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RESUMO

Dominguez OAE. Diversidade, Taxonomia e Filogenia de Tripanossomatideos da
Subfamilia Leishmaniinae. [Tese (Doutorado em Parasitologia)]. Sdo Paulo: Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2015.

Os parasitas da subfamilia Leishmaniinae sdo tripanossomatideos exclusivos de
insetos, classificados como Crithidia e Leptomonas, ou de vertebrados e insetos, dos
géneros Leishmania e Endotrypanum. Analises filogenéticas posicionaram espécies
de Crithidia e Leptomonas em varios clados, corroborando sua polifilia. Além disso, o
género Endotrypanum (tripanossomatideos de preguicas e flebotomineos) tem sido
questionado devido as suas relacbes com algumas espécies neotropicais
"enigmaticas" de leishmanias (a maioria de animais selvagens). Portanto, Crithidia,
Leptomonas e Endotrypanum precisam ser revisados taxonomicamente. Com o
objetivo de melhor compreender as relacdes filogenéticas dos taxons dentro de
Leishmaniinae, os principais objetivos deste estudo foram: a) caracterizar um grande
namero de isolados de Leishmaniinae e b) avaliar a adequacdo de diferentes
marcadores moleculares para a avaliacdo de relacdes entre espécies separadas por
pequenas distancias genéticas. Com estes propdsitos, uma grande amostragem de
tripanossomatideos de insetos (Hemiptera e Diptera) e vertebrados silvestres da
Ameérica Central (AC), América do Sul (AS) e da Africa (AF) foram analisados por
V7V8 SSUrRNA Barcoding. Todas as amostras atribuidas a Leishmaniinae foram
incluidas nas analises filogenéticas baseadas em SSUrRNA, gGAPDH, CATB,
HSP70 e ITS1rDNA que, por sua vez, foram comparadas com outras sequéncias
disponiveis em bancos de sequéncias. Filogenias baseadas na SSUrRNA revelaram
varios grupos, apesar de seu elevado grau de conservacao inter- e intra-grupo. Em
contraste, as analises dos genes gGAPDH e CATB permitiram posicionar espécies
de Leishmaniinae em clados bem suportados. Dois grandes clados foram
evidenciados em todas as analises: 1- Um clado composto exclusivamente por
tripanossomatideos de insetos distribuidos em sete subclados, cada um
correspondendo a um género, incluindo Crithidia, Leptomonas, Legeria (género novo
proposto neste trabalho) e quatro géneros adicionais ainda ndo nomeados. As
espécies desses géneros foram encontradas em uma diversidade de insetos:
Crithidia contém parasitas de moscas, mosquitos e hemipteros da AS e AN (América
do Norte); Legeria, isolados de moscas e hemipteros da AF, AC e AS; e
Leptomonas, apenas isolados de hemipteros da AF, AC e AS. O novo género
Legeria foi 0 mais préximo do segundo maior clado. 2- O segundo grande clado
abrigou Leishmania/Endotrypanum e o grupo basal costarricensis, de parasitas
equatoriais de hemipteros predadores e flebotomineos, apoiando assim a origem
das leishmanias a partir de um tripanossomatideo de insetos neotropicais. Isolados
de diversos lagartos, incluindo novas espécies da AF (Mogambique), foram
posicionados no subgénero L. (Sauroleishmania), que se posicionou mais perto do
subgénero L. (Leishmania) do que de L. (Viannia), apoiando a hip6tese de que
leishménias de lagartos divergiram no velho mundo. Os trés subgéneros foram
separados de outro clado formado por isolados de flebotomineos neotropicais,
preguicas e seres humanos classificados como Endotrypanum e Leishmania, com L.
deanei/L. hertigi de porcos-espinhos como espécies basais. A analise global
realizada neste estudo, considerando o numero e a diversidade dos isolados e o



conjunto de marcadores moleculares avaliados, revelou varios grupos fortemente
apoiados que representam géneros, bem como diversas novas espécies e
sinonimias. Portanto, este estudo fornece as bases fundamentais necessarias para
uma ampla revisao taxondmica de Leishmaniinae.

Palavras — Chaves: Leishmaniinae. Leishmania. Endotrypanum. Crithidia.
Leptomonas. Filogenia. SSUrRNA. gGAPDH. ITSrDNA.



ABSTRACT

Dominguez OAE. Diversity, Taxonomy and Phylogeny of
Trypanosomatids of Leishmaniinae Subfamily. [Ph. D. Thesis

(Parasitology)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo
Paulo; 2015.

The Leishmaniinae subfamily trypanosomatids include parasites exclusively found in
insects, and classified as Crithidia and Leptomonas, and species evolving in
vertebrate and insects of genera Endotrypanum and Leishmania. Phylogenetic
analysis positioned Crithidia and Leptomonas species in several clades corroborating
their polyphyly. In addition, the genus Endotrypanum of trypanosomatids from sloths
and sand flies has been questioned due to its relationships with some "enigmatic”,
Neotropical species of Leishmania (mostly of wildlife). Therefore, Crithidia,
Leptomonas and Endotrypanum need to be revised taxonomically. Aiming to
understand the phylogenetic relationships of taxons within Leishmaniinae the main
goals of this study were: a) to characterize a large number of Leishmaniinae isolates;
b) to evaluate the suitability of different molecular markers to assess the relationships
among species separated by small genetic distances. With these purposes, large
sampling of trypanosomatids from insects (Hemiptera and Diptera) and wild
vertebrates from Central America (CA), South America (SA) and Africa (AF) was
analyzed by V7V8 SSUrRNA barcoding. All samples assigned to Leishmaniinae were
selected for phylogenetic inferences based on SSUrRNA, gGAPDH, CATB, HSP70
and ITS1rDNA, including other sequences available in databanks. Phylogeny of
SSUrRNA revealed several groups despite high degrees of sequence conservation
inter- and intra-group. In contrast, gGAPDH and CATB gene analyses allowed the
positioning of Leishmaniinae species in well-supported clades, with two major clades
being evidenced in all analyses: 1) one clade comprised exclusively trypanosomatids
of insects distributed in 7 subclades, each corresponding to one genus, including
Crithidia, Leptomonas, Legeria (proposed in this work), and four unnamed additional
genera. The species within these genera were widespread in a range of insects:
Crithidia harbored parasites of flies, mosquitoes and hemipterans from SA and NA
(North America); Legeria isolates of flies and hemipterans from AF, CA and SA; and
Leptomonas only isolates of hemipterans from AF, CA and SA. 2) The proposed new
genus Legeria was closest to the second major clade. The latter harbored
Leishmania/Endotrypanum and the basal Costarricensis group comprised by
equatorial parasites from hemipteran predators and sand flies, thus supporting the
origin of Leishmania from a Neotropical insect trypanosomatid. Diverse isolates of
lyzards, including new species from AF (Mozambique), were all nested into the
subgenera L. (Sauroleishmania), which was positioned with strong support closer to
the subgenus L. (Leishmania) than to Viannia, then supporting that lizard leishmanias
diverged in the Old World. The three subgenera were separated from another clade
formed by Neotropical isolates of sandflies, sloths and humans classified as
Endotrypanum and Leishmania, with L. deanei/L.hertigi of porcupines as basal
species. The comprehensive analysis performed in this study regarding the number

and diversity of isolates and the set of molecular markers evaluated revealed several
strongly supported clades representing genera, and identified diverse new species



and synonymies as well. Therefore, this study provides the fundamentals required for
a broad taxonomic revision of Leishmaniinae.

Keywords: Leishmaniinae. Leishmania. Endotrypanum. Crithidia. Leptomonas.
Phylogeny. SSUrRNA. gGAPDH. ITSrDNA.
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1 INTRODUCAO

1.1 Taxonomia da familia Trypanosomatidae

Os cinetoplastideos sdo organismos classificados dentro do filo Euglenozoa,
classe Kinetoplastida. Esse grupo caracteriza-se pela presenca do cinetoplasto, uma
regido especializada da sua Unica mitocondria, localizada na base flagelar, e que
contém o DNA mitocondrial. A classe Kinetoplastida possui duas subclasses:
Prokinetoplastina e Metakinetoplastina. A subclasse Prokinetoplastina esta
representada apenas por espécies da ordem Prokinetoplastida, enquanto que a
Metakinetoplastina é dividida em quatro ordens: Eubodonida, Parabodonida,
Neobodonida e Trypanosomatida (Lukes et al., 2014; Moreira et al., 2004; Stevens,
2008, 2014; Vickerman, 1976). Com a excecao dos organismos monoflagelados da
ordem Trypanosomatida, os Metakinetoplastina s&o biflagelados, parasitas ou de
vida livre e comumente conhecidos como bodonideos.

A familia Trypanosomatidae, classificada dentro da ordem Trypanosomatida,
compreende protozoarios flagelados que apresentam grande diversidade de
hospedeiros, infectando plantas, animais vertebrados e invertebrados de
praticamente todas as ordens e com descricdes em todos 0s continentes (Simpson
et al., 2006; Stevens et al., 2001; Vickerman, 1994). A maioria dos representantes da
familia Trypanosomatidae ndo é patogénica para seus hospedeiros, embora
algumas espécies sejam importantes agentes patoldgicos de doencas humanas e de
animais domeésticos, como as tripanossomiases e as leishmanioses (Hamilton et al.,
2007; Lukes et al., 2014; Simpson et al., 2006; Stevens et al., 2001; Vickerman,
1976).

Tradicionalmente, a taxonomia da familia Trypanosomatidae tem sido
baseada em paradmetros morfolégicos, ciclos de vida e hospedeiros de origem. A
familia alberga parasitas que, de acordo com as formas apresentadas durante o
desenvolvimento em seus hospedeiros, distribuem-se em dezesseis géneros: doze
géneros compreendem espécies monoxénicas de insetos (Angomonas,
Blastocrithidia, Blechomonas, Crithidia, Herpetomonas, Kentomonas, Leptomonas,
Lotmaria, Paratrypanosoma, Sergeia, Strigomonas e Wallacemonas) e quatro
géneros albergam espécies heteroxénicas cujos ciclos de vida ocorrem em

alternéncia entre hospedeiros invertebrados (geralmente artropodes hematofagos) e
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vertebrados (Trypanosoma, Leishmania e Endotrypanum) ou entre invertebrados
(insetos fitdfagos) e plantas (Phytomonas) (Borghesan et al., 2013; Camargo, 1999;
Flegontov et al., 2013; Kostygov et al., 2014; Merzlyak et al., 2001; Schwarz et al.,
2015; Svobodova et al., 2007; Teixeira et al., 2011; Vickerman, 1976; Votypka et al.,
2013, 2014; Wallace, 1966; 1979; 1983).

Morfologicamente, os tripanossomatideos exibem acentuadas diferencas
quanto a forma, comprimento do corpo, espessura, comprimento do flagelo,
tamanho e posicdo do nucleo e do cinetoplasto, etc. A localizacdo do cinetoplasto
em relacdo ao nucleo e, a presenca ou nao de membrana ondulante e flagelo livre,
sdo as caracteristicas determinantes das diferentes formas apresentadas por estes
flagelados durante seus ciclos de vida (Figura 1): tripomastigota, promastigota,
amastigota, opistomastigota, epimastigota e coanomastigota (Wallace et al., 1983;
Wallace, 1966)

-

-

Tripomastigota Promastigota Amastigota

. -

Opistomastigota Epimastigota Coanomastigota

Figura 1 - Formas celulares dos cinetoplastideos encontradas nos diferentes estagios de

desenvolvimento da familia Trypanosomatidae (modificada: De Souza, 2002).
1.2 Origem e evolucgao da familia Trypanosomatidae

Hipdteses fundamentadas em reconstrucdes filogenéticas tentam explicar a
origem dos tripanossomatideos e dos ciclos heteroxénicos de Trypanosoma,
Leishmania, Endotrypanum e Phytomonas. Os estudos propdem diferentes historias
evolutivas, dependendo dos taxons e grupos externos analisados, bem como dos

genes e dos métodos de inferéncias filogenéticas utilizados (Deschamp et al., 2011;
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Moreira et al., 2004). A hipotese sugerida por esses estudos € a de um bodonideo
aguatico de vida livre ter sido ingerido por insetos e se adaptado ao habitat intestinal,
originando, assim, o0s tripanossomatideos monoxénicos de insetos. Com o
surgimento da hematofagia nos insetos, esses parasitas podem ter sido inoculados
em vertebrados, adaptando-se, assim, ao parasitismo no sangue e passando a
circular entre insetos hemato6fagos e vertebrados. Insetos hematéfagos existentes ha
milhdes de anos (Cretaceo-Jurassico), como 0s ceratopogonideos e 0s
flebotomineos, podem ter participado desse processo (Hamilton et al., 2004, 2007,
Poinar, 2004, 2008; Simpson et al., 2006; Stevens et al., 2001).

Estudos filogenéticos recentes sugerem que as espécies heteroxénicas
originaram-se das monoxénicas e que estas Ultimas sdo mais relacionadas com o0s
cinetoplastideos de vida livre (Flegontov et al., 2013; Yurchenko et al., 2006b). O
recente posicionamento em analises filogenéticas do novo género Paratrypanosoma,
gue contém uma Unica espécie (Paratrypanosoma confusum), na base da irradiacao
do clado que compreende as espécies da familia Trypanosomatidae, apoia essa
hipétese (Flegontov et al., 2013; Votypka et al., 2014). Esses mesmos estudos
igualmente apoiaram a monofilia dos géneros Trypanosoma, Phytomonas,
Leishmania e Herpetomonas, e dos géneros Kentomonas, Strigomonas,
Angomonas, Blechomonas e Wallacemonas (mais recentemente criados), bem como
a polifilia dos géneros Crithidia, Blastocrithidia e Leptomonas (Borghesan et al.,
2013; Fraga et al., 2010; Hamilton et al., 2004, 2007; Kostygov et al., 2014; Leonard
et al., 2011; Merzlyak et al.,, 2001, Teixeira et al., 2011; Votypka et al., 2012a, b,
2013, 2014; Yurchenko et al., 2006a, b, 2008, 2009).

Com base em analises filogenéticas, atualmente € aceito que o primeiro ramo
a divergir dentro da familia Trypanosomatidae corresponde ao género
Paratrypanosoma. Posteriormente, dois clados irmaos sédo segregados, um deles
contendo as espécies do género Trypanosoma e O outro as espécies de
tripanossomatideos de insetos e Leishmania/Endotrypanum (Flegontov et al., 2013;
Kostygov et al., 2014; Votypka et al., 2014; Yurchenko et al., 2014).

1.3 Tripanossomatideos de insetos

A primeira metade do século vinte foi marcada por um grande nimero de

publicacdes descrevendo novas espécies de tripanossomatideos de insetos. Nessa
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época e durante as décadas seguintes, o principal método de pesquisa
parasitolégica era a microscopia de luz. Com a criagdo do sistema de classificacéo
desenvolvido por Hoare e Wallace, foram redefinidos varios géneros com base em
marcadores morfolégicos, hospedeiros de origem e ciclos de vida. Desse modo, as
novas espécies encontradas nos anos seguintes foram classificadas com base
nesse sistema (Hoare, Wallace, 1966; Maslov et al., 2013; Wallace, 1966).

Estudos filogenéticos baseados em marcadores moleculares demonstraram
que, para os tripanossomatideos, a classificacdo genérica baseada em marcadores
tradicionais muitas vezes resulta em agrupamentos polifiléticos que tém sido objeto
de revisbes taxondmicas. A taxonomia e a filogenia dos tripanossomatideos de
insetos continuam objeto de discussfes, sendo que nos ultimos anos intensificaram-
se 0s estudos nesses temas. Novos taxons e grupos relacionados tanto aos géneros
novos quanto aos tradicionais tém sido descritos (Borghesan et al., 2013; Kostygov
et al., 2014; Schwarz, 2015; Teixeira et al., 2011; Votypka et al., 2014; Yurchenko et
al., 2006a, b, 2014).

O relacionamento filogenético entre os géneros e grupos que albergam a
grande diversidade dos tripanossomatideos de insetos varia, dependendo dos
marcadores moleculares utilizados e dos taxons incluidos, embora, nessas analises,
0S géneros Blastocrithidia e Blechomonas aparecam, recorrentemente, como 0s
clados mais basais. Por outro lado, observa-se de forma consistente o
relacionamento entre os géneros de tripanossomatideos com endossimbionte
(Angomonas, Strigomonas e, recentemente, Kentomonas), todos reclassificados
taxonomicamente dentro da nova subfamilia Strigomonadinae (Votypka et al., 2014).
Os géneros Phytomonas e Herpetomonas apresentam-se como grupos irmaos de
forma estavel nos varios estudos ja realizados, embora as espécies representativas
possuam ciclos de vidas diferentes. O género Blastocrithidia, em varias analises,
posiciona-se como clado irmdo de um grupo chamado de Leptomonas jaculum
(Gnica espécie descrita). Os géneros Crithidia, Leishmania, Endotrypanum e a
maioria das espécies classificadas como Leptomonas formam um grupo apical na
irradiacdo do clado que contém os tripanossomatideos de insetos e séao
classificados na subfamilia Leishmaniinae (Borghesan et al., 2013; Jirku et al., 2012;
Teixeira t al., 2011, Votypka et al., 2012a, 2014).
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1.4 Subfamilia Leishmaniinae

Antes de ser classificado taxonomicamente como subfamilia, este grupo de
tripanossomatideos foi denominado como clado Slowly Evolving (SE) devido as
taxas relativamente baixas de divergéncias nas sequéncias da subunidade menor do
gene ribossbmico (SSUrRNA) (Merzlyak et al.,, 2001). Este clado se mostra
consistente, com altos valores de suporte nas analises filogenéticas realizadas com
sequéncias ribossémicas ou do gene gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
glicossémica (QGAPDH). Em diversas analises utilizando diferentes taxons, o clado
SE mostra-se como um taxon monofilético dentro da familia Trypanosomatidae. Por
este motivo e considerando que a classificacdo do clado SE encontrava-se
hierarquicamente abaixo de familia e acima de género, o grupo foi denominado de
Subfamilia Leishmaniinae (Jirka et al., 2012; Maslov et al., 2010; Merzlyak et al.,
2001; Yurchenko et al., 2006b).

Dentre os taxons que compreendem a subfamilia Leishmaniinae, apenas as
espécies que formam o género Leishmania podem ser consideradas como taxons
naturais (Jirku et al., 2012). Em diversos estudos utilizando os genes SSUrRNA e
gGAPDH, as espécies classificadas nos géneros Crithidia e Leptomonas tem se
posicionado em diversos clados polifiléticos que contém espécies de ambos os
géneros ou linhagens individuais de uma espécie sO, como, por exemplo,
Leptomonas barvae, que nao agrupa com nenhuma outra espécie do género
Leptomonas (Kostygov et al., 2014; Maslov et al., 2010; Votypka et al., 2012a, 2014;
Yurchenko et al., 2006a, b, 2008). A classificacdo do género Endotrypanum tem sido
guestionada em diversos trabalhos que demonstram o relacionamento deste género
com espécies de Leishmania chamadas “enigmaticas”. As espécies que
compreendem esses trés géneros foram classificadas com base em padrbes
morfolégicos e necessitam de revisdes taxondmicas para melhor compreender e
explicar sua origem e evolucdo (Cupolillo et al., 2000; Maslov et al., 2010; Schwarz
et al., 2015; Yurchenko et al., 2006a, b, 2009, 2014).

1.4.1 Géneros da subfamilia Leishmaniinae

A subfamilia Leishmaniinae é composta por espécies monoxénicas dos

géneros Crithidia, Leptomonas e Wallaceina e dos géneros heteroxénicos
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Endotrypanum e Leishmania. Recentemente, as espécies de Wallaceina foram
reclassificadas como Crithidia e um novo género (Lotmaria) foi proposto para
acomodar uma nova espécie de tripanossomatideo, isolada de abelha, que néo
apresenta afinidade filogenética com nenhuma espécie ja descrita nos demais
géneros (Jirku et al., 2012; Kostygov et al., 2011; Merzlyak et al., 2001; Schwarz et
al., 2015; Yurchenko et al., 2014).

1.4.1.1 Género Leishmania

Esse género é composto por um importante grupo de parasitas de mamiferos
(diversas espécies) e de lagartos, transmitidos por insetos hematofagos (Diptera,
Psychodidae, Phlebotominae). A maioria das espécies de Leishmania de mamiferos
ocasiona lesbes cronicas cutaneas, muco-cutaneas ou viscerais em humanos,
motivos pelos quais tém sido amplamente estudadas. As leishmanias de mamiferos
foram divididas em dois subgéneros: L. (Viannia), cujas espécies sao restritas ao
neotrépico, e L. (Leishmania), cujas espécies distribuem-se tanto no novo quanto no
velho mundo. O subgénero L. (Sauroleishmania) inclui espécies de leishmanias de
lagartos, restritas ao velho mundo (Lainson, Shaw, 1987, 2005).

Nas arvores filogenéticas, as espécies do género Leishmania (subgéneros
Viannia, Leishmania e Sauroleishmania) formam um grupo monofilético. Nas
analises, € possivel observar um grupo basal de espécies neotropicais denominadas
paraleishmanias, assim designadas por ndo produzirem 0s sintomas caracteristicos
das leishmanioses e por estarem mais relacionadas com as espécies do género
Endotrypanum, o que tem gerado discussdes sobre a classificacdo das espécies de
Leishmania e do género Endotrypanum (Asato et al., 2009; Croan et al., 1997;
Cupolillo et al., 2000; Fraga et al., 2010; Noyes et al., 1997, 2002).

1.4.1.2 Género Endotrypanum

Este género compreende parasitas exclusivos de preguicas, cujos
hospedeiros invertebrados sao flebotomineos. Organismos do género Endotrypanum
foram encontrados no Brasil, Costa Rica, Colédmbia, Guiana Francesa e Panama

(Shaw, 1985). Poucos estudos moleculares, com poucos isolados, foram realizados
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a fim de definir a taxonomia e o posicionamento filogenético das espécies de
Endotrypanum.

Os critérios adotados para a classificacdo de tripanossomatideos no género
Endotrypanum s&o o hospedeiro de origem (preguica) e a morfologia (epimastigotas
no sangue, além de raros relatos de tripomastigotas no interior dos eritrocitos).
Porém, epimastigotas e tripomastigotas sdo formas raramente observadas no
sangue de preguicas e as formas promastigotas, observadas em cultura e nos
insetos vetores, sdo morfologicamente indistinguiveis de Leishmania. O hospedeiro
de origem também ndo garante a classificacdo de Endotrypanum, pois preguicas
podem infectar-se com espécies de Trypanosoma (T. cruzi, T. rangeli e outras) e sao
reservatérios de Leishmania (Shaw, 1985). A classificacdo de isolados de
flebotomineos no género Endotrypanum é ainda mais dificil. Além de Leishmania,
tripanossomas de morcegos e marsupiais, sdo transmitidos por flebotomineos
(Hoare, 1972). Outros estudos revelaram, além de Endotrypanum e Leishmania,
também tripanossomas de anuros e de serpentes entre isolados de flebotomineos

da Amazobnia brasileira (Ferreira et al., 2008; Viola et al., 2009).

1.4.1.3 Género Crithidia

Tripanossomatideos do género Crithidia podem ser encontrados em moscas,
mosquitos e hemipteros (incluindo predadores e fit6fagos). Espécies desse género
caracterizam-se por apresentar, exclusivamente, formas coanomastigotas. A
dificuldade de identificacdo de formas coanomastigotas tipicas reforca a
necessidade de outros critérios, além do morfolégico, na classificacdo de
tripanossomatideos do género Crithidia (Camargo et al., 1992; Santos, 2004).

Poucos representantes do género Crithidia foram comparados com
finalidades taxond6micas ou incluidos em analises filogenéticas, além das antigas
espécies de Crithidia com endossimbiontes, estas atualmente reclassificadas nos
géneros Angomonas e Strigomonas (Teixeira et al., 2011).

Além de C. fasciculata (espécie tipo), C. luciliae, C. luciliae thermophila e C.
aconthocephali, novas espécies foram classificadas no género Crithidia, como C.
confusa, C. brachyflagelli, C. insperata, C. permixta, C. abscondita, C.

otongatchiensis, C. dedva e C. pragensis, além das espécies do extinto género
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Wallaceina (C. brevicula e C. inconstans) (Hanson, McGhee, 1961; Jirku et al., 2012;
Kostygov et al., 2014; Leger, 1902; Yurchenko et al., 2008, 2009, 2014).

A andlise de isolados do género Crithidia por riboprinting de SSUrRNA (Clark
et al., 1997) e sequéncias do gene SL (Fernandes et al.,1997; Podlipaev et al., 2004)
revelou uma grande variabilidade genética interespecifica. Esse estudo revelou dois
grupos, liderados por C. fasciculata e C. luciliae thermophila, além de C.
acanthocephali que néo foi agrupada, mas se posicionou proxima desses grupos.
Um grupo de espécie do género Crithidia que tem sido bastante estudado nos
altimos anos sdo os parasitas de abelhas: C. melificae, C. bombi e C. expoeki
(Langridge, McGhee, 1967; Popp, Lattorff, 2011, Runckel et al., 2014; Schmid-
Hempel et al., 2010; Yourth et al., 2006). As espécies desse grupo sao parasitas
exclusivos de abelhas, com distribuicdo mundial. A taxonomia desse grupo,
composto por espécies classificadas como Crithidia, também tem sido revista.
Recentemente, foi proposta a criacdo de um novo género, Lotmaria para albergar

uma das espécies (L. passim) desse grupo (Schwarz et al., 2015).

1.4.1.4 Género Lotmaria

Este género foi criado recentemente para classificar uma espécie com
forma "coanomastigota" isolada da abelha Apis mellifera. A Unica espécie
classificada nesse género € L. passim (Schwarz et al., 2015).

1.4.1.5 Género Leptomonas

Esse género compreende parasitas monoxénicos frequentemente
encontrados em hemipteros de diversas familias e origens geogréaficas. A espécie
tipo do género é L. seymouri. Pouco se sabe sobre a diversidade genética e as
relacfes entre as espécies classificadas tradicionalmente nesse género, visto que 0
carater taxondmico utilizado para sua classificacdo é a presenca exclusiva da forma
promastigota. Estudos filogenéticos recentes confirmaram a polifilia das espécies
classificadas no género Leptomonas (Jirkl et al., 2012; Kostygov et al., 2014;
Maslov et al., 2010; Schwarz et al., 2015; Yuchenko et al., 2006a, b, 2008, 2009,
2014). Algumas espécies foram reclassificadas como Herpetomonas (L. samuelli e L.

lactosovorans) (Borghesan et al., 2013), outras formaram diversos grupos dentro da
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subfamilia Leishmaniinae, porém mais relacionas com as espécies de Crithidia (L.
acus, L. bifurcata ,L. tarcoles), outras posicionadas mais proximas de Leishmania (L.
costarricensis, L. barvae) ou completamente isoladas (L. moramango). Poucas foram
as novas espécies que posicionaram-se proximas de L. seymouri (L. podiplaevi, L.
jaderae, L. scantii, L. neopamerae e L. pyrrhocoris) (Jirku et al., 2012; Maslov et al.,
2010; Votypka et al., 2012a, 2013; Yurchenko et al., 2006a, b, 2008, 2009).

1.4.1.6 Género Wallaceina

Esse género, criado para acomodar os tripanossomatideos de insetos com
formas coanomastigota e endomastigota, encontrados nos insetos Colocoris
sexguttatus e Nabisbrevis na Russia (Merzlyak et al., 2001; Podlipaev, 2001, 2004)
foi recentemente extinto. As espécies do género Wallaceina foram reclassificadas
como C. brevicula e C. inconstans. Na re-descricdo o género Wallaceina passou a
albergar W. collosoma (anteriormente designada Leptomonas collosoma) e W.
raviniae Estas novas espécies do "novo" género Wallaceina posicionam-se fora do
clado da subfamilia Leishmaniinae (Merzlyak et al., 2001; Yurchenko et al., 2014). A
decisdo de reclassificar este género foi tomada com base em critérios morfoldgicos,
argumentando-se que as espécies de Wallaceina desenvolviam-se como
endomastigotas; no entanto, W. inconstans e W. brevicula ndo apresentavam essas
formas (Yurchenko et al., 2014). No mesmo ano, o0 mesmo grupo de pesquisadores
alterou o nome do género Wallaceina para Wallacemonas. Este novo género abriga

W. collosoma (espécie tipo), W. rigidus e W. raviniae (Kostygov et al., 2014).

1.4.2 Filogenia da subfamilia Leishmaniinae

Vérios estudos demonstram que a subfamilia Leishmaniinae € subdividida
em dois subclados bem suportados (Figura 1). Um clado compreende apenas
espécies de parasitas monoxénicos de insetos e inclui todas as espécies
classificadas como Crithidia e a maioria das espécies de Leptomonas. O outro clado
compreende duas espécies de Leptomonas e as espécies heteroxénicas dos
géneros Leishmania e Endotrypanum (Jirki et al., 2012; Kostygov et al, 2011,
Schwarz et al., 2015; Yurchenko et al., 2014).
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1.4.2.1 Clado formado por tripanossomatidoes monoxénicos de insetos

O subclado que compreende apenas espécies de Crithidia e Leptomonas
subdivide-se em varios grupos polifiléticos, que incluem espécies de ambos os
géneros, exceto aquele que contém Lepomonas seymouri, que também inclui as
espécies L. podlipaevi, L. neopamerae, L. scantii, L. pyrrhocoris e L. jaderae. Por
outro lado, outras espécies deste género tém sido descritas fora desse clado,
algumas inclusive mais proximas aos géneros heteroxénicos Leishmania e
Endotrypanum (Figura 1). A polifilia do género Leptomonas tem sido confirmada por
diversos autores (Hollar et al., 1998; Jirka et al., 2012; Merzlyak et al., 2001; Noyes
et al., 1996; Schwarz et al., 2015; Votypka et al., 2012a; Yurchenko et al. 2006b,
2008, 2009, 2014).

Em analises filogenéticas recentes, Crithidia fasciculata, isolada de um
mosquito (Diptera-Culicidae), mostrou-se relacionada com L. acus, L. tarcoles, L.
spiculata, C. brachyflagelli e C. otongatchiensis (Jirka et al., 2012; Kostygov et al.,
2011, 2014; Yurchenko et al, 2008, 2014). Outro grupo contém C. confusa, L.
bifurcata, C. insperata e C. pachysarca (Jirku et al., 2012; Yurchenko et al, 2008,
2009, 2014). Alem desses clados formados por espécies de diferentes géneros, o
posicionamento filogenético das espécies C. abscondita, C. permixta, C. pragensis,
L. tenua e do novo género Lotmaria passim € confuso, pois varia, dependendo dos
taxons e marcadores filogenéticos utilizados (Jirku et al., 2012; Podlipaev et al.,
2004; Schwarz et al., 2015; Yurchenko et al., 2009, 2014).

Dependendo dos tdxons e genes analisados, algumas analises posicionam o
clado composto pela nova espécie Leptomonas moramango e a espécie
Blastocrithidia miridarum como o mais basal do subclado composto apenas por
espécies monoxénicas de insetos. A espécie B. miridarum precisa ser reclassificada,
ja que se posiciona distante do clado composto pela espécie B. triatoma, espécie-

tipo do género (Kostygov et al., 2014; Votypka et al., 2013; Yurchenko et al., 2014).
1.4.2.2 Clado formado por tripanossomatideos monoxénicos e heteroxénicos
O outro subclado da subfamilia Leishmaniinae é composto tanto por espécies

monoxénicas quanto heteroxénicas. Nesse subclado, a espécie Leptomonas barvae

posiciona-se de forma isolada e basal em todas as analises publicadas, divergindo
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posteriormente a Leptomonas costarricensis. Essas espécies foram isoladas de
hemipteros, fitéfago e predador respectivamente, na Costa Rica. Em estudos
publicados, L. costarricensis posiciona-se filogeneticamente junto ao
tripanossomatideo G775, que foi sequenciado diretamente de um flebotomineo da
Guatemala (G775) (Maslov et al., 2010; Noyes et al., 1997; Yurchenko et al., 2006b).

O posicionamento basal destas duas espécies monoxénicas de insetos e o
fato de L. costarricensis se relacionar a um tripanossomatideo obtido de um
flebotomineo da Guatemala, tem apoiado a hipotese que propde a origem do género
Leishmania a partir de um tripanossomatideo de inseto Neotropical (Noyes et al.,
1997; Momen, Cupolillo, 2000).

ApGs Leptomonas barvae e L. costarricensis, diverge o clado que contém a
grande diversidade de espécies de leishmanias, que poderia ser classificado como o
clado do género Leishmania, apesar de também conter as duas espécies do género
Endotrypanum (Croan et al., 1997; Cupolillo et al., 1998, 2000; Katakura et al.,
2003).

1.4.2.2.1 Clado Leishmania-Endotrypanum e as leishmanias enigmaticas

Diferindo das espécies do género Trypanosoma, que sdo parasitas de todas
as classes de animais, as espécies do género Leishmania infectam apenas
mamiferos e lagartos. Os subgéneros L. (Leishmania) e L. (Viannia) infectam apenas
mamiferos, enquanto que lagartos sao infectados por espécies do subgénero L.
(Sauroleishmania). O posicionamento de L. (Sauroleishmania) foi muito discutido,
com propostas de classificacdo como género ou subgénero (Lainson, Shaw, 1987;
Noyes et al., 1997, 1998, Orlando et al., 2002).

Andlises baseadas em diversos genes resultaram em diferentes
posicionamentos, provavelmente porque o0 numero de espécies incluidas em
estudos filogenéticos seja ainda muito pequeno para permitir analises que definam o
status taxondmico dos isolados de lagartos (Momen, Cupolillo et al., 2000).
Sequéncias do gene de RNA polimerase Il (Croan, 1997) foram analisadas a fim de
se determinar as relacdes filogenéticas entre os subgéneros Leishmania, Viannia e

Sauroleishmania.



0.02

i

Leptomonas acus
Leptomonas spiculata
Leptomonas tarcoles
Crithidia otongatchiensis
Crithidia brachyflagelli
Crithidia dedva
1190 Crithidia fasciculata
_c Crithidia permixta
Crithidia pragensis

— Leptomonas tenua
Crithidia brevicula

1198 Crithidia confusa
EE_ Leptomonas bifurcata

Crithidia insperata

Leptomonas seymouri
Leptomonas scantif
Leptomonas neopamerae
Leptomonas podlipaevi
Leptomonas jaderae
Leptomonas pyrrhocoris
Crithidia abscondita

Leptomonas moramango

1/98 Leishmania tarentolae
—Ehmania donovani
1199

1176

98- 0.99/84)

/L

Leishmania braziliensis
Leptomonas costaricensis
Leptomonas barvae

Leishmaniinae

, _1193:Herpetomonas samuelpessoai
1193

7/

0.98/- 0.99/64

Herpetomonas muscarum

0.94/- —7/

Wallacemonas collosoma

Wallacemonas rigidus (185 only)

Wallacemonas raviniae

9917
0.88/- 0.99173

199

Sergeia podlipaevi

B

Angomonas deanel

ﬁ{:Blechomonas maslovi
197

1198

Blechomonas luni
1/97

Blechomonas keelingi

/L

Blechomonas campbell

7/
4

/Blaslocrlthldla largi
'L

1/95
1/99

Herpetomonas nabiculae
Herpetomonas costoris

Phytomonas serpens
Wallacemonas

gen. n.

0.97/60 Strigomonas culicis
@omonas oncopelti

Strigomonas galati
1/99 Angomonas ambiguus
W‘Z Angomonas desouzai

Blechomonas pulexsimulantis

7/ Trypanosoma brucei

Trypanosoma cruzi

1!98[

Trypanosoma granulosum

/L

Trypanosoma mega

7/ Paratrypanosoma confusum

Trypanosoma pestanai

79

Figura 2 - Filogenia da subfamilia Leishmaniinae, baseada nas sequéncias concatenadas dos genes

SSUrRNA e gGAPDH. Pode-se observar os dois subclados, um composto apenas por espécies

monoxénicas de insetos e outro por duas espécies de Leptomonas e 0s géneros heteroxénicos

(Leishmania e Endotrypanum).

Fonte: Kostygov et al., 2014.
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Nesse estudo, L. tarentolae se mostrou mais relacionada com L.
(Leishmania); porém, os valores de suporte foram baixos. Um estudo baseado no
gene citocromo b posicionou Sauroleishmania em um ramo basal do subgénero L.
(Viannia) (Asato et al.,, 2009). Em outro estudo, baseado no gene HSP70, L.
tarentolae foi posicionada mais proxima de L. (Leishmania) (Fraga et al., 2010).
Apesar das controvérsias em relacdo ao posicionamento desses grupos, VAarios
estudos tém corroborado, em geral, a classificacdo desse grupo como um
subgénero de Leishmania.

Inimeros estudos filogenéticos apoiam a existéncia de um grupo monofilético
gue compreende o subgénero L. (Leishmania), com espécies encontradas no Novo
e Velho Mundo, o subgénero L. (Viannia) restrito ao Novo Mundo e L.
(Sauroleishmania) restrito ao Velho mundo. Recentemente, as discussoes
taxondmicas sobre esse grupo propdem a diminuicdo do numero de espécies do
subgénero L. (Viannia) com base apenas em alta similaridade genética. Por outro
lado, a variabilidade de isolados de L. donovani tem se revelado cada vez maior
(Asato et al., 2009; Downing et al., 2012; Fraga et al., 2010; Leblois et al., 2011;
Lukes et al., 2007; Schoénian et al., 2011; Van der Auwera et al., 2011).

O género Endotrypanum foi descrito como exclusivo de tripanossomatideos
de preguicas, de dois (Choloepus) e trés (Bradypus) dedos, da América Central
(Costa Rica e Panamd). As espécies desse género, assim como as de Leishmania,
sao transmitidas por flebotomineos (Shaw, 1964). Contrastando com as leishmanias,
que vivem intracelularmente em vacuolos parasitéforos de macréfagos, os
representantes do género Endotrypanum infectam eritrécitos de preguicas. As
espécies deste género, E. schaudinni e E. monterogeii, apresentam formas
tripomastigotas e epimastigotas, respectivamente, que foram observadas somente
em hemacias in vivo (Mesnil, Brimont, 1908; Shaw, 1969).

Com base em analises filogenéticas, foi proposta a divisdo do género
Leishmania em dois grandes grupos: Euleishmania (subgéneros Leishmania e
Viannia) e Paraleishmania, que abriga as “leishméanias enigmaticas” (Cupolillo,
2000). As espécies de Leishmanias enigméaticas foram assim designadas por
estarem mais relacionadas ao género Endotrypanum e, em alguns casos, por nao
produzirem a sintomatologia das leishmanioses. Essas espécies sao L. herreri
(preguica), L. equatorensis (preguica e esquilo) e L. colombiensis (preguica). Ha

relatos de varios gendtipos de L. colombiensis relacionados a manifestagdes clinicas
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conhecidas de leishmanioses, incluindo a forma visceral (Rodriguez-Bonfant et al.,
2003). Outras espécies de leishméanias podem ser também consideradas
"enigmaticas”, como L. hertigi e L deanei, até agora encontradas apenas em porco
espinho do Panama e Brasil, respectivamente, que ndo agrupam com nenhuma das
espécies anteriormente mencionadas (Herrer, 1971; Lainson, Shaw, 1977; Noyes et
al., 1996, 1997; Cupolillo et al., 1998; Grimaldi et al, 1992).

O numero de espécies ainda pouco conhecidas descritas no género
Leishmania vem aumentando. L. enriettii, agente de leishmanioses cutadneas em
porquinho da india (Muniz, Medina, 1948) é uma espécie descrita ha muitos anos,
mas pouco se sabe sobre ela. Desde a primeira descrigdo por Muniz e Medina
(1948), apenas em duas outras ocasifes essa espécie foi reportada, a primeira em
Curitiba/Brasil (Luz et al., 1967) e, em 1988,em duas cobaias compradas em um
mercado em S&o Paulo, SP, que desenvolveram lesdes nodulares que ulceraram de
forma caracteristica da leishmaniose cutanea produzida por L. enriettii. Os isolados
desses animais foram identificados como L. enriettii (Machado et al., 1994). Em
1995, foi descrito na Martinica um tripanossomatideo monoxénico suspeito de
causar leishmaniose cutanea difusa em paciente infectado com HIV (Dedet et al.,
1995). Cinco anos depois, um novo caso de infec¢cao cutanea difusa foi relatado em
um paciente HIV negativo também da Martinica (Boisseau-Garsaud et al., 2000). Os
parasitas isolados desses dois pacientes compartilhavam os mesmos zimodemas.
Um estudo filogenético molecular classificou esses isolados como uma espécie
diferente (Leishmania sp. MAR) relacionada com L. enriettii. Essa nova espécie foi
nomeada L. martiniquensis e incluida no subgénero L. (Leishmania). Surtos de
leishmaniose visceral em pacientes imunocompetentes e de leishmaniose cutanea
difusa na Tailandia tém sido atribuidos a L. siamensis; esta espécie também foi
descrita como agente de leishmaniose cutanea em equinos e bovinos, na Europa
Central e Suica, respectivamente. Um estudo molecular recente, utilizando ITS1
rDNA, confirmou que L. siamensis e L. martiniquensis sao de fato idénticas
(Chiewchanvit et al., 2015; Desbois et al, 2014; Lobsiger et al., 2010; Marcilli et al.,
2014; Muller et al., 2009; Noyes.et al., 2002; Pothirat et al., 2014).

Em 2004, foi descrita em cangurus na Australia leishmaniose cutanea
causada por uma Leishmania que nao pertence a nenhum dos subgéneros
descritos. Outros casos de leishmaniose tegumentar em cangurus foram relatados

nos anos seguintes (Dougall et al., 2009). Estudos filogenéticos com varias espécies
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de Leishmania, incluindo L.enriettii, L. martiniquensis e Leishmania sp. Australiana,
mostraram que essas espécies formam um clado - o complexo L. enriettii (Dougall et
al, 2009, 2011; Rose et al, 2004). Finalmente, a mais recente leishmania enigmatica
€ uma espeécie chinesa. Utilizando SSUrRNA, Citocromo B e ITS1 rDNA um grupo
de isolados humanos e de cées posicionou-se com L. tarentolae (Cao et al., 2011;
Guan et al., 2012; Yang et al., 2010, 2013). Além disso, recentemente foi encontrado
DNA do cinetoplasto de L. tarentolae em mumias de Itacambira, Minas Gerais,
Brasil, colocando em duvida o "status” desta espécie de lagarto como nao infectante
para humanos (Novo et al., 2015).
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Figura 3 — Relagdo filogenética entre espécies de Leishmania, Endotrypanum e Paraleishmania.
Analises baseada nas sequéncias da subunidade Il do gene RNA Polimerase. Pode-se observar
recdo entre os Subgeneros L. (Leishmania), L. (Suroleishmnia), L. (Vinnia), Complexo L. enriettii,
assim como a relacéo entre espécies de Endotrypanum com Leishmanias enigmaticas.

Fonte: Dougall et al., 2011.
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1.5 Genes tradicionalmente utilizados em analises filogenéticas de
tripanossomatideos

A classificacdo taxondmica tradicional dos tripanossomatideos de insetos tem
sido realizada com base nos padrbes morfologicos estabelecidos (Hoare, 1972),
criando géneros artificiais que na realidade sdo grupos polifiléticos distribuidos ao
longo das &rvores filogenéticas. Por outro lado, com o desenvolvimento e a
utilizacdo de marcadores moleculares novos e 0s convencionais, tem se evidenciado
a necessidade de revisar e redefinir estes grupos. Contudo, conhecer a biologia e a
ecologia dos organismos, sua morfologia e seu desenvolvimento nos hospedeiros

continua sendo complemento relevante na taxonomia contemporanea.

1.5.1 O gene ribossémico

Nas analises filogenéticas, os genes ribossémicos sdo amplamente utilizados
devido a presenca universal e a sua funcdo conservada em todos 0s organismos
conhecidos, ajudando, desta forma, a reconstruir suas histérias evolutivas.

O gene ribossémico € composto por varias unidades de transcri¢cdo (cistrons
ribossdmicos), que se encontram entre dois espacadores intergénicos (IGS). Esta
unidade cistrons-espacadores se repete em tandem mais de 100 vezes no genoma
dos tripanossomatideos (Figura 2). De cada gene ribossémico, uma unica unidade
de transcricdo (o pré-rRNA) é processada, dando origem a trés moléculas maduras
de RNA: 18S, 5.8S e 24S.

A subunidade menor (SSU, pela sigla em inglés) é formada por oito regides
universalmente conservadas (U1-U8) e por nove regifes variaveis (V1-V9). A
subunidade maior 24S (LSU, pela sigla em inglés) possui duas versdes, 24Sa e
24SB. No cistron ribossdmico existem ainda quatro moléculas de rRNA de baixo
peso molecular, S1, S2, S4 e S6 (Figura 2). As subunidades dos genes ribossémicos
(SSU e LSU) séao intercaladas por regides transcritas polimérficas, que
correspondem aos espacadores internos transcritos (ITS) e externos transcritos
(ETS) do gene (Hernandez et al., 1990; Sogin et al., 1986).

Sequéncias das regibes V7V8 SSUrRNA tem sido utilizadas como
marcadoras de DNA barcoding em estudos de diversidade genética de

tripanossomatideos. Analises baseadas em diversas regifes do cistron ribossémico
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permitiram inferir diversos niveis de relacionamento entre organismos. (Borghesan et
al., 2013; Fermino et al., 2013; Teixeira et al., 2011).

Os espacadores ITS, ao contrario da regidao SSU e LSU, sdo muito variaveis e
tém sido utilizados para analisar a diversidade interespecifica de diversos grupos de
tripanossomatideos (Barnabe et al., 2003; Brisse et al., 2003; Fermino et al., 2013;
Ferreira et al., 2008; Guan et al., 2012; Lima et al., 2012, 2013; Maia da Silva et al.,
2004; Rodrigues et al., 2006; Viola et al., 2009).

Tanto o ITS1 quanto a subunidade menor do gene ribossémico (SSU) tem
sido utilizados como marcadores moleculares para inferir relagdes filogenéticas entre
espécies do género Leishmania e como uma ferramenta confiavel para identificacédo
e caracterizacdo de novas espécies (Briones et al., 1992; Davila, Momem, 2000; De
Lima et al., 2011; Guan et al., 2012; Orlando et al., 2002; Sukmee et al., 2008; Van
der Auwera, Dujardin., 2015; Yang et al., 2010).

ITS
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Figura 4 - Representacdo esquematica do cistron ribossomico de precursores de rRNA em
tripanossomatideos. Demonstra a disposicdo das trés regides codificadoras de RNA: Subunidade
Menor (SSU), 5.8S e a subunidade maior (LSU) composta pelas regides 24a e 24p. Os sete
espagadores intergénicos (ITS) séo intercalados ao longo do cistron ribossémico. O ITS1 se intercala
entre o SSU e 5.8S. Cada cistron ribossdmico é delimitado por espacadores externos transcritos

(ETS) e segmentos intergénicos (IGS).

1.5.2 O gene gGAPDH (Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase glicossémica)

A enzima gGAPDH (Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase glicossomica)
catalisa a oxidacdo do gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-difosfoglicerato, sexta reacéo
da via glicolitica. Essa via metabdlica, nos tripanossomatideos, ocorre no glicossoma
que € uma organela especializada e, portanto, essencial nos cinetoplastideos

(Hannaert et al., 1998). Nos tripanossomatideos, a gGAPDH ¢ codificada por dois
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genes idénticos dispostos em tandem. Além dos genes glicossémicos, existe uma
cOpia de outro gene que codifica uma isoforma citoplasmética da enzima (CGAPDH)
(Figura 3). Analises filogenéticas dos genes de GAPDH sugerem que a versao
citoplasmatica desses genes foi adquirida pelos tripanossomatideos via
transferéncia horizontal, provavelmente de uma espécie de Euglena. No entanto, a
gGAPDH foi herdada de um ancestral comum dos cinetoplastideos (Hannaert et al.,
1998; Henze et al., 1995; Sogin et al., 1998).

Os genes de gGAPDH sao bastante conservados nos tripanossomatideos,
gerando alinhamentos multiplos confiaveis sem regides ambiguas. Essas
caracteristicas permitem o emprego desses genes em andlises filogenéticas de

organismos muito distantes.
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Figura 5 - Representacdo esquemética dos genes que codificam as enzimas gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase. Uma copia Unica do cGAPDH e os dois genes em tandém gGAPDH. Destaca-se 0s

dominios que comp8em a estrutura da proteina.

Andlises baseadas em sequéncias do gene gGAPDH sdo congruentes com
as obtidas utilizando genes ribossémicos (Hamilton et al.,, 2004). Os genes
SSUrRNA e gGAPDH séo os mais utilizados em andlises filogenéticas da familia
Trypanosomatidae, tanto em analises individuais quanto combinadas.

Analises filogenéticas baseadas em sequéncias concatenadas de gGAPDH e
SSUrRNA tem gerado topologias muito robustas e tem sido utilizadas para o
posicionamento de novas espécies, bem como nas reconstru¢cdes da histéria
evolutiva dos tripanossomatideos (Fermino et al., 2013; Hamilton et al., 2004, 2005a,
b, 2007, 2009; Lima et al., 2012, 2013; Marcilli et al., 2014; Viola et al., 2009).
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1.5.3 Gene SL (Spliced Leader ou Mini-exon)

Em geral, os genes dos cinetoplastideos ndo apresentam introns. Seus
transcritos sdo longos RNAs policistrénicos, normalmente submetidos a um
mecanismo poés-transcricional, chamado "trans splicing”, que da origem as moléculas
maduras dos mRNAs unitérios. No processamento desses mMRNAs, as extremidades
5" de cada mRNA maduro ganham uma sequéncia de 39 nucleotideos, denominada
“Spliced Leader”, que, na verdade, corresponde ao éxon do gene SL, pelo que
também é conhecido como Mini-exon (Agabian, 1990; Campbell et al., 2000, 2003;
Hury et al., 2009; Liang et al., 2003; Mayer, Floeter-Winter, 2005).

Os genes SL possuem trés regides com diferentes graus de conservagao: um
éxon com 39 nucleotideos, altamente conservado; um intron moderadamente
conservado de 50-150 nucleotideos; e uma regido espacadora intergénica (SL IR),
que apresenta variacdes de tamanho e de sequéncias nas diferentes espécies de
tripanossomatideos. Algumas espécies também apresentam o rRNA 58S, inserido na
regido intergénica do gene SL e composto de sequéncias altamente conservadas
(Figura 4) (Gibson et al., 2000). Essas caracteristicas e o fato de que este gene se
repete (100-200 vezes) "in tandem” no genoma dos tripanossomatideos, o torna um
excelente marcador genético taxonémico e para diagndstico.

A utilizacdo dos genes de SL permitiu determinar o polimorfismo genético em
varios géneros de tripanossomatideos estudados, incluindo Trypanosoma (Maia da
Silva et al., 2007; Rodrigues et al., 2010; Ventura et al., 2001), Crithidia (Fernandes
et al., 1997; Yurchenko et al., 2008), Endotrypanum (Fernandes et al.,, 1993),
Leishmania (Fernandes et al., 1994; Paiva et al.,, 2006; Serin et al.,, 2007),
Leptomonas e Herpetomonas (Podlipaev et al., 2004; Westenberger et al., 2004;
Yurchenko et al., 2006a) e Phytomonas (Dollet et al., 2000, 2001; Godoi et al., 2002;
Nunes et al., 1995; Teixeira et al., 1996; Serrano et al., 1999a, b). Também tem sido
utilizado nas descri¢cdes de novas espécies e géneros, como Sergeia (Svobodova et
al., 2007), Blechomonas e Kentomonas (Votypka et al., 2013, 2014), Wallacemonas
(Kostygov et al., 2014).

Na subfamilia Leishmaniinae, o gene SL foi utilizado como uma ferramenta
para descrever novas espécies dos géneros Leptomonas e Crithidia (Jirku et al.,
2012; Maslov et al., 2010; Yurhenko et al., 2006a, b, 2008, 2009, 2014). No género
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Leishmania também foi utilizado para identificacédo e relacdes filogenéticas de novas

espécies (Guan et al., 2012).
Unidade de Repeticao

[ EXON INTRON Regiao Espac;adora)
+1! +39 1 +100"

\_,/

Regido Transcrita

Figura 6 - Representacédo esquemética do gene SL. Destacam-se as trés regides que compdem este

gene: Exon, intron e a regido espacadora.

1.6 Novos marcadores utilizados em analises filogenéticas de

tripanossomatideos

1.6.1 Cisteino Proteases

Proteases (proteinases, peptidases ou enzimas proteoliticas) sdo enzimas
qgue hidrolisam as ligacdes peptidicas, degradando proteinas, ativando enzimas ou
produzindo peptideos menores. As proteases tém sido encontradas em diversos
sistemas bioldgicos, que incluem procariotos, eucariotos e virus, e constituem um
dos grupos mais complexos e heterogéneos de enzimas. Estima-se que
aproximadamente 2% dos genes expressos codificam proteases (Mottram et al.,
2003; Rudenskaya, Pupov, 2008; Sajid, McKerrow, 2002; Vermelho et al., 2007).

Devido a sua diversidade, proteases podem ser classificadas segundo o tipo
de reacédo catalisada e os mecanismos cataliticos envolvidos. Com base no tipo de
reacao, podem atuar como exopeptidases, clivando ligacdes peptidicas proximas as
regibes N-terminal ou C-terminal (aminopeptidases e carboxipeptidases,
respectivamente) e endopeptidases (ou proteinases), quando clivam
preferentemente ligacdes peptidicas da regido interna da cadeia polipeptidica
(Barret, 1994; Barrett, McDonald, 1985, 1986; Rao et al.,, 1998). Com base no
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mecanismo catalitico e os aminoacidos reativos do sitio ativo, proteases séo
classificadas em serina-proteases, aspartico-proteases, metalo-proteases, treonina-
proteases e cisteina-proteases.

Papaina foi a primeira cisteina-protease (CP) descrita e € considerada o
prototipo deste grupo. As demais CPs, similares em sequéncia, estrutura e
atividades a papaina sdo denominadas “Papaina-like” (Mottram et al., 2003;
Rawlings, 2007; Sajid, McKerrow, 2002).

As CPs séo divididas em subgrupos denominados Clas e estes, por sua vez,
em familias. Foram descritos aproximadamente 12 Clas para classificar as CPs,
sendo que os Clas CD e CA sdo os que reunem a maioria das CPs conhecidas.
(Mottram et al., 2003; Rudenskaya, Pupov, 2008; Sajid, McKerrow, 2002). O Cla CA
agrupa a maioria das CPs descritas e que contém residuos de Cisteina, Histidina e
Asparagina ou Acido Aspartico (C-H-N/D) na triade catalitica (Mottram et al., 2003).
Nesse Cla encontram-se as catepsinas B, C, K, L e S dos mamiferos e atividades
equivalentes, descritas em outros organismos, como 0S protozodarios (catepsinas-
like) (Rawlings, 2007; Sajid, McKerrow, 2002).

1.6.1.1 Catepsinas-Like estudadas no género Trypanosoma

Catepsinas L e B (CATL e CATB) sao as cisteina proteases mais estudadas
por serem as principais atividades identificadas como fatores de viruléncia nas
espécies patogénicas de Trypanosoma e Leishmania.

Diferentes Catepsina L-like (cpb) tém sido descritas no género Trypanosoma
e estas acabaram sendo nomeadas com base ha espécie estudada. As
tripanopainas, descritas em T. brucei brucei (brucipaina) e T. b. rhodesiense
(rhodesaina), compartilham aproximadamente 98,4% de similaridade na sequéncia
de aminoéacidos e sao codificadas por mais de 20 coépias dispostas em tandem
(Rosenthal, 1999). As congopainas (as CPs de T. cogolense) possuem pelo menos
duas isoformas de Catepsina L-like. Cruzipainas, as principais CPs presentes em T.
cruzi, sdo expressas diferencialmente nos diferentes estagios do ciclo celular do
parasita. Em T. rangeli, genes que codificam CPs (rangelipainas) similares a
Cruzipainal foram identificados (Cazzulo et al.,, 2001; Klemba, Goldberg, 2002;

Kosec et al., 2006a, b; Lalmanach et al., 2002; Martinez et al., 1995; McKerrow et al.,
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2006; Mottram et al., 1998, 2003; Rodrigues et al., 2014; Rosenthal, 1999; Sajid,
McKerrow, 2002; Tanaka et al., 1994).

1.6.1.2 Catepsinas estudadas no género Leishmania

Uma andlise detalhada no banco de dados do genoma de Leishmania major,
revelou aproximadamente 65 genes que codificam para CPs, agrupados em quatro
Clas e treze familias (Mottram et al., 2004). Em Leishmania major, CPs distribuem-
se em oito familias do Cla CA. A familia C1 contém CPA e CPB, ambas semelhantes
a Catepsina L-Like em termos da sequéncia primaria de aminoacidos, e CPC, que é

uma catepsina B-like (Mottram et al., 1998; Van der Auwera, Dujardin 2015).

1.6.1.2.1 Catepsinas L-Like

A CPB possui uma extensdo C-terminal de 100 aminoacidos, ausente nas
demais CPs, e varias isoformas codificadas por um conjunto variado de genes
semelhantes. Sao oito genes no genoma de L. major e 19 no de L. mexicana,
arranjados em tandem, todos em um unico l6cus (Denise et al., 2003; Mottram et al.,
1998).

A atividade de cpb tem sido relacionada a viruléncia, como demonstrado em
modelo murino (camundongo BALB/c) para L. mexicana. Sua atividade foi associada
ao aumento na producéao de IL-4 e, portanto, da resposta Th2 (Alexander et al.,
1998; Denise et al., 2003). Por outro lado, h& estudos demonstrando a capacidade
de CPB em inibir a resposta Thl em vez de induzir uma resposta de Th2 (Buxbaum
et al., 2003). De qualquer modo, seja inibindo a resposta Thl ou aumentando a Th2,
o resultado favorece a sobrevivéncia do parasita e a infeccdo no hospedeiro

mamifero.

1.6.1.2.2 Catepsina B-like

A Catepsina B-like (CATB) é uma enzima lisossbmica que possui trés
dominios caracteristicos: pré-dominio (peptideo sinal), pro-dominio e o dominio
catalitico (Figura 5). Diversos estudos genbmicos sugerem que nho género

Leishmania a CATB (cpc) € codificada por um gene de cépia Unica, igual nas demais
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espécies de tripanossomatideos. Diferindo de CATL, as Catepsinas B-like
caracterizam-se pela presenca de uma inser¢cdo peptidica no dominio catalitico,
chamada “loop de oclusao”, responsavel pela atividade de exopeptidase destas
enzimas (Coombs, Mottram 1997; Mottram et al., 2004; Sakanari et al., 1997; Silva-
Almeida et al., 2014).

No género Leishmania, tanto Catepsina L-like (cpa e cpb) quanto Catepsina
B-like s&o alvos potenciais de drogas e vacinas (Gerbaba, Gedamu, 2013).
Entretanto, mesmo que os aspectos funcionais associados as CATL sejam mais
amplamente estudados em Leishmania, ndo estao claros os fendmenos biologicos e
de viruléncia associados a CATB, que é expressa tanto em amastigotas quanto em
promastigotas (Bart et al., 1997). O papel de CATB na sobrevivéncia do parasita em
macrofagos do hospedeiro mamifero foi sugerido com a demonstracdo de que a
enzima pode clivar o fator de necrose tumoral beta (TGF-[J) a forma biologicamente
ativa (Somanna et al., 2002). Por outro lado, alguns estudos demonstram que a
interacdo parasita-macrofago ndo depende somente dessa enzima. A participacao
de CATB na morte celular do parasita também foi demonstrada (El-Fadili et al.,
2010; Mottram et al., 2004).

N&o obstante postular-se o envolvimento de CATB em importantes processos
bioldgicos nas espécies de Leishmania, apenas um estudo filogenético foi realizado
utilizando este gene de copia Unica como marcador molecular e incluindo taxons da

subfamilia Leishmaniinae (Sakanari et al., 1997).

I 1 T

NH2- Pre-Dominio | Pro Dominio) Dominio Catalitico

~COOH

loop de oclusao

Figura 7 - Representacdo esquematica dos dominios da enzima Catepsina B-like. As estrelas

destacam as posi¢fes dos residuos cataliticos: Cisteina (C); Histidina (H) e Asparagina (N).
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1.6.2 HSP70

As proteinas de choque térmico de 70 kDa (HSP70) sdo uma classe de
chaperonas moleculares que compreendem uma familia de proteinas altamente
conservadas. Essas proteinas desempenham um papel fundamental na
coordenacdo de um numero de processos celulares essenciais: a translocacdo de
proteinas de membrana; controle de proteinas reguladoras; e degradacao
proteolitica de proteinas desnaturadas ou instaveis (Kabani, Martineau, 2008; Mayer,
Bukau, 2005; Young, 2004).

Os organismos eucarioticos expressam Varios tipos de HSP70 que sé&o
ligeiramente diferentes. Todos compartilham certas estruturas e dominios, mas cada
um tem um padrdo Unico de expressdo ou localizacdo subcelular. Os
compartimentos celulares onde essas proteinas foram descritas sdo: citoplasma,
mitocondria e reticulo endoplasmatico (Demand et al, 1998; Low et al., 2010).

As HSP70 citoplasmaticas possuem um dominio ATPase de 45 kDa na
extremidade N-terminal, um dominio de ligacdo ao substrato de 15-18 kDa e um
dominio de 10 kDa C-terminal (Figura 6). O dominio C terminal das HSP70
citoplasmaticas termina com um motivo EEVD conservado, que € crucial para as
associacbes com as co-chaperonas, como a HSP40 e a HSP90 (Li et al., 2009;
Louw et al., 2010).

Devido a sua importancia nos processos biolégicos dos protozoarios parasitas
e pela conservacdo evolutiva das sequéncias de nucleotideos, os genes HSP70
citoplasmaticos foram o0s primeiros a serem clonados e estudados nos
cinetoplastideos. Assim, o locus HSP70 de T. brucei foi caracterizado,
demonstrando-se que 0 mesmo compreendia cinco genes dispostos em tandem
(genes 2-6) e um Unico gene (gene 1) separado por alguns Kb da matriz em tandem.
Em T. cruzi, dez cépias do gene HSP70 foram encontradas organizadas em tandem.
Em varias espécies de Leishmania (L. infantum, L. major, L. tropica, L. mexicana e L.
amazonensis), duas classes de genes HSP70 foram descritas: HSP70 | e HSP70 II.
Em geral, estes genes séo organizados no mesmo locus, com cinco ou seis genes
de HSP70 | organizados em tandem, seguidos por um gene de HSP70 Il. Andlises
posteriores indicaram que todos estes cinco genes HSP70 | apresentam sequéncias
de DNA idénticas (Folgueira et al., 2007; Glass et al., 1986; Lee et al., 1988;
Ramirez et al., 2011; Requena et al., 1988).
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O gene HSP70 encontra-se sob uma presséo seletiva estavel que favorece a
conservagao de sua funcdo. Nesse gene, as substituicbes sinbnimas (6,3%) sao
favorecidas em relacédo as néo sinénimas (1,9%), o que faz com que suas multiplas
cOpias sejam idénticas. Todas essas caracteristicas fazem o gene HSP70 um bom
alvo para estudos filogenéticos (Fraga et al., 2010; Schonian et al., 2011).

Um estudo recente empregou o gene HSP70 citoplasmatico como marcador
molecular e incluiu, pela primeira vez, varias cepas de Leishmania de diferentes
origens (Fraga et al., 2010). A filogenia resultante corroborou os dois subgéneros
previamente descritos L. (Leishmania) e L. (Viannia) (Lainson, Shaw 1987). Nesse
estudo, no entanto, apenas uma espécie de leishmania de lagarto (L. tarentolae) foi
empregada e as espécies de leishmanias enigmaticas (Paraleishmania) ndo foram
analisadas. Além disso, o gene HSP70 tem sido utilizado como uma ferramenta
confidvel na caraterizacao de esécies de Leishmania (Montalvo et al., 2014; Van der
Awera et al.,2011; Van der Awera, Dujardin 2015).

Figura 8 - Representacdo esquematica da proteina de choque térmico de 70 kDa citoplasmética
(HSP70). Destacam-se os principais dominios da Proteina: O dominio N-terminal ATPase de 45 kDa,
dominio de ligagdo ao substrato de 15-18 kDa e o dominio de C-terminal de 10 kDa com o motivo
EEVD.
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6 CONCLUSOES

Neste estudo foram caracterizados mais de cem novos isolados de
tripanossomatideos monoxénicos de insetos da subfamilia Leishmaniinae, utilizando
como marcador molecular a regido V7V8 SSUrRNA (DNA Barcoding). Sequéncias
de ITS1rDNA e dos genes gGAPDH e CATB foram determinadas e comparadas com
as das espécies integrantes da subfamilia, tanto as monoxénicas quanto as
heteroxénicas, visando examinar a diversidade genética e as relacdes filogenéticas
entre os Leishmaniinae. Os resultados foram correlacionados com a origem
geografica e hospedeiros de origem. Este estudo indicou:

1. Que a subfamilia Leishmaniinae representa um taxon heterogéneo,
contendo tanto espécies cosmopolitas como restritas a um determinado bioma e
capazes de parasitar diversas familias de insetos das ordens Hemiptera (Alydidae,
Coreidae, Miridae, Pyrrhocoridae e Reduviidae), Diptera (Calliphoridae, Culicidae,

Phlebotominae, Muscidae, Sarcophagidae e Syrphidae) e Hymenoptera (Apidae).

2. A andlise de relacionamento entre as espécies/isolados distribuiu o0s
tripanossomatideos monoxénicos de insetos em 8 grupos ou clados (Fasciculata,
Termdfilo, Leptomonas, Acanthocephali, Inconstans, Rondonia, Mellificae,
Costarricensis), contendo novos isolados e espécies originalmente classificadas
como Crithidia ou Leptomonas.

3. Os clados restritos a um bioma (Acanthocephali e Ronddnia na América do
Sul e Inconstans na RuUssia) foram os que apresentaram as menores taxas de
divergéncia nas sequéncias dos genes estudados. No entanto, analises baseadas
em genes separados e concatenados de V7V8 SSUrRNA, gGAPDH e CATB
indicaram sua estreita relacéo filogenética com o clado Leptomonas-Mellificae, que

possui maior diversidade de hospedeiros de origem e ampla distribuicdo geografica.

4. O clado Fasciculata, apesar de ocorrer em toda a América e possuir maior
variedade de hospedeiros de origem se comparado aos clados homogéneos
(Acanthocephali, Rondbnia e Inconstans), apresentou uma maior variedade

genética. Este clado corresponde ao género Crithidia, pois abriga a espécie-tipo, C.
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fasciculata. e foram reclassificadas as espécies de Leptomonas nele incluidas (L.
acus, L. tarcoles e L. spiculata) bem como as espécies de Crithidia flogeneticamente

posicionadas fora dele.

5. O presente estudo indica Crithidia luciliae thermophila como a espécie tipo
do clado Termofilo, formado por isolados com ampla distribuicdo geogréfica (costa
leste e oeste da Africa, América Central e do Sul) e que exibe a maior variabilidade
genética. Os dados corroboraram a segregacao deste clado nos subgrupos T1, T2 e
T3 anteriormente descritos. O conjunto de resultados permite propor a criagdo de um
novo género, Legeria, para albergar as espécies exibindo formas coanomastigotas e
capazes de crescer em meio de cultura a 37 °C (L. thermophila, L. confusa, L.
bifurcata e L. insperata).

6. O Clado Acantocephali, embora seja homogéneo, representa um téxon
consistente em todas as analises realizadas, independente do método e do gene
estudado. Neste trabalho foi proposto o género Cecimonas para acomodar C.

acantocephali e isolados relacionados a esta espécie.

7. Nossos dados corroboram Leptomonas costarricensis, isolada de
hemiptero predador (Ricolla similima) na Costa Rica, como a espécie monoxénica de
inseto mais proxima dos Leishmaniinae com ciclo heteroxénico. Este € o primeiro
estudo a revelar a existéncia de genoétipos de L. costarricensis circulando em
hemipteros predadores (Ricolla sp.) em regides do Brasil (Rondbnia, Manaus) e
Panama. Também contribuiu com a identificacdo de uma nova espécie do grupo
Costarricensis (isolado TCC 2547), originaria de hemiptero predador (Ricolla sp.) do
Panama. Os resultados permitem propor a criacdo de um novo género para
acomodar as espécies exibindo formas promastigotas que compdem o clado
Costarricensis, Unico, dentre os demais formados pelos tripanossomatideos
monoxénicos, a incluir espécies isoladas de insetos flebotomineos, também vetores

de Endotrypanum e Leishmania.

Este estudo também inferiu o relacionamento filogenético entre
tripanossomatideos monoxénicos e heteroxénicos da subfamilia Leishmaniinae,

mediante analise de sequéncias da regido V7V8 SSUrRNA e dos genes gGAPDH e
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CATB. Além de posicionar o Clado Costarricensis como o mais proximo dos grupos
formados pelos tripanossomatideos heteroxénicos dos géneros Endotrypanum e

Leishmania, esta parte do estudo evidenciou:

1. A presenca de Leishmania colombiensis e Leishmania herreri, porém nao

de Endotrypanum, em amostras isoladas de flebotomineos e de preguicas.

2. A identificacdo de duas novas espécies de L. (Sauroleishmania), isoladas
de lagartos (Gerrhosaurus vallidus e Hemidactylus platycephalusboth) de

Mocambique.

3. O estreito relacionamento entre espécies de Endotrypanum e espécies de
leishmanias “enigmaticas” do grupo Paraleishmania (L. herreri, L. hertigi, L. deanei,
L. colombiensis e L. equatorensis). Os hospedeiros mamiferos destes
tripanossomatideos tém habito de vida arbdéreo e distribuicdo Neotropical,
compartiihando as mesmas zonas geograficas que as espécies do clado

Costarricensis (clado basal aos géneros heteroxénicos).

4. Leishmania colombiensis como a espécie mais proximamente relacionada
ao género Endotrypanum, seguida de L. equatorensis, L. herreri e, por ultimo,
espécies do complexo hertigi-deanei, estas resolvendo como o clado mais basal do

grupo.

5. Maior similaridade nas sequéncias dos genes gGAPDH, HSP70 e CATB de
representantes do complexo L. enrietti com as espécies do subgénero L.
(Leishmania) (92%, 96% e 80%, respectivamente) do que com as do subgénero L.

(Viannia)

6. O posicionamento de isolados de diversos lagartos, incluindo novas
espécies provenientes da Africa (Mogambique), no subgénero L. (Sauroleishmania),
gue, por sua vez, posicionou-se mais proximo do subgénero L. (Leishmania) do que
de Viannia, apoiando a hipétese de que leishméanias de lagartos divergiram no velho

mundo.
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Este Estudo demonstrou que os genes gGAPDH e, especialmente, CATB sao
mais polimérficos que SSUrRNA e HSP70, revelando-se assim marcadores
filogenéticos Uteis para inferir relacbes filogenéticas e classificar espécies de
Leishmania em subgéneros/complexos, espécies até genoétipos. Mostraram-se,
portanto, marcadores mais adequados do que SSUrRNA e HSP70 para estudos
filogenéticos e taxondmicos de toda a subfamilia Leishmaniinae. A andlise
abrangente realizada neste estudo, com grande namero e diversidade de isolados e
o conjunto de marcadores moleculares avaliados, revelou varios grupos fortemente
apoiados que representam géneros, bem como diversas novas espécies e
sinonimias. Portanto, este estudo fornece as bases fundamentais necessérias para

uma ampla revisdo taxonémica de Leishmaniinae.
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