed by Boucinha et al. [19]. The presence of Crithidia
parasites in patients with cutaneous leishmaniasis from different parts of Iran showed the presence of co-infections
(observed by the isolation of Crithidia sp. from lesions), in addition to superinfection by different species of Leishmania
[19-23]. The coexistence of L. infantum and Crithidia spp. in a patient with relapsed visceral leishmaniasis (VL) and
nodular cutaneous manifestation,as reported in a case study by Rogerio et al. [24], implies that the co-infection scenario
isassociated with an atypical clinical presentation. Fakhar et al. [25] reported the occurrence of Leishmania spp. and Crithidia
spp. in dogs in northeastern Iran in the context of co-
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infection in reservoir animals. Dario et al. [26] also described the occurrence of Crithidiainfection in numerous
mammalian species in Brazil. Another study found Culicoides mosquitoes to be potential vectors of Leishmania and
Crithidia transmission in southernThailand [27]. All of these studies provide context for various aspects of Crithidia
withinthe spectrum of leishmaniasis, raising concerns about the impact of Crithidia infection inepidemiology, on clinical
manifestations and resistance to treatments.

The present study describes a dye-based real-time quantitative PCR assay that utilizes two new specific targets to discriminate
the species responsible for VL in Brazil (L. infantum)from other non-Leishmania species such as Crithidia sp., which can
also be found in pa- tients with VL [19,20,24,28]. The primer set for L. infantum was specifically designed forthe
Lin]J31_2420 gene, which encodes the putative p-nitrophenylphosphatase enzyme be-longing to the phosphatase family.
This gene might be involved in biological processes such as phosphate metabolism, signal transduction, and nucleic acid
synthesis [29,30]. The other target is the catalase gene, found only in monoxenous trypanosomatids [31,32].In this
context, we standardized and validated both targets for the detection and esti- mation of parasite load in tissues of VL
patients, cultured parasites isolated from VL patients, domestic animal hosts (dogs and cats), samples from experimental
infections (humans and hamsters), phlebotomine samples, and samples of an atypical and fatal case reported by
Maruyama et al. [28]. These new targets can assist in the diagnosis of VL at research centers and in epidemiological
surveillance within endemic areas of the disease.Furthermore, we provide novel molecular detection assays for parasite
identification us-ing qPCR, which can discriminate co-infections with other monoxenous trypanosomatid parasites, such
as Crithidia-related species, reports of which have increased recently in humans [19,20,24,33-36].

Material and Methods
1.1. Search Strategy for New Gene Targets and Primer Design

Unique genes for Leishmania species were first retrieved from the genome analysesperformed by Rogers et al. [37].
Target genes were reanalyzed using the search strategytool available on TriTrypDB [38], in which search operations
(intersect and/or minus) used BLASTN and Orthology (OrthoMCL algorithm) to combine results and retrieve
information. The primer sets designed for L. infantum were based on the LinJ31_.2420 gene (NCBI Reference Sequence:
XM_001467522.1) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?ter m=XM_001467522.1; accessed on 26 July 2023). Primer sets
for Crithidia sp. LVH60A were designed using genome assembly (GenBank assembly GCA_003671345.1). Oligonucleotides for
targeted sequences were designed using the Primer-Blast tool [39], specifically checking parameters using the genomes of
hosts (human, taxid:9609; dog, taxid:9615; cat, taxid:9685;rodents, taxid:9989). Primer specifications are listed in Table
1.

The sequences of catalase genes for C. fasciculata (reference CfCl) and the LinJ31_2420 gene by L. infantum (reference
JPCM5) and Leishmania spp. were obtained from the TriT-rypDB database [38]. Catalase genes for Crithidia sp. LVH60A
were retrieved using local BLASTN searches (BLAST+ executables downloaded from NCBI). Additionally, BLASTN
searches using amplicon and sequence primers were performed locally against down- loaded genome sequences of
Crithidia sp. LVH60A (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/d atasets/genome/GCA_030078075.1/, accessed on 25 May 2023),
C. fasciculata reference Cf-Cl (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCA_000331325.2/; accessed on 22 October
2022), L. infantum reference JPCMS5, Genome assembly ASM287v2 (https://ww
w.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_000002875.2/; accessed on 22 October 2022), and L. infantum HUUFS14
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCA_00367 1315.1/; accessed on 22 October 2022) with default
parameters. Sequence searchers using amplicon and sequence primers against other Leishmaniinae species were performed
using BLASTN, available in TriTrypDB resources.
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Table 1. General information about primers.

Primer Name Primer F (5’-3’) Primer R (5/-3/) Amplicon Size Usage
GTGCALGECAA-TGTCTTTGT GCCCATGGTT- 4 Wetection of L. infantumby PCR
LinJ31_2420 GCAGCGATGC- GAGCTAGGTT 98 b Detection and quantification of
- GACCTAGTT ~ TGTACAAGGC- L in}’antum by qPCR
ACTGGCGTAG

TCACTZ:T%GIC—GGTATCAGTG Detection of Crithidia sp.
rid2.1seq

CCATCAGCTGA. 502 bp LVH60A and C. fasciculata
LVH60a Tig001 GTTAGAGCGAC- CCCTTTCTC by PCR
- TAGCCCGT Detec}}gr’j of Crithidia sp.
GGGTAGAGGA- P LVH60A by PCR
GAGAGGTGGG
Catalase_LVH60- TCAGCGAGTC- CGAATAAGGGTG- ]fg;eggon and qua“t‘flc?;zzigl.fa p. LVHG0A and
12060_1F GGAGTCTAA GAAACAAAGAG :

C. fasciculata by qPCR

F, forward; R, reverse; bp, base pair.

1.2. DNA Extraction

Tissue DNA extraction was performed using the PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA), according to the manufacturer’s recom- mendations for the patients’ bone marrow and peripheral blood, as well as for
the spleen and liver samples of dogs and hamsters. The genomic DNA from bone marrow aspirates and peripheral blood
of cats with VL was obtained in a study by Vioti et al. [40] performed in the municipality of Ilha Solteira, Sao Paulo, Brazil,
between 2015 and 2019.

Genomic DNA of the parasite cultures was extracted using the Wizard® Genomic

DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA) according to the manufacturer’s recommendations after 6-8 days
(approximately 107 parasites) for all parasite species. Leishmania strains (L. infantum: WHO/MHOM/BR/74/PP75 and
HUUFS14; L. amazonensis: MHOM/BR/1973/M2269 and IFLA/BR/67/PHS8; L. braziliensis: MHOM/BR/75/M2903,
LTCP15171, and LTCP393) were maintained in vitro in Schneider’s Drosophila medium (GibcoTM, Paisley, SC, UK)
supplemented with 20% fetal bovine serum (FBS) (GibcoTM, Grand Island, NY, USA), 1% penicillin-streptomycin-
glutamine (GibcoTM, Carlsbad, CA, USA), 2% filtered male urine, and a final volume adjusted with incomplete
Schneider’s Drosophila medium and incubated at 27 °C for 4-9 days for growth. Crithidia sp. isolates(LVH60_C3—clone
3; LVH117_C1—clone 1; and LVH120_C5—clone 5) were maintained in Schneider’s Drosophila medium supplemented with
10% FBS in an incubator at 25-27 °Cfor 4-7 days for growth. Trypomastigote T. cruzi (Y strain) culture was maintained
in Novy-MacNeal-Nicolle medium [41] with liver infusion tryptose medium (LIT) [42] in anincubator at 27 °C for 7 days.
Choanomastigote culture of Crithidia fasciculata (TCCO39E strain) was maintained in Schneider’s Drosophila medium
supplemented with 10% FBS and 1% penicillin-streptomycin-glutamine (GibcoTM, Carlsbad, CA, USA) in an incubator
at 27 °C for 4-7 days. No difference in DNA extraction efficacy was observed, regardless ofthe parasite species or strain
used.

DNA was extracted after in vitro infection using a Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA). In
vitro infection assays were performed on THP-1 monocytes (a human cell line derived from acute monocytic leukemia),
as described in Section 2.5.1. THP-1 cells were maintained in culture flasks (5 mL of complete RPMI 1640with 10% FBS
and 1% penicillin-streptomycin-glutamine, GibcoTM, Carlsbad, CA, USA),and the medium was changed every two
days and maintained in an incubator at 37 "Cand 5% COz. For cell differentiation, monocytes were treated with 0.1 yM
PMA (Phorbol12-Myristate 13-Acetate) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and incubated for 48 h at 37 °C and 5% COz
to induce differentiation into adherent macrophages.

DNA of sandfly vectors was extracted using the Biopur Kit Extraction Mini Spin Plus(Biometrix, Pinhais, PR, Brazil),
according to the manufacturer’s recommendations. All
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DNA samples were verified for purity (ratios 260/230 nm and 260/280 nm) using spec-trophotometry (NanoVue, GE
Healthcare, Bjorkgatan, Uppsala, Sweden) and quantified using Qubit Fluorometric Quantification (Invitrogen) with a

Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen). The DNA was stored at —20° C until use.

1.3. Real-Time Quantitative PCR (gPCR) Assays

gPCRs were performed using a fluorescent dye that binds to the double-stranded DNA molecule (qPCRBIO SyGreen Mix
Separate-ROX, PCR BioSystems, Archway Rd,LDN, UK) and 0.2 yM of each primer (forward and reverse) in a final volume
of 10 pL. TheqPCRs also contained 12 ng of genomic DNA from human, parasite, macrophage cell line,phlebotomine, or
animal samples.

The LinJ31_L42486.1 primer (Forward 5-GCGACGTCCGTGGAAAGAA-3'/Reverse

5-GGCGGGTACACATTAGCAGAA-3") used elsewhere [43-46] was used as an external control for L. infantum in the in vitro
assays.

Prirr?ers for endogenous genes were used for host DNA quality checks. The endoge- nous retrovirus group 3 (ERV-3)
gene (forward 5-CATGGGAAGCAAGGGAACTAATG-3'/ reverse (5-CCCAGCGAGCAATACAGAATTT-3") [47,48] and
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (G3PDH) gene (forward 5-TCAACGGATTTGGCCGTATTGG-3 /reverse 5 -
TGAAGGGGTCATTGATGGCG-3") [49,50] were used to amplify human and animal sam-ples, respectively. Primers for the
cacophonic gene (IVS6_ (forward 5-GTGGCCGAACA- TAATGTTAG-3"/reverse 5-CCACGAACAAGTTCAACATC-3") [51]
were used in the sandfly vectors.

The cycling conditions were as follows: 95 °C for 20 s for denaturation, followed by 40 cycles at 95 °Cfor 5 s, 60 °C for 30
s, and a melting curve at 95 °C for 15 s and 60-95 °C

for 1 min (0.5 °C/5 s).

1.3.1. Standard Curve

Parasite load was estimated using known amounts of genomic DNA extracted from promastigote cultures of L. infantum
(HUUFS14 strain) and considering the DNA mass equivalent to one parasite. This calculation is detailed in the
Supplementary Material Table S1.

The genome size of L. infantum, which is 32.13 Mb [52], was taken into account with15.8% mass of kinetoplast (kDNA) of
one parasite [53]. Standard curves were constructed using HUUFS14 strain DNA (L. infantum) with the LinJ31_2420
primer. Additionally, a standard curve was constructed using the Catalase_LVH60_12060_1F primer to identify Crithidia
sp. [28] in DNA samples using the LVH60_C3 strain as a template.

The predicted genome length of the LVH60 clinical isolate was 34.4 Mb (available in theNCBI database under accession
BioProject PRJNA940846). This size was used to estimate the DNA mass equivalent to that of a parasite [54]. Calculations of
DNA mass equivalent to one parasite are shown in Supplementary Table S1. Serial dilutions corresponding to 10% up to 1
parasite/reaction were used for the standard curve construction (in SupplementaryTable S2). Host genetic material
(human or animal) not infected by any trypanosomatid was used as a fixed background, containing 3 ng of DNA for each
standard curve point.

1.3.2. gPCR Assay Evaluation

DNA samples from L. amazonensis (M2269 strain), Crithidia sp. (LVH120 isolate, BioSample SAMN33579964), L. braziliensis
(M2903 strain), T. cruzi (Y strain), and uninfected vertebrate hosts (human, canine, feline, and mouse) were used as negative
controls to verifynon-specific amplification.

Spike-in qPCR was performed by mixing different proportions of genomic DNA from each known species [55], to
evaluate the accuracy of the LinJ31_2420 and Cata- lase_LVH60_12060_1F primers. The assay was performed in
duplicate using a mixture of HUUFS14 strain DNA (L. infantum) and Crithidia sp. DNA (LVH60_C3 strain). Para- site
proportions were calculated according to the mass equivalence of the parasite DNA
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(Supplementary Materials Table S3). A fixed background of 3 ng DNA from each host species was used.
Reproducibility and repeatability assays were performed in duplicate using two differentqPCR devices: (i) a 7500 Fast Dx Real
Time PCR Machine (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), with data generated by 7500
Software Fast Real Time PCR Systems v2.0.6; and (ii) an AriaMx Real-Time PCR System (Agilent, Santa Clara, CA, USA),
with data generated by AriaMx/AriaDx software. These assays were evaluated using the percentage coefficient of
variation (CV) = [(standard deviation/mean) 100], based on themean Cq values [44,56].
X

1.4. PCR, Amplicon Sequencing, and Sequence Analysis
PCRs were performed using approximately 100 ng of promastigote DNA, 30 ng of human DNA, and 20 ng of animal DNA
as a template, and a Taq DNA Polymerase kit (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). The reaction consisted of a final
concentration of 1 Taq Buffer (750 mM Tris-HCl (pH 8.8), 200 mM (NH4)2S04), 0.2 mM Deoxyrubonu- cleotides
triophosphate (dANTP) (Thermo SctentificTM, Waltham, MA, USA), 0.4 yM of each primer (forward and reverse), 2 mM
MgClz, 0.05 unit of Taq DNA Polymerase, and nuclease-free water to a final volume of 25 YL per reaction. The cycle
conditions for LinJ31seq and Crid2.1seq were maintained in a Biometra Tone (Analytikjena, Jena, Turingia, DE) thermocycler
at 95 °C for initial denaturation, followed by 34 cycles at 94 °C for 45 5,55 °C for 30 s, 72 °C for 40 s, and 72 °C for 5 min for
final extension. The cycle conditions for LVH60a_Tig001 were maintained in the same thermocycler at 95 °C for 20 s for
denaturationand amplification at 95 °C for 5 s, followed by 40 cycles at 60 °C for 30 s, 72 °C for 1 min, and then 72 °C for
5 min for final extension.
All genomic material used in the PCRs with Lin]31seq, Crid2.1seq, and LVH60a_Tig001 primers was visualized by agarose gel
electrophoresis (1%), and images were documented using Chemidoc XR (BioRad, Hercules, CA, USA). The patient and dog
samples required enrichment of the product from the first PCR using the Lin]31seq primer. PCR enrichment consisted of using
the diluted product (at a 1:10 ratio) of the first PCR using the LinJ31seq primer (see Table 1) in a second reaction with the
same primer. The same procedure was performed for sandfly samples using the Lin]J31_2420 primer.
Genomic DNA of bone marrow (patients and dogs) and clinical isolates was used in Nested-PCRs with the TRY927
primer (Forward 5-GAAACAAGAAACACGGGAG-3'/ Reverse 5-CTACTGGGCAGCTTGGA-3") and SSU561 primer
(Forward 5-TGGGATAAC-AAAGGAGCA-3"/Reverse 5-CTGAGACTGTAACCTCAAGC-3") in the study by Noyes et
al. [57] to amplify a small subunit ribosomal RNA (18S rRNA) region, using a Biometra Tone thermocycler (Analytik
Jena, Jena, Turingia, DE). Amplicons were purified using the PureLink™ PCR Purification Kit (Invitrogen) and quantified by
spectrophotome-try using NanoVue apparatus (GE Healthcare, Bjorkgatan, Uppsala, Sweden). Amplicon sequencing was
performed using the Sanger method with the BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) in an Applied Biosys-tems 3130 Genetic Analyzer. The reactions were prepared with 3.2 pmol of
the forward primer SSU561, 10-20 ng of purified PCR product of SSU561 amplicons, and ultrapure water adjusted to a
final volume of 7 YL.
Phylogenetic analysis of 18S rRNA sequences was performed using MEGA6 [58].
Phylogenetic trees with sequences from an LVH60 patient and from the bone marrow and peripheral blood of dogs were
reconstructed using the Maximum Likelihood (ML) method based on the Tamura-Nei model with Bootstrap tests (1000
replicates). Corresponding 18S rRNA sequences from other trypanosomatid species to compose the analysis were retrieved
from the NCBI database and/or TriTrypDB using BLASTN searches.
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1.5. Experimental Validation
1.5.1. In Vitro Infection with THP-1 Macrophages

The detection and estimation of the parasitic load in in vitro infections were performed using qPCR assays. For infections
using the HUUFS14 strain (L. infantum), the Lin]31_2420 primer was used and the LinJ31_L42486.1 primer [43-46] was
used as an external control.In addition, in vitro infections with Crithidia sp. LVH60A, LVH117C1, and C. fasciculata
(TCCO39E strain) were quantified through qPCR using the Catalase_LVH60-12060 primer.In vitro infection was
performed in 12-well plates for DNA extraction. Immortalized
THP-1 monocytic cells (a human cell line derived from acute monocytic leukemia) [59] were differentiated into macrophages
and infected with different species/strains of parasites.Monocytes were counted such that each well contained 1 10°
cells. A 24-well plate wasalso used for microscopy, in which 10 mm round coverslips were placed for microscopy
analysis. The monocytes were seeded at a density of 5 10° cells/well.
The stationary phases of Leishmania infantum (HUUFS14 strain), Crithidia sp. strains (LVWH60a_C1 and LVH117_C1), and C.
fasciculata (TCCO39E strain) obtained on the 7-8thday of culture were used for in vitro infection. The ratio used for the
infection of THP-1 cells was 10 parasites to 1 macrophage (MOI 10:1). Initially, the plates were incubated at 37 °C and
5% CO: for 3 h. After this period, all wells were washed with incomplete RPMI1640 (GibcoTM, Grand Island, NY, USA)
to remove extracellular parasites, and complete medium was added to the infected cells. Infected cells were incubated
for 24, 48, and 72 h. The Romanowsky staining method was used with the Rapid Panoptic Kit (LarboClin,Pinhais, PR, BR)
on 10 mm round coverslips, which were then mounted on slides. The microscopic evaluation of infected macrophages was
performed manually using an optical microscope (Olympus, Tokyo, TYO, JPN, 100 objective), counting 100 macrophages
percoverslip and determining the number of amastigotes in these cells.

1.5.2. In Vivo Infection x

Male hamsters (Mesocricetus auratus) were separated into groups of four individuals at 3 weeks of age and infected by
intracardiac inoculation with a concentration of 1.7 10”metacyclic promastigotes/mL of L. infantum in the statidnary
growth phase, previously selected with peanut agglutinin (PNA) (500 pg/mL). Clinical isolates were obtained from
patients with VL at the Institute of Tropical Diseases Natan Portela in Teresina, Piaui, Brazil, and were identified as strains
#1580, #1686, #1851, and #515. PBS 1 was used as a negativecontrol (non-infected group) for infection in hamsters. The
animals were followed up for9 months and euthanized with ketamine (200 mg/kg) and xylazixe (10 mg/kg), based on
clinical signs of the disease. During necropsy, the spleen and liver were excised and segmented for DNA extraction.

1.5.3. Sample Collection
Tissue samples (bone marrow and peripheral blood) and clinical isolates (LVH abbre- viation) were obtained from patients
diagnosed with VL at the Federal University Hospital of the University of Sergipe (HUUFS) in Aracaju, Sergipe, Brazil.
Clinical isolates used in the in vivo experimental infections (Section 2.5.2.) were isolated from patients with VL ad- mitted to
the Institute of Tropical Diseases, Natan Portela, Teresina, Piaui, Brazil. A positive rK39 serological test (Kalazar Detect Rapid
Test, InBios International Inc., Seattle, WA, USA) along with direct observation of Leishmania in a bone marrow aspirate or a
positive culture in Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) medium were used to confirm the diagnosis of VL. Bonemarrow and
peripheral blood samples were collected from dogs and cats diagnosed with VL; diagnosis of the animals was based on the
characterization of the signs of leishmaniasis and on the hematological, biochemical, and serological parameters shown by
the animalshoused in a shelter in the municipality of Ilha Solteira, Sdo Paulo, Brazil. Phlebotomine samples (Lutzomiya
longipalpis) were collected as described by Ferreira et al. [60], between January and June in 2014 and 2016 in the municipality
of Rio Verde de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Brazil. The pools of insects collected consisted of 10-15 females captured
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in CDC light traps placed in the peridomicile. The insects were stored in 70% alcohol until use.

1.6. Data Analysis

Amplicon sequencing: The chromatograms generated by Sanger sequencing were subjected to quality control using
Chromas software Version 2.1.5 (https://technelysium.c om.au/wp/, accessed on 30 April 2022). Data analysis was
performed using the Mega6 alignment and phylogeny program [58].

Parasite detection: The detection and efficiency of the LinJ31_2420 primer in L. infantum

(HUUFS14 and PP75 strains) were compared with another set of established primers, LinJ31_L42486.1 [43-46], by
analyzing the amplification plots (Cq values) and dissociation curves. Crithidia sp. parasites were also detected using the
Catalase LV60-12060_1F primer. Primer efficiency analyses were performed using amplification plots and the dissociation
curve graphs. The detection limit of the qPCR assay, which refers to the smallest amount of parasite detected, was
determined by calculating the mean and standard deviation of theThreshold Cycle (Cq) values [61,62].

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism Version 5. Two-way ANOVA was performed using the mean
values of the estimated parasite burden for in vitro infections with THP-1 macrophages. Statistical significance was set at
p <0.05.

1.7. Ethics Statement

The procedures for the collection of material from patients were performed according to the guidelines of the Brazilian Human
Research Ethics Evaluation System (CEP/CONEP) and approved by the local Ethics Committee: (i) Federal University of
Sergipe, Aracaju, Sergipe, Brazil (protocol CAAE:04587312.2.0000.0058) and (ii) Institute of Tropical DiseasesNatan Portela
in Teresina, Piaui, Brazil (protocol CAAE:0116.0.045.203-05). Prior to the study, patients or their legal guardians were
informed and signed the consent form.

Animal samples (dogs and cats) were collected according to the guidelines of the Animal Use Ethics Committee (CEUA) of
the Animal Science and Food Engineering Facultyof the University of Sao Paulo (FZEA-USP) and were approved under
registration number6147100518. The genomic DNA samples from cats with VL used in this study were the same as those
used by Vioti et al. [40] between 2015 and 2019 from two animal shelters in the municipality of Ilha Solteira, Sao Paulo,
Brazil. This study was approved by the CEUAof the Faculty of Food Science and Engineering, University of Sao Paulo (FZEA-
USP), under protocol numbers 7627010517 and 8541011019.

The procedures for infections in hamsters (Mesocricetus auratus) were approved by theLocal Ethics Committee for the use of
animals at the Ribeirao Preto Medical School of the University of Sao Paulo, CEUA-FMRP/USP (process number 234/201).
The phlebotomine vectors from the study by Ferreira et al. [60] were collected from sites designated by the
entomological surveillance of the municipality of Rio Verde de Mato Grosso, authorized by the System of Authorization and
Information on Biodiversity (SISBIO) under registeredlicense number 33156-2.

2. Results
2.1. Real-Time PCR Performance and Validation of the Method

First, we standardized a new gene target for the molecular detection of L. infantum. Lin]31_2420 (98 bp) and Lin]31_seq (444
bp) amplicons refer to the putative single-copy p-nitrophenylphosphatase gene, which is located on chromosome 31 of the
JPCMS5 reference genome [37,53,63]. When the first version of the genome was released, this gene was considered unique to
L. infantum. Subsequently, it was also found in other Leishmania species (Supplementary Table S4). The alignment of primer
sequences in the genes from the JPCM5 and HUUFS14 L. infantum strains showed 100% nucleotide identity (NI) for the
putative p-nitrophenylphosphatase gene (NCBI Reference Sequence: XM_001467522.1). Primer sequence alignment in other
Leishmania species showed lower and diversified
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nucleotide identity (NI) compared with L. infantum, in addition to two gaps in the regionof the forward primer. In
addition, the predicted melting temperature (Tm) for possibleamplicons in other Leishmania species, as well as the GC
content, differed from that observedfor L. infantum (Figure 1). This means that if amplification of another Leishmania
speciesputatively occurs, analysis of the dissociation curves may elucidate species identity.
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Figure 1. Sequence alignment of the region (98 bp) targeted by the primer Lin]J31_2420 in Leishmania parasites. (a) Region of 98 bp in the
putative p-nitrophenylphosphatase gene, in which the LinJ31_2420 primer aligned in the L. infantum JPCM5 reference strain
(XM_001467522.1) and in the HUUFS14 laboratory strain. Positions at the 5 and 3" ends where primer annealing occurs are highlighted
in the black box. The sequence logo of the alignment is shown at the top of the figure. Positionswith nucleotide polymorphisms are
highlighted in yellow. (b) Box summarizes the main features of the sequence targeted by the LinJ31_2420 primer in L. infantum and other
Leishmania species. The asterisks indicate: * JPCM5, the reference genome of L. infantum (Genome assembly ASM287v2) and

** HUUFS14, the genome of laboratory strain (Genome assembly HUUFS14) used for experiments.

L. donovani (accession number: LdBPK 312410.1), L. braziliensis (accession number: LbrM. 31.2620),

L. panamensis (accession number: LPAL13 310028600), and L. major (accession number: LmjF. 31.2340);

L. amazonensis (accession number: LAMA 000645300) and L. mexicana (accession number: LmxM. 30.2340). Amp: amplicon; NI: percentage
of nucleotide identity; *** percent guanidine (%G) and cytosine (%C); forward primer (PFw); reverse primer (PRv); bp: base pair. The

alignment was generated and formatted using SnapGene® software version 7.0.

For technical validation, qPCR assays were performed and compared with known primers described elsewhere [43-
46], which were used for L. infantum detection (Lin]J31_L42486.1). According to the analysis performance of the
dissociation curve for LinJ31_2420 and Lin]31_1L42486.1, single peaks were observed with Tm values of 83.35 °C and 77.56
°C, respectively (Supplementary Figure S1a,b), indicating the specificity and stability of primers. Amplification plots of
six-point standard curves for both primers are shown in Supplementary Figure Slc,d. Detailed calculations for the
standard curve construction are presented in Supplementary Table S2.

We then standardized the molecular detection of Crithidia sp. LVH60A. The catalase

_LVH60-12060_1F primer was based on the predicted catalase enzyme gene identified in thegenome of a clinical isolate of a
Crithidia-related parasite (LVH60a clone 1 strain) obtained from an atypical VL case [28]. Catalase is absent in dixenous
trypanosomatids (Leishmania and Trypanosoma) and is present in the monoxenous genera of Trypanosomatidae, such as
Crithidia and Leptomonas [31,32,64] (Supplementary Table S5). This primer showed
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specificity for the Crithidia sp. LVH60A cultured isolate without amplification of L. infantum (HUUFS14 strain), T. cruzi (Y
strain), or host DNA (human) (Supplementary Figure S2).

Six-point standard curves using the Catalase_LVH60-12060_1F primer with DNA samples from the Crithidia sp. LVH60-
C1 strain and C. fasciculata TCCO39E were generated (Supplementary Figure S3). Both Crithidia parasites showed similarities
in terms of ampli- con melting temperature, with a mean Tm of 84.79 °C (LVH60A) and 85.00 °C (TCCO39E).The
dissociation curve for TCCO39E (C. fasciculata) exhibited a secondary peak at ~81 °C. To rule out the possibility of non-specific
amplicons, we performed agarose gel electrophoresis analysis, which showed single qPCR products for all reactions
(Supplementary Figure S3d). This dissociation curve profile can be explained by multi-stage melting transitions raised
by sequence-specific characteristics, such as polymorphisms and GC rich regions.

The sequence of the amplicon Catalase_LVH60-12060_1F (107 bp) was searched againstthe genome of Crithidia sp. LVH60A
and C. fasciculata (CfCl strain). BLASTN match hits revealed four copies of the catalase gene in both species located on different
chromosomes (Figure 2). In both genomes, three copies were of the same size and one copy was of a smaller size (103 bp).
The four copies presented few changes in sequence compared with thereference amplicon (depicted in yellow); however, C.
fasciculata catalase copies presented three more polymorphisms than Crithidia sp. LVH60A. These variations in sequences
dueto several gene copies may explain the potential occurrence of secondary peaks in qPCR melting curves.
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Figure 2. Sequence alignment of the region (107 bp) targeted by the primer Catalase_LVH60-12060_1F in Crithidia parasites. (a) Region of
107 bp in the putative catalase gene, where Catalase_LVH60- 12060_1F primer alignment sequences occur in LVH60a_C1 (Crithidia sp.,
LVH60A) and C. fasciculata. The positions at the 5" and 3" ends, where primer annealing occurs, are highlighted in the red frame. The
sequence logo of the alignment is shown at the top of the figure. The blue circle indicates the regions of polymorphisms found in CfaCl 16
and CfaCl 25 from C. fasciculata. (b) The box summarizes the main features of the sequence targeted by the Catalase_LVH60-12060_1F
primer in the Crithidia parasites. Four copies of the gene in these species were observed in the chromosome of C. fasciculata (CfaCl 28
CFAC1_280006600, CfaCl 29 CFAC1_290005500, CfaCl 16 CFAC1_160031400, and CfaCl 25

CFAC1_250006200) and sequences regions of genome of the LVH60A_C1 (Chromosome 36, Chro- mosome 05, Chromosome 10, and
Chromosome 32. Amplicon (amp.); percent nucleotide identity (%NI); ** percent guanidine (%G) and cytosine (%C); forward primer (PFw);
reverse primer (PRv); base pair (bp). Alignment was generated and formatted using SnapGene® software version 7.0 (Insightful Science).
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gPCR standard curves for parasite detection and quantification were set up with known quantities of DNA from
promastigote culture in 10-fold serial dilutions and a fixed host DNA quantity as background. Parasite quantity for the
standard curve was estimated by calculating the equivalent genomic DNA mass for one parasite (~81 fg) setup at six
points ranging from 1 10° parasites to 10° parasites (Table S2, Supplementary Material). Amplification plots and
standard curves for reactions using Lin]31_2420 or Catalas&LVH60-12060_1F primers showed reliable performance
(Figure S4 and Figure S5, respectively; Supplementary Material).

To evaluate the specificity, repeatability, and reproducibility of the qPCRs using both primers, host DNA was used as the
background (simulating an infected host sample), and assays were performed on qPCR instruments from two different
brands to assess the technical variation. Regarding primer specificity for detecting parasite material, genomic DNA from four
different types of mammalian hosts was used as the background in qPCR standard curve reactions: human, dog, cat, and
mouse. All of these types of hosts are commonly used in leishmaniasis research. Regardless of the source of host DNA as
background, all qPCR standard curve reactions resulted in high performance in assays running on qPCR instruments of two
different brands, as observed in parameters such as thecoefficient of determination (R?) and efficiency (Eff) displayed in Table
S6 (Supplementary Material), showing that there was no cross-amplification of host DNA. Coefficient R? values for
LinJ31_2420 and Catalase_LVH60-12060_1F primers ranged from 0.95 to 0.99, with very low variation among different types
of host DNA background. Reactions performed on one particular instrument showed the highest values of R? for both
primers (~0.99).

The repeatability and reproducibility of qPCRs were assessed through CV measure-ments in intra-assays (reactions in the
same plate) and inter-assays (reactions from different plates were run on different instruments). Overall, the assays
presented reliable perfor- mance, i.e., they exhibited very low coefficients of variation (Figure 3). Intra-assays usingthe
Lin]J31_2420 primer presented a homogenous average CV as low as 1.5%, as observedin Figure 3a (except for reactions
using cat DNA as the background, CV ~5%). For the catalase primer, the variation in intra-assays was slightly higher but
still exhibited smallvalues, as shown in Figure 3b. Reactions using human DNA and dog DNA showed the highest
variation (CV ~2.5% and CV ~3.5%, respectively).

Comparisons between assays set up using different qPCR instruments also pre- sented a low inter-assay CV with both
primers across different amounts of parasite DNA(Figure 3c,d). For the Lin31_2420 primer, the detection of L. infantum
DNA presented anaverage CV of ~10% between assays performed with two instruments, using human, dog,and mouse
DNA as the host background; cat DNA presented the lowest CV. Variations in the catalase primer used to detect
Crithidia sp. were lower than 10% regardless of thehost background; however, a small fluctuation in the CV values across
the points of the standard curve was observed, mainly in the extreme number of parasites in the reactions (1 and 105
parasites).

Recently, coinfection with L. infantum and Crithidia sp. was reported in a multirelapsedcase of visceral leishmaniasis [24].
To simulate a co-infection scenario, we performed spike-in assays, in which known amounts of Crithidia sp. LVH60A
and L. infantum DNA were mixed experimentally, and different host DNA was used as the fixed backgroundin the
reactions (Figure 4). For reference, assays with pure parasite DNA (either from

L. infantum or Crithidia sp.) were set up with 5 102 or 5 10* equivalent numbers»f parasitess The observed Cq values for
the Linj31_2420 primer, using L. infantum DNA as a

template, were within the expected value for a 10-fold serial dilution (qPCR slope ~3.29,Table S6), with a difference lower
than half Cq. As observed in Figure 4a, the A Cq between reactions containing 5 10% (Cq ~17) and 5 102 (Cq ~24) equivalent
numbers of parasiteswere ~6.8 cycles, as expected. Simiarly, this small difference was observed in assays using the catalase
primer with Crithidia sp. LVH60A DNA as a template, using only human as the host background, as displayed in Figure
4b. The A Cq values between reactions containing 5 X 10* and 5 x 10? equivalent numbers of parasites for dog and mice
as the
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host background were ~3.2 cycles rather than ~6.4 cycles, as would be expected according to the qPCR slope for the catalase
primer. Furthermore, we spiked L. infantum DNA into the reactions to detect Crithidia sp. LVH60A, and vice versa (we spiked
Crithidia sp., LVH60A DNA into reactions to detect L. infantum) with different proportions of spiked parasiteDNA amounts,
1:1(5 102 L.infantumto5 102 Crithidia sp. LVH60A), and 1:100 (5 102

L. infantum to 5  10* Crithidia sp. LVH60A orXicexersa). In this artifictal co-infection X
simulation, both primers were very specific, presenting very low inhibition in the presence of DNA from another parasite
species, regardless of the proportion tested, as shown in Figure 4c,d for Lin]J31_2420 (Cq ~23.4) and catalase (Cq ~21.9)
primers, respectively.
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Figure 3. Coefficient of variation (%) of qPCR standard curves in intra- and across inter-assays:
(a) Repeatability (intra-variation in graphs on the left) and reproducibility (inter-variation in graphs
on the right) of assays with the Lin]31_2420 primer (a,c) and assays with Catalase_LVH60-12060_1F
primer (b,d), measured using the coefficient of variation (CV%) expressed as a percentage. CV%
of intra-assays was calculated with replicates within the same plate (run with instrument 1, square
symbols, or run with instrument 2, circle symbols), whereas the CV% of inter assays was calculated
with replicates across plates performed with different qPCR instruments (i.e., comparison between
plates/instruments, triangle symbols). DNA from the M2903 strain (L. braziliensis), M2269 strain
(L. amazonensis), Y strain (T. cruzi), and vertebrate hosts did not show amplification for the primers
Lin]31_2420 and Catalase_LVH60-12060_1F. Amplification was not observed in the no-template
reaction. Control endogenous genes of endogenous retrovirus group 3 (ERV-3) for humans and
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (G3PDH) for other vertebrate hosts were used. DNA
from vertebrate hosts was used as a fixed background (6 ng) at all points in the qPCR curve (green
indicates human DNA, gray indicates cat DNA, blue indicates dog DNA, and red indicates mouse
DNA). Graphs were generated using GraphPad Prism Version 5.00 software.
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Figure 4. Accuracy of qPCR assays on parasite quantification assessed through a spike-in experiment for each primer. (a) Accuracy of gPCR
assays for parasite quantification assessed through a spike-in experiment for each primer. (a) Quantification of L. infantum DNA with the
LinJ31_2420 primer using known amounts of equivalent number of parasites (500 parasites, curves in dashed lines; 50,000 parasites,
curves in solid lines). The numbers on the curves indicate the threshold Cq values for quantification of L. infantum. (b) Quantification of
L. infantum DNA with the LinJ31_2420 primer in a spike-in experiment using DNA from Crithidia sp. LVH60A (LVH60_C3 strain) in
two propor-tions: 500 L. infantum parasites:500 Crithidia sp. LVH60A parasites (1:1), curves in dashed lines; and 500 L. infantum
parasites:50,000 Crithidia sp. LVH60A parasites (1:100), curves in solid lines. The num-bers in the curves indicate the threshold Cq values
for quantification of L. infantum. (c) Quantification of Crithidia sp. LVH60A DNA with the Catalase_LVH60-12060_1F primer using known
amounts of an equivalent number of parasites (500 parasites, curves in dashed lines; 50,000 parasites, curves in solidlines). The numbers
on the curves indicate the threshold Cq values for quantification of Crithidia sp. LVH60A. (d) Quantification of Crithidia sp. LVH60A DNA
with the Catalase_LVH60-12060_1F primer in a spike-in experiment, using DNA from L. infantum in two proportions: 500 Crithidia sp.
LVHG60A parasites:500 L. infantum parasites (1:1), curves in dashed lines; and, 500 Crithidia sp. LVH60A para- sites:50,000 L. infantum
parasites (1:100), curves in solid lines. The numbers on the curves indicate the threshold Cq values for the quantification of Crithidia sp.
LVH60A. DNA (6 ng) from each verte- brate host was used as a background to simulate an infection (graphs (a,c) or co-infection scenario
(graphs (b,d), in which green, blue, and red curves represent host DNA from humans, dogs, andmice, respectively.
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2.2. Validation of the Novel gPCR Assay and Gene Targets in Experimental Conditions

To assess the performance of these novel qPCR assays in quantifying parasites experi- mentally, we performed the in vitro
infection of human macrophages derived from THP-1 cells with L. infantum or Crithidia sp. LVH60A parasites (LVH60a_C1
and LVH117_C1, both are clones) [24,28]. The parasite load was estimated at different post-infection time periods, such as 24,
48, and 72 h for L. infantum infection (Supplementary Figure S7a); parasite quantification was also performed with the
Lin]31_L42486.1 primer as a reference control (Figure 5a). The standard curve with the LinJ31_2420 primer presented
average slopevalues of 3.26 0.06 with R20f0.94 0.03, and an efficiency of 103.8%, while the stan- dard curve with the
LinJ31_L42486.1 primer presented an average slope of 3.03  0.06, R%: 0.97 0.03 and 117.09% of efficiency. Control
reactions for human DNA detection were p_erforn:ﬁed using the ERV-3 prﬁler, which is only able to detect the macrophage
DNA (12 ng of DNA from the in vitro infection experiment, presented an average Cq of -

26  0.05). As shown in Figure Za, both primers for L. infantum were able to quantify

parasite load at different time points, showing a high positive correlation between the two measures (Supplemental Figure
S6,R% = 0.99). The parasite loads for L. infantum at 24 h,48 h,and 72 h were ~2766, ~493, and ~241 equivalent parasites,
respectively.
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Figure 5. Quantification of L. infantum or Crithidia parasites in in vitro infections of THP-1-derived macrophages. (a) DNA extracted from
THP-1 cultures infected with HUUFS14 L. infantum strain at 24, 48, and 72 h was used to quantify the equivalent number of parasites
through qPCR using LinJ31_2420 primer. Primer LinJ31_L42486.1 [43-46] was used for comparison. No statistically significant
difference was found between the two groups. (b) DNA extracted from THP-1 cultures infected with LVH60a_C1 and LVH117_C1
Crithidia sp. LVH60A strains at 24, 48 and 72 h, as well asthe TCCO39E C. fasciculata strain, were used to quantify the equivalent number
of parasites by qPCR using the Catalase_LVH60_12060_1F primer. Two-way ANOVA was performed using GraphPad Prism 5.00; p <
0.05 was considered statistically significant; * p < 0.001.

Although Crithidia species are supposedly monoxenous parasites exclusive to insects and are considered unable to infect
mammalian cells, we showed, for the first time, that Crithidia sp. LVH60A parasites (cultured isolates LVH60a_C1 and
LVH117_C1) [24,28] can infect human macrophages (Supplementary Figure S7b,f). The standard curve with the catalase
primer presented an average slope of 3.41 with an R?0f 0.97 0.002 and an efficiency of 96.2%. The parasite load of
Crithidia sp. LVH60A was also calculated at different post-infection times, andassays showed an ave¥age of 463
equivalent parasitesin 12 ng of macrophage DNA (Figure 5b), which roughly corresponded to 18,000 humancells. As a
reference control for negative infectiveness, we used the C. fasciculata TCCO39E strain for the set of in vitro infections
(Supplementary Figure S7c). As shown in Figure 5b,very low numbers of C. fasciculata parasites were detected, regardless
of the time of infection(~10 parasites per 18,000 cells). We observed a significant difference between the LVH60a_C1 and

TCCO39E strains and a non-significant difference (ns) between LVH60a_C1 and LVH117_C1 at 24 h post-infection. A
significant difference was observed between the
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LVH60a_C1 and TCCO39E strain and between LVH117_C1 and TCCO39E at 48 h post- infection, as well as a significant
difference between the LVH60a_C1 and LVH117_C1 strains, and the LVH117_C1 and TCCO39E strains at 72 h post-
infection. The parasite load of L. infantum was much higher than that of Crithidia sp., LVH60A; however, it is noteworthy
that both LVH60a and LVH117 strains were able to infect human cells in vitro (Supplementary Figure S7f).

We also tested the novel qPCR assay to estimate parasite load in samples of in vivo infection with L. infantum clinical
isolates from an endemic region (Teresina, Piaui, Brazil). Experimental infections were performed in hamsters using the cultured
isolates #515, #1580, #1686, and #1851. DNA was extracted from liver and spleen tissues. A standard curve with the
Lin]31_2420 primer was constructed using the HUUFS14 strain (L. infantum) with an average slope of 3.106, linearity
coefficient R? of 0.966, and an efficiency of 109.88%.Control reactions for hamster DNA detection were performed using
the G3PDH primer (20 ng of DNA from the spleen and liver presented average Cq values of 20.32  0.12 and 20.22 0.05,
respectively). In vivo infection with L. infantum clinical isolates showed

~727 equivalent parasites infecting the liver (Figure 6a) and ~1725 equivalent parasites infecting the spleen (Figure :Bb) for
the cultured isolates #1686, #1851, and #1580 (in 20 ng of DNA). We highlight cultured isolate #515, which presented more
1000-fold more parasites in the liver of hamsters, showing the high proliferative capacity of this strain in this tissue.
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Figure 6. Quantification of L. infantum in organs of hamsters (Mesocricetus auratus) subjected to experimental in vivo infections with
clinical isolates of Leishmania. The clinical isolates were codedas #1851, #1686, #1580, and #515. (a) Parasitic load in the liver and (b)
parasitic load in the spleen, assessed by qPCR using the Lin]J31_2420 primer. Equivalent number of parasites/reaction (i.e., in 20 ng of
host DNA). The parasitic load among the isolates observed in each organ did not show statistically significant differences in the
number of parasites. Kruskal-Wallis test was performed using GraphPad prism 5.00 software.

2.3. Validation of the Novel gPCR Assay and Gene Targets through Parasite Detection in Clinical
Isolate Cultures and Host Tissue Samples
Before qPCR primers for the novel gene targets were tested in clinical and animal samples, we standardized primers for
conventional PCR to screen samples for gPCR analysis. Primers were designed to be exclusive to L. infantum (Lin]31seq),
Crithidia sp. LVH60A, and/or C. fasciculata (Crid2.1seq). In the absence of the necessary resources todevelop a qPCR
experiment, these primers can be used to identify these species using conventional PCR.
Crid2.1seq amplicon (502 bp) refers to a hypothetical protein gene found specifically in Crithidia sp. LVH60A and C.
fasciculata. Very small variations in GC content, amplicon size, and NI were observed between Crithidia sp. LVH60A and C.
fasciculata (Table 2). The Crid2.1seq primer was suitable for PCR using purified parasite DNA from Crithidia sp. LVH60A
clinical isolate cultures. No amplification was observed for L. infantum DNA
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(HUUFS14 and PP75 strains), neither L. braziliensis (M2903, LTCP15171, and LTCP393 strains), T. cruzi (Y strain) or human
DNA from THP-1 cell line (Supplementary Figure S8a).

Table 2. Characterization of Crid2.1seq primers in Crithidia sp. LVH60A, C. fasciculata, and
Leptomonas spp. sequences.

Gene ID or Access Percent Amp. ** GC% Amp. Size Nucleotide
Primer Species Chr. Number * Identity
A=87.0
Crithidia fasciculata 0 T=76.0
(CfCl) 16 CFAC1_.160022800 67.47% 501 bp C=162.0
G=176.0
A=86.0
Crithidia sp. LVH60A o T=79.0
Crid2.1seq (LVH60a) 10 CP119667.1 67.13% 502 bp C =166.0
G=171.0
Leptomor(lﬁsl;(o)%rrhocoris 15 LpyrH10_15% No match
16 LpyrH10_16 b
Leptomonas seymouri 48 Lsey_0048 2
- No match
(ATCC_30220) 01 Lsey 01

* TriTryDB; ** guanidine (G) and cytosine (C); @ Forward sequence. b Reverse sequence. Adenine (A), timine (T)guanidine (G) and cytosine (C). Chr:
chromosome; Amp: amplicon.

The LVH60a_Tig001 amplicon (128 bp) refers to a hypothetical protein gene foundspecifically in Crithidia sp. LVH60A.
This primer was suitable for PCR using parasite DNApurified from cultures of Crithidia sp. and LVH60A clinical isolates
that showed no amplifi-cation of C. fasciculata (TCCO39E strain), as shown in Figure S8b (Supplementary Material).The
primers Lin]31seq and Crid2.1seq, designed for L. infantum and Crithidia sp., re- spectively, were used to screen samples
of VL patients and clinical isolates by PCR (Table 3).In addition, the SSU rRNA (18S) region was amplified by Nested
PCR [57] followed by amplicon sequencing using the Sanger method (Supplementary Tables S7 and S8). The

accession numbers of the small subunit rRNA (ssrRNA) sequences used in this analysis are
listed in Table SO.

Table 3. Samples from VL patients and clinical isolates screened through PCR with novel primers forthe SSU rRNA (18S) marker.

Number ofSamples Tissue PCR + LinJ31seq PCR + Crid2.1seq Nested-PCR
TRY927/SSU561 [57]
. BMVL 2 18 13 0¢ 18
Patient samples
PB 14 6 0 7
CIb 53 14 48 46
ki 1 1
Clinical isolates Skin (nodule/papule) 4 2 2 4°¢
Spleen 1 0 1 14

2 BMVL: bone marrow aspirate visceral leishmaniasis; b CI: clinical isolates, i.e., parasite cultures obtained frombone marrow aspirate of visceral
leishmaniasis patients; ¢ PCR products with size smaller than expected were considered negative. PB: peripheral blood; GenBank accession number
0Q581236.1 and 0Q581229.1; 9 GenBank accession number 0Q581233.1; ¢/9 from Rogerio et al. [24].

Due to the very low amount of parasite DNA in patient samples (bone marrow and peripheral blood), Lin]31seq
amplicon visualization on agarose gel electrophoresis was possible after performing a second batch of PCR with Lin]31seq
primer using the 10-fold di- luted PCR product for enrichment of the target sequence (Supplementary Figure S9). Thir-
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teen of the seventeen bone marrow samples were PCR-positive for LinJ31seq (L. infantum). Then, parasite detection and
estimation of the parasite load in positive samples were performed through qPCR using LinJ31_2420 (L. infantum) and
Catalase_LVH60-12060_1F (Crithidia sp. LVH60A).

In determining the parasitic load with the Lin]J31_2420 primer, the construction of the standard curve consisted of six
points corresponding to 1 101 to 1 10° equivalent number of parasites in 40.7 ng of parasite DNA (a¥erage Cq 18.05
1.17) at 1 10! equivalent number of parasites in 0.0407 pg of parasite DNA (average Cq 32.36 0.273showed a sl¥pe of
3.071, R? of 0.949, and 111.6% of efficiency. The detection limit in bone marrow samples that matched the 10 equivalent
parasites in 6 ng DNA was identified tobe in a Cqrange of 30.0 0.8. For some samples, it was possible to detect one (1)
parasite(1 10%) in 6 ng DNA with an average Cq of 34.3 0.8. Interestingly, bone marrow aspirates of BMVL1 and BMVL12
tested positive for the two primers (Figure 7a), suggestihg that the patients were co-infected with L. infantum (CqBMVL1
25.25; CqBMVL12 31.96) and CritMidia sp. LVH60A (CqBMVL1 16.55; CBMVL12 12%4). Notably, BMVL1 and BMVL12
presented a much higher parasite quantification of Crithidia sp. LVH60A than L. infantum.
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Figure 7. Quantification of L. infantum and Crithidia parasites in samples of VL patients and domestic animals by qPCR. (a) Equivalent
number of parasites quantified in clinical samples of bone marrow as- pirates (BMVL), spleen, and peripheral blood (P13D0) from patients
with VL. Detection of L. infantum and/or Crithidia was performed using Lin]31_2420 (blue circles) and Catalase_LVH60_12060_1F (gray
triangles) primers. Blue arrows indicate co-infection of L. infantum with Crithidia sp. LVH60A para- sites. Red arrows refer to patient
samples from a fatal case reported by Maruyama et al. (2019) [28].
(b) Equivalent numbers of parasites were quantified in bone marrow aspirates and peripheral blood
(*) from dogs and cats with clinical signs of VL and a positive serological test for Leishmania. Only
L. infantum was detected in domestic animal samples. DNA from L. infantum (HUUFS14 strain) and
Crithidia sp. LVH60A (LVH120_C5 strain) was used as the positive control for qPCR.

Additionally, we tested samples from atypical and fatal VL cases reported by Maruyama et al. [28] using Catalase_LVH60-
12060_1F and Lin]31_2420 primers. L. infantumwas detected in spleen and blood (Figure 7a). A bone marrow aspirate sample
(BMVL60) tested positive for Crithidia sp., LVH60A, and L. infantum. To support the results of the LVH60 case, the SSU rRNA
(18S) marker was sequenced from these samples. Amplicon sequence analysis revealed that samples from the liver and spleen
matched with L. infantum,whereas samples from skin biopsy, bone marrow, and blood matched with Crithidia sp. LVH60A
(Supplementary Figure S10). Overall, these results confirmed the hypothesis raised by others [63] that the patient was co-
infected with L. infantum and Crithidia.

Both the LinJ31seq and Crid2.1seq primers were tested in samples from dogs diag- nosed with canine visceral
leishmaniasis (VL, bone marrow, and peripheral blood), as well as in samples from cats displaying symptoms related to
feline VL. No amplification was observed using the Crid2.1seq primer, and only Lin]31seq PCR products were visualized
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in dog samples. The results for L. infantum were supported by Sanger sequencing of theSSU rRNA (18S) marker [58]
(Supplementary Material, Figure S11). The accession numbers of small subunit rRNA (ssrRNA) sequences used in
phylogenetic analysis are shown inTable S9. The qPCR assays for parasite detection corroborated the PCR results, showing
that only L. infantum was detected in the tested samples (Figure 7b).

The LinJ31_2420 amplicon for vector samples proved to be viable for detection and wasused in qualitative qPCR assays.
There was no amplification for conventional PCR using the Lin]31seq primer and no amplifications for the Catalase-
LVH60_12060_1F primer. DNA samples from seven sandfly pools were used; all females of the species Lutzomyia longipalpis
were positive for L. infantum, as confirmed by Sanger sequencing of the internal transcribed spacer region, according to the
results of the study by Ferreira et al. [60]. Detection was pos- sible through the enrichment by PCR with Lin]31seq. Detection
was made possible through pre-enrichment using conventional PCR with LinJ31seq. The DNA used in this first study
was ~12 ng, and the PCR product was used for the qPCR with LinJ31_2420 for the detection of protozoan material, showing
Cq values for the vector sample #10 of 20.54 0.49, vector #63 of 19.65  0.33, vector #67 of 17.87  0.007, 3ector #75 of
28.51 0.44, vector #119 + + +

of 33.09 0.36, vector 126 of 27.49 0.087, and vector 17 of 24.91 .05, as shown by the amplification graph in Figure
S12 in the Supplementary Material. The quality and integrity of the insect DNA were verified with the cacophonic gene
region (IVS6) [51] present in sandflies, and in Lutzomiya longipalpis, the average Cq and standard deviation

were 24.8 £ 5.1 and Tm 82.40 °C.

3. Discussion

Diagnostic strategies for VL developed in recent decades include parasitological andserological tools and procedures to
detect protozoans in vertebrate host samples [10,16].However, these technologies lack sensitivity and specificity, which
is crucial for disease therapy and prognosis. With the advent of molecular biology tools, there has been a focuson the more
robust and accurate detection, identification, and quantification of protozoan genetic material in host samples [64].

There are some reports and clinical case studies of patients with leishmaniasis in whichclinical isolates have been identified
and are closely related to species of trypanosomatids of the genus Leptomas [33-35] and Crithidia [20,24,28,36,65]. A
review of the study and research of monoxenic trypanosomatids in clinical findings of vertebrate hosts carried out by
Boucinha et al. [19] revealed that the cases seen so far were questionable by only focusing on known pathogenic
trypanosomatids, since the routine diagnoses (parasitological andserological) used for the determination of the disease
cannot describe the causative species. The phylogenomic applications and evolutionary studies of these kinetoplastids are
being developed to understand the distribution of the biology, diversity, and establishment of the life cycle of these
protozoa belonging to the polyphyletic group classified as Crithidi-atae [66]. Kraeva et al. [67] addressed the need to
evaluate additional samples from VL patients using specific targets capable of detecting monoxenic trypanosomatids in
clinical samples. As discussed in the review by Boucinha et al. [19], an appropriate tool to ascertain whether a monoxenic
trypanosomatid infection occur in leishmaniasis should ideally usePCR techniques.

In this study, we designed and standardized PCR and qPCR assays using species- specific target sequences for L. infantum
(LinJ31_2420 and LinJ31seq), as well as for the detection of Crithidia (Catalase_LVH60-120_1F and Crid2.1seq) in
experimental and clinical samples, as an alternative for the molecular screening and investigation of VL cases, such as those
studied by Maruyama et al. [28]. Pereira et al. [68] showed the importance of using qPCR in the screening of blood donors
living in areas endemic to VL in Brazil, identifying the presence of protozoan DNA in these donors. We demonstrated that
through genome- based calculations of these parasites, it is possible to estimate the parasitic load and detect

traces of infections in clinical samples (Figure 7).
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In standard curves performed in serial dilutions based on the calculation of the massDNA equivalent to a parasite, we
used a fixed amount of DNA from non-infected hosts as the background in the reactions, which showed no interference
in the performance ofthe assays. In a study by Jara et al. (2013) [56], the detection and quantification of parasitic load by
gPCR in samples of skin lesions and mucocutaneous lesions were also evaluated using higher amounts of human DNA.
Sundarshan et al. [11] confirmed that quantification given by the standard curve is a relative measurement compared with
clinical samples, i.e., the number of protozoa measured in a sample/tissue does not exactly match the actual parasitic
load of the individual, as factors such as the stage of infection in which the hostisfound and losses in the DNA extraction
process can generate a non-robust quantification.The primer LinJ31_2420 proved to be species-specific for VL samples
and can be useful for estimating parasite load, both quantitatively and qualitatively in a range, such as high,intermediate,
or low loads. The primer did not present amplification using material from other Leishmania species, Crithidia sp. LVH60A,
C. fasciculata, and hosts (dogs, cats, rodents, and phlebotomines).

The Catalase LVH60-12060_1F primer, which targets the catalase gene, was specificfor Crithidia sp. LVH60A and C.
fasciculata and did not produce cross amplification for Leishmania sp. and host DNA. Analysis of the amplicon in genomic
sequences of Crithidia sp., LVH60A, and C. fasciculata CfCl reference strain (Figure 2) revealed four gene copies withslight
differences in nucleotide composition. According to Weirather et al. [69], dye-based tests can discriminate species through
a dissociation curve, which is influenced by the GC content of the amplicon. However, these tests need to be carefully
evaluated to avoid misidentification of species, as variations in melting temperature due to differences in buffer
components, concentration of template DNA, and experiments on different devicescan cause confusion [69-71].

When simulating a co-infection scenario between L. infantum and Crithidia sp. in spike- in assays with known amounts of
pure DNA from each parasite species and then mixed together with host DNA, we observed that the Cq values were
within the expected range(Figure 4), indicating the accuracy of the assay. The decrease in amplification efficiency
observed in the results of the spike-in assay with DNA from dogs and mice may be related to the host DNA. This
interference may be more pronounced if the amount of host DNA in the reaction is relatively high, which may be due to
human failure in the dilutions. Overall, both primers when performing spike-in DNA showed reliable specificity with low
inhibition in the presence of DNA from other parasite species, regardless of the proportion tested. Therefore, the results of the
spike-in assay indicated that both primers were able to detect DNA from Crithidia sp. LVH60A and L. infantum in a co-
infection scenario.

In this study, we present specific targets that discriminate parasite protozoa present

in clinical samples of VL. We suggest the use of PCR with primer sets Lin]J31seq and Crid2.1seq, as well as qPCR with
Lin]31_2420 and Catalase-LVH60-12060_1F for parasiteidentification. It is important to consider the targets chosen for
qPCR diagnosis, opting for species-specific genes such as those described here. For instance, the use of kDNA as a target
may offer non-robust data due to the heterogeneity present in the minicircles, and thenumber of copies varies between
kinetoplastids. In addition, the use of constitutive genesas targets, such as SSU rDNA [72], cannot precisely discriminate
the species. For instance,a primer based on the 18S rRNA region may cross-amplify with other trypanosomatids, as described
by Filgueira et al. [73].

Studies have reinforced the importance of molecular methods in becoming a reliablealternative in the diagnostic routine
for leishmaniasis, especially for cases in which the patient has a low parasite load. This will enable rapid identification of
the protozoan species causing infections and determination of treatment options. [69,74]. Our study focused onparasite
detection using a dye-based method, which is cheaper than probe-based methodbut implies the need for several singleplex
reactions to identify each suspect species, which is a drawback. Multiplex qPCR systems enable the simultaneous detection of
multiple genes in a single reaction being advantageous because they are less time-consuming; however,
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they require extensive protocol optimization and expensive probes. The targets studiedhere can be future be exploited
by others for the development of a multiplex system.

Parasite load in bone marrow samples from patients with VL was successfully es- timated using LinJ31_2420 and
Catalase-LVH60_12060_1F primers with a limit of detec-tion estimated in 1 10! parasites in 6 ng of DNA (Cq 30.0 0.8).
Using the Catalase- LVH60_12060_1F primer, it wax possible to detect and estimate the numder of parasites in samples
BMVL1, BMVL12, and BMVL60, indicating the presence of two species in these samples, L. infantum and Crithidia sp.
LVH60A (Figure 7).

Recently, Rogerio et al. [24] reported a case of severe VL in a male child patient, in which co-infection of L. infantum and
Crithidia sp. LVH60A was observed. Here, we used the same clinical isolate culture, the LVH117 strain (isolated from bone
marrow), to demonstratethe ability of this novel parasite to infect human macrophages through the in vitro infection of THP-
1 cells (Figure 5b and Supplementary Figure S7f). The BMVL60 sample refers to the case reported for the first time in a
study by Maruyama et al. [28], in which it was codedas LVH60. Through phylogenetic analysis using small subunit rRNA
(ssrRNA) sequences (Figure S10, Supplementary Material), we observed that this patient was co-infected with

L. infantum and Crithidia sp. LVH60A. It was possible to corroborate this co-infection using

gPCR with LinJ31_2420 and Catalase-LVH60_12060_1F primers (Figure 7a). Co-infection with monoxenic
trypanosomatids in patients with leishmaniasis has been reported in studies [20,33-35,67,75,76] since the 1980s. To clarify
the frequency of these cases and their association with treatment resistance and epidemiology in leishmaniasis, new cases
should be researched in depth, and further examination of the likely function of these monoxenous trypanosomatids in the
pathology of disease should be performed.

In conclusion, using the molecular approach presented in this study, we standardized and evaluated new species-specific
targets for L. infantum and Crithidia sp. LVH60A para- sites with the ability to detect and estimate parasite load in samples
from different hosts involved in infection (human, animal, and experimental) and can be used for epidemiolog- ical studies,
parasite load monitoring, and therapeutic follow-up. For diagnostics, these primers can be helpful, predominantly for the
elucidation of VL cases of co-infection with Crithidia parasites. Finally, all investigations that place Crithidia within the context
of the leishmaniasis spectrum need to be further addressed, raising questions about the influence of Crithidia infection on
epidemiology, clinical symptoms, and treatment resistance.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at:
https://www.mdpi.com/article/10.3390/tropicalmed8080405/s1. Figure S1: The dissociation curve and amplification plot were generated
using the LinJ31_2420 and Lin]31_L42486.1 primers. Figure S2: Specificity of the Catalase_LVH60-12060_1F primer. Figure S3: qPCR assay
with the Catalase_LVH60- 12060_1F primer pair. Figure S4: Standard curve with DNA from the HUUFS14 strain (L. infantum) with the
LinJ31_2420 primer. Figure S5: Standard curve with DNA from the LVH60_C3 strain (Crithidia sp. LVH60A) with the Catalase_LVH60-
12060_1F primer. Figure S6: Pearson’s correlation of post-infection times with HUUFS14 (L. infantum) using primers Lin]31_2420 and
LinJ31_L42486.1. Figure S7: THP-1 macrophages infected with the HUUFS14 strain (L. infantum), LVH60a_C1, LVH117_C1 (Crithidia sp.
LVH60A), and TCCO39E (C. fasciculata). Figure S8: Agarose gel electrophore- sis (1%) of amplifications with Crid2.1seq and the
LVH60a_Tig001 primer. Figure S9: Electrophoresis in agarose gel (1%) of conventional PCR performed with samples of LV patients from
HUUFS. Figure S10: Phylogenetic analyses of small subunit rRNA (ssrRNA) sequences from LVH60 patient samples. Figure S11: Phylogenetic
tree with TRY927/SSU561 rRNA sequences detected in bone marrow and peripheral blood samples of dogs with VL. Figure S12:
Amplification plot with the Lin]31_2420 primer in sandfly samples determined by qPCR. Table S1: Calculations of DNA mass equivalent to
one parasite. Table S2: Serial dilution for the qPCR standard curve according to the cal- culation of the DNA mass equivalent to one parasite
of L. infantum and Crithidia sp. LVH60A; Table S3: Table of proportions of the number of parasites for the spike-in assay; Table S4:
Information of the gene ID, chromosome, location genome, and the number of copies of p-nitrophenylphosphatase putative gene in
Leishmania spp. Table S5: Information of the gene ID, chromosome, location genome, number copies of the catalase gene in Crithidia sp.,
LVH60A (LVH60a), C. fasciculata, and Leptomonas spp.
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Table S6: Coefficient values for qPCR standard curves using host DNA as the background for the reactions. Assays were performed in two
gPCR instruments of different brands with curves set up at six points in 10-fold serial dilutions. Table S7: PCR results with species-specific
primers and molecular typing by Sanger sequencing. Table S8: PCR results with Lin]31seq and Crid2.1seq and molecular typing by Sanger
sequencing of clinical isolates. Table S9: Accession numbers of small subunit rRNA (ssrRNA) sequences used in phylogenetic analysis are
displayed in Supplementary Figures S8 and S9.
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