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RESUMO

Leishmania (Leishmania) infantum é o agente etioldgico da leishmaniose visceral (LV) nas
Américas, caracterizada por manifestacOes clinicas sistémicas e elevada letalidade quando
ndo tratada. A quimioterapia constitui a principal estratégia de controle da LV, sendo o
antimoniato de meglumina (Glucantime®) e a Anfotericina B os farmacos de primeira e
segunda escolha. A Miltefosina, embora ainda nao aprovada para o tratamento da LV no pais,
tem sido investigada como alternativa terapéutica. Entretanto, o surgimento de isolados
resistentes a esses medicamentos representa uma preocupagao crescente, especialmente em
regides endémicas. A resisténcia a drogas em Leishmania ¢ um fendOmeno multifatorial,
fortemente associado a elevada plasticidade gendmica caracteristica desse género de
parasitos. Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa, tem caracterizado isolados clinicos de
L. (L.) infantum com distintos perfis de sensibilidade frente aos medicamentos utilizados no
tratamento de LV. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizagao
gendmica de dois isolados clinicos de L. (L.) infantum provenientes de pacientes do estado do
Maranhio, classificados como resistente ou sensivel ao Glucantime®, a Anfotericina B e a
Miltefosina. Por meio de uma abordagem de gendmica comparativa, ferramentas de
bioinformatica foram utilizadas para identificar alteragdes cromossomicas, CNVs (variagdes
no numero de coépias, do inglés Copy Number Variations), SNPs (polimorfismos de
nucleotideo unico, do inglés Single Nucleotide Polymorphisms) e dele¢des. O alinhamento ao
genoma de referéncia foi realizado com o BWA, o processamento do alinhamento com
SAMtools e Picard, a chamada de variantes com o PAINT, e as analises de cobertura, somia
cromossomica e visualizagdes graficas no ambiente R. Os resultados evidenciaram um
cariotipo predominantemente dissomico em ambos os isolados, com aneuploidias pontuais,
incluindo tetrassomias e uma discreta amplificagdo no cromossomo 20 do isolado M03,
confirmando o mosaicismo aneuploide caracteristico de Leishmania. Observou-se ainda uma
distribuicao heterogénea de SNPs ao longo dos 36 cromossomos, com variagdes quantitativas
importantes ao comparar os dois isolados, demonstrando que existem diferencas polimorficas
a serem melhor investigadas. Adicionalmente, no isolado resistente M03 foi identificada a
delecao completa do l6cus MSL (Lo6cus de Sensibilidade a Miltefosina, do inglés Miltefosine
Sensitivity Locus), envolvendo a perda de seus quatro genes, alteragdo associada a resisténcia
a Miltefosina. Em conclusao, os resultados reforcam o papel da plasticidade genomica como
mecanismo adaptativo em L. (L.) infantum e sugerem que a combinacdo de aneuploidias e o
acimulo de variantes genéticas especificas pode contribuir para os diferentes perfis de
suscetibilidade aos farmacos observados. Este estudo amplia a compreensdo sobre os
mecanismos moleculares de resisténcia em isolados clinicos circulantes no Brasil e pode
subsidiar o desenvolvimento de estratégias mais eficazes para o tratamento e controle da LV.

Palavras-Chave: leishmaniose visceral; resisténcia a farmacos; bioinformatica.



ABSTRACT

Leishmania (Leishmania) infantum is the etiological agent of visceral leishmaniasis (VL) in
the Americas, a disease characterized by systemic clinical manifestations and high lethality
when untreated. Chemotherapy is the main strategy for VL control, with meglumine
antimoniate (Glucantime®) and Amphotericin B being the first- and second-line drugs,
respectively. Miltefosine, although not yet approved for VL treatment in Brazil, has been
investigated as an alternative therapeutic option. However, the emergence of isolates resistant
to these drugs represents a growing concern, especially in endemic regions. Drug resistance
in Leishmania is a multifactorial phenomenon, strongly associated with the high genomic
plasticity that characterizes this genus. Previous studies by our research group have
characterized clinical isolates of L. (L.) infantum with distinct susceptibility profiles to drugs
used in VL treatment. Thus, the aim of this study was to perform the genomic
characterization of two clinical isolates of L. (L.) infantum obtained from patients in the state
of Maranhdo, classified as resistant or sensitive to Glucantime®, Amphotericin B, and
Miltefosine. Using a comparative genomics approach, bioinformatics tools were applied to
identify chromosomal alterations, CNVs (Copy Number Variations), SNPs (Single
Nucleotide Polymorphisms), and deletions. Alignment to the reference genome was
performed with BWA, alignment processing with SAMtools and Picard, variant calling with
PAINT, and coverage analyses, chromosomal somy estimation, and graphical visualizations
were carried out in the R environment. The results revealed a predominantly disomic
karyotype in both isolates, with punctual aneuploidies, including tetrasomies and a subtle
amplification of chromosome 20 in isolate MO03, confirming the aneuploid mosaicism
characteristic of Leishmania. A heterogeneous distribution of SNPs was also observed along
the 36 chromosomes, with important quantitative variations when comparing the two isolates,
demonstrating the existence of polymorphic differences that warrant further investigation.
Additionally, in the resistant isolate M03, a complete deletion of the MSL locus (“Miltefosine
Sensitivity Locus”) was identified, involving the loss of its four constituent genes, a genomic
alteration associated with Miltefosine resistance. In conclusion, these results reinforce the
role of genomic plasticity as an adaptive mechanism in L. (L.) infantum and suggest that the
combination of aneuploidies and the accumulation of specific genetic variants may contribute
to the distinct drug susceptibility profiles observed. This study expands the understanding of
the molecular mechanisms of resistance in clinical isolates circulating in Brazil and may
support the development of more effective strategies for the treatment and control of VL.

Keywords: visceral leishmaniasis; drug resistance; bioinformatics.
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1.INTRODUCAO

Leishmania (Leishmania) infantum é um protozoario intracelular, agente etiologico da
leishmaniose visceral (LV) nas Américas (MCGWIRE et al., 2014). A LV ¢ considerada a
forma mais grave da leishmaniose, uma vez que acomete multiplos Orgdos internos,
manifestando-se clinicamente por sinais como esplenomegalia (aumento do bago) e
pancitopenia, caracterizada pela redu¢do dos elementos figurados do sangue
(TORRES-GUERRERO et al., 2017). Além disso, as manifestagdes clinicas dessa doenga
podem variar por diversas razdes, como interagcdes entre fatores genéticos do hospedeiro,

comorbidades e caracteristicas especificas do parasito (THAKUR et al., 2020).

A LV permanece um relevante problema de saude publica, especialmente devido a
inexisténcia de vacinas eficazes para sua prevencdo. Nesse contexto, a quimioterapia ¢
essencial para o controle e manejo da doenga, sendo tradicionalmente a unica opg¢ao
terapéutica disponivel. Os antimoniais € Anfotericina B sdo os principais farmacos utilizados,
ndo apenas para a LV, mas também para as diferentes formas de leishmaniose em vérias
regides (BRASIL, 2015). Entretanto, apesar de seu uso generalizado, esses medicamentos
estdo associados a desvantagens significativas, como alta toxicidade, baixa adesdo do
paciente e elevado custo do tratamento (MOORE; LOCKWOOD, 2010; THAKUR et al.,
2020). Além disso, a presenca de cepas resistentes a esses medicamentos torna urgente a
busca por alternativas terapéuticas (CROFT; COOMBS, 2003). Nesse contexto, compostos
como a Miltefosina (MT), que pode ser administrada por via oral, € a Paramomicina, por via
parenteral, ganharam destaque no tratamento da leishmaniose, embora também ja existam

relatos de falha medicamentosa (HENDRICKX et al., 2017).

O fendmeno da resisténcia dos parasitos representa um desafio complexo, envolvendo
uma combinagdo de mecanismos inatos ¢ adquiridos (BHARADAVA et al., 2024). Ao longo
dos anos, os avangos em tecnologias de bioinformatica tém langado luz sobre o impacto do
genoma do patdgeno nos mecanismos de resisténcia. Varios estudos demonstram que
variacdes genOmicas especificas e a presenga de componentes moleculares distintos estdo
diretamente associadas as diferencas observadas na suscetibilidade in vitro aos farmacos,
resultantes da plasticidade gendmica observada no género Leishmania (DECUYPERE et al.,
2012; SANTOS et al., 2023; BHARADAVA et al.,, 2024). Nesse sentido, sob pressao
farmacologica, podem ocorrer alteragdes genéticas especificas, como variagdes no niumero de

copias de DNA (CNVs - do inglés, Copy Number Variation), que vao desde alteragdes em
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poucos pares de bases até aneuploidias em cromossomos inteiros. Além disso, sao
encontrados polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs - do inglés, Single Nucleotide
Polymorphism) e outras alteracdes, como inser¢des e dele¢des em nivel gendmico

(LAFFITTE, 2016; SPATH et al., 2025).

Estudar isolados de L. (L.) infantum resistentes ndo apenas expande o conhecimento
sobre a biologia do parasito, mas também pode impactar diretamente a maneira como as
politicas de saude publica abordam a leishmaniose. As alteragdes moleculares destacam a
complexidade dos parasitos, ressaltando a importancia de compreender a dinamica gendmica
para enfrentar a resisténcia aos medicamentos e esclarecer questdes fundamentais para o
controle da LV. Dada a endemicidade predominante no Brasil e os casos de recidivas clinicas
e falhas terapéuticas, especialmente na regido nordeste (SANTOS et al., 2023), novas
pesquisas sdo essenciais para caracterizar as cepas circulantes e aprimorar as estratégias de

controle da doenga.

Assim, o presente estudo investigou a hipotese de que isolados clinicos de Leishmania
(Leishmania) infantum provenientes da mesma regido geografica apresentam diferencas
gendmicas que explicam os distintos perfis de sensibilidade in vitro ao Antimoniato de
Meglumina (Glucantime®), Anfotericina B e Miltefosina. Para testar essa hipotese, aplicou-se
uma abordagem de gendmica comparativa com o objetivo de caracterizar as variagdes no
numero de copias génicas (CNVs), polimorfismos de nucleotideo inico (SNPs) e alteracdes
na somia cromossOmica. Esta abordagem permite ndo apenas uma compreensdo mais
aprofundada das bases genéticas moleculares da resisténcia aos antimoniais € outros
farmacos, mas também revela aspectos fundamentais relacionados aos processos evolutivos e
adaptativos desses microrganismos em regides endémicas, contribuindo para o entendimento

da dinamica populacional de L. infantum no contexto brasileiro.



15

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Evolugao e adaptacio de Leishmania (Leishmania) infantum

A introducdo de Leishmania (L.) infantum no continente americano representa um
exemplo clinicamente relevante de invasdo bioldgica associada a colonizagdo europeia,
iniciada ha aproximadamente 500 anos (KUHLS et al, 2011; LEBLOIS et al, 2011).
Processos invasivos desta natureza criam condigdes excepcionais para transformagdes
evolutivas, nas quais populacdes fundadoras reduzidas enfrentam simultaneamente pressoes
seletivas inéditas e intensos efeitos de deriva genética decorrentes de uma amostragem
populacional limitada (FLORENCIO et al., 2025). Nestas circunstancias, alteragdes na
arquitetura genética podem ocorrer ¢ determinar a estrutura populacional de longo prazo
(SCHWABL et al., 2021), como resultado da adaptacdo do parasito a insetos vetores no

continente americano.

Mais de 90 espécies de insetos flebotomineos transmitem o parasito ao redor do mundo
(CECILIO et al., 2022). No contexto americano, a leishmaniose visceral manifesta-se como
zoonose associada a flebotomineos do género Lutzomyia, que divergiram evolutivamente do
género Phlebotomus (vetor prevalente no Velho Mundo), ha aproximadamente 200 milhdes
de anos (AKHOUNDI et al., 2016.). Essa diferenca fundamental na fauna vetorial, associada
as particularidades ecoldgicas dos ecossistemas neotropicais, estabeleceu um cenario propicio
para processos adaptativos distintivos nas populagdes parasitarias americanas (LEBLOIS et
al. 2011; SCHWABL et al., 2021). Como consequéncia desses processos evolutivos e das
condi¢gdes ambientais favoraveis, a LV apresenta atualmente ampla distribuicdo geografica na
América do Sul, com o Brasil concentrando a maior parte dos casos registrados no continente

(Figura 1) (OPAS, 2024).

Figura 1 — Registro de casos de leishmaniose visceral na América do Sul, 2017-2023
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Fonte: Organiza¢do Pan-Americana da Satde (OPAS). Leishmanioses: informe epidemiologico
da Regido das Américas, n. 13, 2024.

Séculos ap6s o inicio da colonizagdo europeia das Américas, investigagdes gendmicas
recentes revelaram um fendmeno evolutivo singular na populacdo brasileira desses parasitos.
Em um estudo baseado no sequenciamento de genoma completo de 26 isolados clinicos e
genotipagem de 157 amostras, foi identificado no cromossomo 31 o marcador genético Locus
de Sensibilidade a Miltefosina (MSL, do inglés Miltefosine Sensitive Locus) (CARNIELLI et
al. 2018) (Figura 2). Demonstrou-se que a auséncia do MSL esta associada
significativamente a falha terapéutica a miltefosina. Mais recentemente, a analise genomica
de isolados provenientes de 17 unidades federativas brasileiras revelou a mesma alteragao
estrutural no cromossomo 31, caracterizada pela perda de aproximadamente 12 kb do
material genético, abrangendo quatro genes do MSL (FLORENCIO et al., 2025). Esse evento
de delegdo foi detectado em 15 das 17 regides analisadas, demonstrando ampla distribui¢do
geografica, tendo sido detectado também em Honduras, porém permanece ausente em

isolados europeus (BOITE et al., 2020; SCHWABL et al., 2021).
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Figura 2 - Locus MSL e possiveis mecanismos de perda dos genes
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Identificag@o de sequéncias repetidas que flanqueiam MSL no genoma de Leishmania e possiveis
mecanismos para perda de MSL. (A) Posigdo de repeti¢oes de sequéncias no cromossomo 31 de L.
infantum JPCMS5, identificada por sequéncia de jun¢do nova formada apds a delecdo de MSL em
isolados de L. infantum, (mapa superior). B) Modelo para perda do MSL: Recombinagdo homdloga
entre duas sequéncias de repeticdo direta que flanqueiam o MSL (RAG337-1" e RAG337-2"), levando a
formacao de um elemento extracromossomico circular. Fonte: Carnielli ez al. 2018.

A regido deletada abrange todas as quatro copias do cromossomo 31, que apresenta
estado tetrassdmico estdvel dentro do contexto de aneuploidia em mosaico caracteristico de
Leishmania (LACHAUD et al., 2014; MANNAERT et al., 2012). Entre os genes afetados
pela delecdo encontra-se aquele codificante para a enzima ecto-3'-nucleotidase/nuclease,

componente importante tanto para o metabolismo nutricional do parasito quanto para sua
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capacidade de evasao dos mecanismos de defesa dos hospedeiros vertebrados (CARNIELLI

etal., 2018).
2.2 Estrutura e variabilidade do genoma de Leishmania

A estrutura do genoma de Leishmania ¢ complexa, caracterizada pela presenca de
cromossomos lineares e DNA extracrossomico. Esta complexidade estrutural esta
intrinsecamente relacionada a variabilidade genética observada entre as cepas, a qual
desempenha papel crucial na evolucao da resisténcia aos tratamentos ¢ na adaptacdo do
parasito a diferentes ambientes. Neste contexto, a plasticidade gendmica e os mecanismos
epigenéticos contribuem tanto para a resisténcia aos medicamentos quanto para a
sobrevivéncia do parasito ao escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro, destacando a
necessidade de monitoramento continuo das populagdes parasitarias (LAFFITTE et al., 2016;

KAMRAN et al., 2023).

O género Leishmania possui particularidades moleculares que o diferenciam de outros
eucariotos, como a auséncia de promotores especificos para RNA polimerase II e a
organizacdo em arranjos policistronicos, que englobam centenas de genes sem relacdo
funcional evidente (CLAYTON, 2019). Do ponto de vista cariotipico, as espécies apresentam
entre 34 e 36 cromossomos, com tamanhos variando de 0,3 a 2,8 Mb. Apesar desta variagdo
estrutural, a organizagdo genética ¢ notavelmente conservada, com mais de 99% dos genes
compartilhados entre L. major, L. infantum e L. braziliensis. Especificamente, o genoma de L.
infantum possui aproximadamente 32 Mb e contém mais de 8.300 genes codificadores
(PEACOCK et al., 2007, LAFFITTE et al., 2016). Embora inicialmente se acreditasse que
essas espécies possuiam genomas diploides atipicos, a presenca de aneuploidia em mosaico
foi posteriormente reconhecida como fendmeno comum, com padrdes que variam de acordo

com a cepa ou a espécie analisada (STERKERS et al., 2014).

A diversidade genética no género Leishmania é principalmente moldada por processos
de amplificacao de sequéncias de DNA e de perda de genes. Embora a variacdo no contetido
genético exclusivo entre as espécies seja relativamente limitada, a heterogeneidade em nivel
populacional pode resultar da amplificacdo de regides em cromossomos dissomicos e da
variagdo no numero de copias de cromossomos, processos que exercem influéncia direta

sobre o tropismo da doenga (ROGERS et al., 2011).
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O avanco das técnicas de sequenciamento de nova geragdao (NGS) possibilitou uma
andlise detalhada e abrangente do genoma de L. (L.) infantum, sendo essencial para
identificar variacdes genéticas associadas a viruléncia. O sequenciamento completo do
genoma de cepas distintas fornece uma base so6lida para estudos funcionais que elucidam os
mecanismos moleculares subjacentes a patogénese da leishmaniose (ZHENG et al., 2020).
Neste cenario, ferramentas como sequenciamento de exoma e genotipagem de SNPs tém sido
amplamente empregadas para investigar a variabilidade genética entre cepas de diferentes
regides geograficas, o que possui implicacdes significativas para a epidemiologia da
leishmaniose, uma vez que variantes distintas podem apresentar diferentes capacidades de

transmissao e viruléncia (PATINO et al., 2020; DOWNING et al., 2011).

No contexto brasileiro, especialmente na regido Nordeste, a diversidade genética de L.
infantum ainda permanece pouco caracterizada em nivel gendmico, o que destaca a
importancia de estudos regionais para compreender a evolucdo e adaptacdo local dos

parasitos, bem como suas implicacdes para o controle da doenca.
2.3 Resisténcia medicamentosa em Leishmania

A resisténcia do patdogeno ao tratamento antiparasitario acarreta consequéncias clinicas
significativas, incluindo falhas terapéuticas, recidivas clinicas, com consequente aumento da
morbidade, o que exige abordagens mais eficazes, como a combinagao de terapias e o uso de
novos agentes terapéuticos, além de estratégias preventivas como o controle de vetores
(PONTE-SUCRE et al.,, 2017). A resisténcia a drogas observada em espécies do género
Leishmania constitui uma preocupagdo crescente, envolvendo alteragdes genéticas,
metabolicas e na expressdao de proteinas que ainda ndo foram totalmente elucidadas. Entre os
mecanismos de resisténcia ja identificados, destacam-se a superexpressdo de genes
especificos e a remodelacdo de componentes celulares, que s3o fundamentais na resisténcia a
medicamentos como Antimonio, Miltefosina e Anfotericina B (NEVADO et al., 2016;
ANDRADE et al.,, 2020). Estes mecanismos incluem alteracdes na permeabilidade da
membrana celular, aumento da atividade de bombas de efluxo e modificagdes nas vias

metabolicas (KRUPANSHI et al., 2024).

Especificamente em L. infantum, os mecanismos de resisténcia sdo complexos e
envolvem alteragdes genOmicas e protedmicas de natureza diversa. A resisténcia a
miltefosina, por exemplo, estd frequentemente associada a lesdes no complexo de proteinas

LiMT/LiRos3, o que compromete a entrada do medicamento nas células do parasito. Essa
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alteracdo decorre principalmente de uma delecdo de dois pares de bases no gene LiMT,
resultando em um cdédon de parada precoce que compromete a funcdo da proteina LiMT e

causa mutagdes que levam a produ¢ao anormal desta proteina (MONDELAERS et al., 2016).

Adicionalmente, um estudo de associagdo genomica ampla (genome-wide association
study - GWAS) estabeleceu conexao direta entre a dele¢do no cromossomo 31 anteriormente
descrita, que afeta o locus MSL (Miltefosine Sensitive Locus - Locus de Sensibilidade a
Miltefosina) e vem se mantendo nas populagdes brasileiras através de selegdo positiva, e as
falhas no tratamento da leishmaniose visceral com miltefosina no Brasil (CARNIELLI et al.,
2018; FLORENCIO et al., 2025). Essa observacio reforca a relevancia epidemiologica da
delecao cromossdémica como marcador genético associado a resisténcia medicamentosa.
Quanto a resisténcia ao antimonio (Sb III), a superexpressdo do transportador ABC MRPA
(ABCC3), juntamente com variagdes no nimero de copias de genes (CNVs) e polimorfismos
de nucleotideo tinico (SNPs), também se mostrou relevante (BROTHERTON et al., 2013;
MARTI-CARRERAS et al., 2022).

Outras analises gendmicas tém revelado camadas adicionais de complexidade. Um
estudo de sequenciamento de genomas nucleares ¢ mitocondriais de isolados de L. infantum
da Tunisia revelou variagdes significativas relacionadas tanto a origem geografica quanto ao
fenotipo de resisténcia. Notavelmente, isolados provenientes de pacientes com recaida
apresentaram padrdes especificos de minicirculos mitocondriais, sugerindo que o DNA
mitocondrial pode representar uma fonte promissora de biomarcadores para resisténcia a

medicamentos (BUSSOTTI et al., 2020).

Portanto, a caracterizagdo gendmica de isolados resistentes de L. infantum indica que
a resisténcia ¢ um fendmeno multifatorial, caracterizado por mutag¢des pontuais, variagdes no
numero de copias de genes e aneuploidias que atuam de forma integrada. A identifica¢ao
dessas variagcdes genéticas ¢ crucial ndo apenas para compreender 0s mecanisSmos
moleculares subjacentes a resisténcia, mas também pode auxiliar no desenvolvimento de
biomarcadores para diagndstico precoce e identificagdo de cepas resistentes. Além disso, os
estudos genomicos tém implicagdes diretas na formulacdo de vacinas e no desenvolvimento
de novos farmacos, uma vez que a compreensao detalhada da estrutura genética do parasito
pode revelar alvos moleculares promissores para intervengdes terapéuticas, orientando o
desenvolvimento de tratamentos eficazes contra estas cepas (HERRERA-NAJERA et al.,
2009; LAKSHMI et al., 2014).
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Diante desse cenario, a gendOmica comparativa emerge como ferramenta poderosa para
desvendar as bases moleculares da resisténcia a fArmacos em L. infantum. A comparacio de
genomas completos de isolados com diferentes perfis de sensibilidade permite identificar
variagdes genéticas especificas que conferem vantagem adaptativa sob pressdo
farmacologica, contribuindo substantivamente para o desenvolvimento de biomarcadores
preditivos e estratégias terapéuticas mais eficazes. Considerando o aumento progressivo da
resisténcia aos tratamentos atualmente disponiveis, a integracdo de dados gendmicos na
pratica clinica poderd melhorar significativamente o manejo da doenca e, consequentemente,

os resultados em satude publica.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral:

Realizar a caracterizagdo genomica de dois isolados clinicos Leishmania (L.) infantum

com diferentes perfis de resisténcia medicamentosa.
3.2 Objetivos especificos:

e Realizar andlise comparativa do genoma dos isolados clinicos com o genoma de

referéncia de L. (L.) infantum;

e Comparar o genoma de um isolado de Leishmania (Leishmania) infantum resistente e

outro sensivel aos medicamentos Glucantime®, Anfotericina B e Miltefosina;

e Comparar os padrdes de aneuploidias e variantes gendmicas encontradas nos isolados

com dados da literatura, visando identificar alteragdes conservadas.
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4. METODOLOGIA
4.1 Isolados clinicos e sequenciamento

O biorrepositério do Laboratdrio de Genética e Biologia Molecular (LabGeM/UFMA)
armazena isolados clinicos de Leishmania (Leishmania) infantum provenientes de pacientes
diagnosticados com leishmaniose visceral no estado do Maranhdo. Dentre esses isolados,
foram selecionados dois perfis fenotipicos contrastantes: um isolado clinico resistente (M03)
in vitro a trés farmacos utilizados no tratamento da LV (antimoniato de meglumina
(Glucantime®), anfotericina B e miltefosina), ¢ um isolado sensivel (M05), conforme
determinado por ensaios de susceptibilidade previamente realizados pelo grupo. Os isolados
clinicos estdo cadastrados na plataforma do Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado - SISGEN, sob protocolo n.8839.

Os dados genomicos dos isolados foram obtidos por sequenciamento de nova geragao
(NGS) na plataforma lllumina HiSeq 2500, gerando leituras pareadas de 150 nucleotideos
(nt). O sequenciamento foi realizado na Universidade de York (Reino Unido), e os dados
encontram-se depositados no Sequence Read Archive (SRA) do National Center for
Biotechnology Information (NCBI), sob o BioProject ID PRINA781413. Os dados brutos de
sequenciamento foram obtidos no formato FASTQ por meio do SRA Toolkit, a partir dos
identificadores SRR16972313 (isolado MO03) e SRR16972315 (isolado MO05). Foram
extraidas leituras pareadas (forward e reverse), que foram utilizadas nas etapas subsequentes

da analise.
4.2 Controle de qualidade e genoma de referéncia

A avaliagdo inicial da qualidade das leituras de sequenciamento foi realizada com o
software FastQC (versdao 0.12.1), por meio da inspe¢dao de métricas como qualidade de base
por ciclo, conteudo GC, presenca de sequéncias adaptadoras e distribuigdo do comprimento
das leituras. Com base nesses relatdrios, foi conduzida a filtragem das sequéncias utilizando o
Trimmomatic (versao 0.39), visando a remog¢do de adaptadores e de regides de baixa
qualidade, garantindo maior confiabilidade para as etapas subsequentes de alinhamento e
deteccao de variantes. Os relatorios gerados em cada etapa foram sumarizados por meio do

software MultiQC (Figura S1 e Figura S2).

Como genoma de referéncia, foi utilizado o genoma de Leishmania (L.) infantum cepa

JPCMS5, originalmente descrito por Peacock et al. (2007), obtido no formato FASTA a partir
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do banco de dados TriTrypDB (versdo 68). Esse genoma foi empregado como base para o

alinhamento das leituras e para todas as analises comparativas subsequentes.
4.3 Alinhamento de sequéncias

As leituras filtradas foram alinhadas ao genoma de referéncia utilizando o algoritmo
BWA-MEM (versdao 0.7.17), adequado para alinhamento de leituras longas e pareadas. Os
arquivos SAM gerados foram convertidos para o formato BAM, ordenados e indexados com
o auxilio do S4AMrools (versao 1.17). Posteriormente, o software Picard (versao 1.131) foi
empregado para a marcacdo e remocao de leituras duplicadas, reduzindo vieses associados a

amplificagdo por PCR e assegurando maior precisdo na chamada de variantes.

Apds o alinhamento das leituras filtradas ao genoma de referéncia Leishmania
(Leishmania) infantum JPCMS5, foram realizadas analises adicionais de controle de qualidade
dos arquivos de alinhamento (BAM), incluindo o céalculo do numero total de leituras,
percentual de leituras mapeadas, qualidade média de mapeamento (MAPQ) e cobertura média
do genoma. Esses pardmetros foram obtidos por meio de ferramentas do pacote SAMtools. A
alta taxa de mapeamento e a cobertura média adequada observadas para ambos os isolados

indicaram a qualidade dos dados para as analises genOmicas subsequentes.
4.4 Identificacao de variantes e visualizacao

A deteccdo de variantes gendmicas foi realizada por meio de abordagens
complementares. Inicialmente, o software PAINT (versao 1.0), desenvolvido especificamente
para analise genOmica de parasitos do género Leishmania (Shaik et al., 2021), foi utilizado
para a identificagdo de polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs), analise da profundidade
de cobertura e inferéncia da ploidia cromossomica (somia). A partir do PAINT, foram gerados
arquivos contendo listas de alelos, matrizes de ploidia e arquivos VCF com SNPs ajustados a

somia cromossdmica de cada isolado, por meio do médulo AGELESS.

Para a identificagdo e caracterizacdo de variantes localizadas em regides codificantes,
foi utilizado o arquivo de anotagdo genomica (GFF) do genoma de referéncia Leishmania
(Leishmania) infantum JPCMS, obtido da base TriTrypDB. Inicialmente, o arquivo GFF foi
filtrado para reter apenas as anotagdes correspondentes a sequéncias codificantes (CDS), que
foram posteriormente convertidas para o formato BED, compativel com as ferramentas de
interse¢do gendmica. As variantes previamente identificadas nos isolados M03 e M05 foram

também convertidas para o formato BED e intersectadas com as regides CDS utilizando o
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software bedtools, permitindo a selecdo de SNPs localizados exclusivamente em regides
codificantes do genoma. Em seguida, as variantes foram associadas a genes codificadores por
meio da interse¢do entre os SNPs detectados e as anotagdes de genes do tipo
protein_coding gene presentes no arquivo GFF. A partir dessa intersecdo, foi realizada a
contagem do numero de SNPs por gene em cada isolado, possibilitando a identificagao de
genes com maior carga de polimorfismos e a compara¢do dos padrdes de variagdo génica

entre os isolados resistente (M03) e sensivel (MO05).

As analises estatisticas e a visualizacdo dos dados, incluindo a distribuicdo genémica
das variantes, comparacao entre isolados resistente e sensivel, € a proporcao de variantes em
regides codificantes, foram realizadas no ambiente RStudio (Posit), utilizando principalmente
o pacote ggplot2. A inspec¢do visual manual de regides gendmicas especificas e de variantes

de interesse foi conduzida com o Integrative Genomics Viewer (IGV).
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5. RESULTADOS
5.1 Perfil de resisténcia in vitro dos isolados clinicos

O isolado clinico M03 apresentou resisténcia in vitro a trés farmacos, caracterizando
um perfil multirresistente, conforme descrito na Tabela 1. Dessa forma, esse isolado clinico
foi considerado um modelo relevante para a investigagdo dos mecanismos genéticos
associados a resisténcia. Em contraste, o isolado M05 apresentou-se suscetivel a Miltefosina

e a Anfotericina B (Tabela 1).

Tabela 1- Sensibilidade in vitro dos isolado clinicos frente a diferentes farmacos

Medicamento Forma do parasito Isolado Clinico/

Indice de Resisténcia (IR)

MO03 MO05

Antimonio trivalente Promastigota 2,00 2,30
Anfotericina B Promastigota 3.50 0,70
Miltefosina Promastigota 3,21 0,93
Amastigota intracelular 3.72 0,81

O Indice de Resisténcia foi calculado utilizando o valor da IC50, dose do medicamento que mata 50%
dos parasitos, do isolado clinico pelo valor da IC50 de uma cepa de referéncia susceptivel. Valores
superiores a 1,0 indicam que a cepa ¢ tolerante e valores menores que 1,0 relacionam-se as cepas
sensiveis. Fonte: Santos 2022; Coelho 2024.

5.2 Anilise da qualidade do sequenciamento e mapeamento dos genomas
completos sequenciados dos isolados M03 e M05

O sequenciamento de genoma completo (WGS, do inglés whole genome sequencing)
dos isolados gerou 12.316.154 (M03) e 16.646.016 reads (M05) na plataforma Illumina, com
cobertura média de 50,30+72,86 (M03) e 71,26+£56,68 (MO05) e elevada porcentagem de
leituras mapeadas (Figura 03) para o genoma de referéncia de L. infantum (JPCMS5,

TriTrypDB).

A analise conjunta dos relatorios de controle de qualidade gerados pelo FastQC e
sumarizados pelo MultiQC (Figuras S1 e S2) demonstrou que os dados de sequenciamento
apresentam excelente qualidade global. A distribui¢ao das pontuacdes médias de qualidade
por sequéncia revelou que a grande maioria das leituras concentrou-se em valores elevados

de Phred, predominantemente acima de 30 e com picos entre 35 e 40, indicando alta
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confiabilidade na identificacdo das bases. Nao foram observadas leituras significativas com

baixa qualidade.

Figura 3 - Percentual de reads mapeadas ao genoma de referéncia Leishmania (L.) infantum

JPCMS apos alinhamento.
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O isolado M03 (vermelho) apresentou taxa de alinhamento de 94,21%, enquanto o isolado MO0S5 (roxo)
apresentou 97,23%. Fonte: Elaborada pela autora no software RStudio Posit

5.3 Padroes de somia cromossomica nos isolados M03 e M05

O perfil de somia cromossomica dos isolados L. (L.) infantum MO03 e MO05 foi obtido a
partir da estimativa do niimero médio de copias para cada um dos 36 cromossomos. As
somias foram inferidas com base na profundidade média de cobertura ao longo de cada
cromossomo, conforme calculado pelo software PAINT. De modo geral, ambos os isolados
apresentaram predominancia de cromossomos dissomicos (2n), evidenciada por valores de
somia proximos a dois na maioria dos cromossomos analisados (Figura 4). Esse padrdo foi

consistente entre os isolados M03 e MO05, indicando perfis globais de ploidia semelhantes.

Entretanto, variacdes pontuais foram observadas em cromossomos especificos. No
isolado M03, essas variagdes incluem flutuagdes de somia ligeiramente acima ou abaixo de
2n quando comparadas ao isolado MOS5, refletindo diferengas cromossdmicas sutis e

especificas entre os mesmos. Um aspecto particularmente relevante foi observado no
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cromossomo 20, que no isolado resistente M03 apresentou um valor de somia intermediario
entre 2n e 3n, indicando uma possivel amplificagdo parcial desse cromossomo (Figura 4 e
Figura 5). Esse resultado sugere que o cromossomo 20 pode representar um candidato

importante para a investigacao de genes associados a adaptacao e a resisténcia a farmacos.

Adicionalmente, observou-se que o cromossomo 31 apresentou somia elevada em
ambos os isolados, compativel com um estado de tetrassomia (4n). Embora esse achado seja
consistente com os dados obtidos, ele ¢ esperado, uma vez que a polissomia do cromossomo
31 é amplamente descrita como uma caracteristica conservada em espécies do género
Leishmania. Apesar das diferengas citadas, o perfil geral de somia manteve-se amplamente

conservado entre os isolados M03 e MOS5.

Figura 4 - Perfil de somia cromossomica ao longo dos 36 cromossomos nos isolados M03 e

MO5

Perfil de somia cromossdmica
Comparac&o entre os isolados M03 e M05

Isolado [l 1solado Mo3 [l 1solado MOS

Tetrassomia (4n)

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
Cromossomo

Numero de cépias (somia)

Comparagdo do niumero de copias cromossOmicas entre o isolado M03 (resistente; vermelho) e M05
(sensivel; roxo) para os 36 cromossomos. Observa-se predominancia de cromossomos dissémicos
(2n) em ambos os isolados, com excegdes incluindo a tetrassomia do cromossomo 31. Fonte:
Elaborada pela autora no software RStudio Posit, pacote ggplot2.

Figura S - Perfil de somia cromossdmica dos isolados M03 e MO05 representado por heatmap
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Heatmap da somia cromossomica dos 36 cromossomos de Leishmania infantum nos isolados M03 e
MO5. As cores representam a variagdo no nimero estimado de copias cromossdmicas (somia),
conforme a escala apresentada, variando de valores proximos a dissomia (2n) até valores mais

elevados. Diferengas sutis de intensidade entre os isolados refletem variagdes discretas de somia em

cromossomos especificos. Fonte: Elaborada pela autora no software RStudio Posit, pacote gplots
(funcdo heatmap.?2).

A andlise da diferenca de somia cromossomica evidenciou variagdes discretas de
somia entre os isolados ao longo da maior parte do genoma, com diferencas proximas de zero
para a maioria dos cromossomos (Figura 6). Entretanto, alguns cromossomos apresentaram
diferengas mais pronunciadas, indicando variagdes no nimero de copias entre os isolados.
Destaca-se o cromossomo 20, que apresentou a maior diferenca negativa de somia, refletindo
maior nimero de copias no isolado M03 em comparagdo ao MO5. Diferencas positivas
discretas também foram observadas em cromossomos especificos no isolado M05. De modo
geral, os resultados indicam que, embora ambos os isolados apresentem predominantemente
perfis de somia semelhantes, existem variagdes cromossdmicas especificas que distinguem os

1solados MO03 e MOS5.

Figura 6 - Diferenca de somia cromossdmica entre os isolados
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Diferenca de somia entre isolados (M05 — M03)
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A diferenca de somia foi calculada como a subtragdo da somia média do isolado M03 em relagdo a
somia média do isolado M05 (M05 — M03) para cada um dos 36 cromossomos. Valores positivos
(barras em roxo) indicam maior nimero de copias cromossémicas no isolado M05, enquanto valores
negativos (barras em vermelho) indicam maior somia no isolado M03. A linha horizontal em zero
representa auséncia de diferenga de somia entre os isolados. Fonte: Elaborada pela autora no
software RStudio Posit, pacote ggplot2.

O coeficiente de correlacao de Pearson foi estimado utilizando as somias médias de
cada cromossomo nos isolados, avaliando a concordancia linear entre os perfis. Valores
proximos de 1 indicam alta similaridade entre os isolados, enquanto desvios refletem
diferengas cromossomicas especificas. Dessa forma, a comparagdo direta das somias
cromossdmicas entre os isolados M03 e MO05 (Figura 7) revelou alta similaridade global. A
forte correlagdao observada indica que, de modo geral, os dois isolados compartilham padrdes
cromossOmicos semelhantes. No entanto, a presenca de cromossomos que se afastam da

relacdo linear sugere variagdes pontuais no numero de copias.

Figura 7 - Correlagdo de Pearson entre a somia cromossomica dos isolados
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Correlagao da somia entre os isolados M03 e M05
Correlacéo de Pearson: 0.957
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O grafico de dispersdo apresenta a relacdo entre a somia média de cada cromossomo nos isolados
MO03 e MO05. Cada ponto representa um cromossomo, enquanto a linha tracejada indica a igualdade
perfeita de somia entre os isolados (y = x). Observa-se uma forte correlagdo positiva entre os perfis de
somia (r = 0,957). No entanto, desvios pontuais em relagdo a linha diagonal evidenciam diferencas
especificas entre alguns cromossomos. Fonte: Elaborada pela autora no software RStudio Posit,

pacote ggplot2.

Figura 8 - Comparacdo dos cromossomos predominantemente dissdmicos dos isolados M03
e MO05 com isolados do Brasil, Nepal e Turquia.

Cromossomos disémicos nos isolados M03 e M05 em comparagdo com grupos do Brasil, Nepal e Turquia
Turquia

a Nepal

=%
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Distribuig@o dos cromossomos classificados como dissdmicos (cinza) € ndo dissdmicos (branco). O
painel compara o padrdo dos isolados M03 e M05 com dados de isolados do Brasil, Nepal e Turquia.
Os cromossomos sdo mostrados que sdo predominantemente dissdmicos em 20 isolados de L.
infantum do Brasil, 17 isolados de L. donovani do Nepal e 12 isolados de L. infantum da Turquia. Um
total de 13 cromossomos nos isolados brasileiros, nove nos isolados nepaleses e seis nos isolados
turcos foram predominantemente dissomicos (ROGERS et al., 2014; DOWNING et al., 2011;

TEIXEIRA et al., 2017). Fonte: Elaborada pela autora no software RStudio Posit.

5.4 Classificacao taxonomica e avaliacao de possiveis eventos de hibridizacao
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A andlise taxondmica das leituras de sequenciamento por meio do software Kraken2
revelou que ambos os isolados, M03 e MOS5, apresentam predominancia de leituras
classificadas como Leishmania (L.) infantum (Figura 9). No isolado M05, 95,44% das leituras
foram atribuidas especificamente a L. infantum. Ja no isolado M03, 91,38% das leituras

correspondem a L. infantum.

Observou-se ainda uma maior proporcao de leituras ndo classificadas no isolado M03
(6,52%) em comparacgdo ao isolado MOS5 (3,23%). Além disso, pequenas fragdes de leituras
foram atribuidas a outras espécies do género Leishmania, incluindo L. major, L. mexicana, L.
amazonensis ¢ L. braziliensis, bem como ao género Crithidia. Essas atribuigdes
correspondem a propor¢des reduzidas do total de leituras e ndo indicam inicialmente a
presenga de hibridizacdo. Em vez disso, refletem limitagdes inerentes a abordagem de
classificagdo taxonomica baseada em k-mers, uma vez que a elevada similaridade gendmica
entre espécies do género Leishmania pode levar a classificacdo de leituras conservadas em
taxons filogeneticamente proximos. Uma andlise mais detalhada deverd ser conduzida no
futuro para determinar se os isolados ndo apresentam evidéncia de evento de recombinagdo

recente.

Figura 9 - Classificagao taxondmica dos isolados

Classificagdo taxonémica
Isolados M03 (Resistente) e M05 (Sensivel)

L. infantum

MO03 (Resistente)

MO05 (Sensivel)

L. mexicana Crithidia

L. amazonensis L. braziliensis

L. major

Classificag@o taxonomica das leituras de sequenciamento dos isolados M03 e M05 obtida pelo
software Kraken2. Fonte: Elaborada pela autora no software RStudio Posit, pacote finsb.

5.5 Perfil de SNPs
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Ao avaliar a distribuicdo do nimero de variantes gendmicas identificadas nos isolados
MO03 e MOS5, observou-se que a ocorréncia de variantes ndo ¢ homogénea entre os 36

cromossomos, com padrdoes semelhantes entre os dois isolados, mas com diferengas

quantitativas pontuais (Figura 10).

Em ambos os isolados, alguns cromossomos concentram um nimero mais elevado de
variantes, destacando-se, por exemplo, os cromossomos 12, 22, 27, 34, 35 e 36, que
apresentam picos evidentes de variacdo. Esse padrao indica a existéncia de regides gendmicas
potencialmente mais suscetiveis a eventos mutacionais, possivelmente associadas a hotspots
de instabilidade, a pressoes seletivas especificas ou a regides de recombinagdo genética. Por

outro lado, alguns cromossomos exibem menor numero de alteragdes, sugerindo regides

relativamente mais conservadas do genoma.

De modo geral, o isolado M03 apresenta um numero ligeiramente superior de
variantes em diversos cromossomos quando comparado ao isolado M05, embora a tendéncia
global de distribui¢do seja semelhante entre ambos (Figura 10). Esse padrdo indica que,
apesar das diferencas fenotipicas entre os isolados, a organizagdo geral da variabilidade
gendmica ao longo dos cromossomos ¢ amplamente compartilhada. Os dados evidenciam que
a variabilidade genomica em L. infantum estad distribuida de forma desigual ao longo do
genoma, refletindo possivelmente diferengas regionais na taxa de muta¢do ou na pressiao

seletiva, aspectos que serdo explorados com maior profundidade na se¢do de discussdo.

Figura 10 - Distribuicao de variantes gendmicas por cromossomo

Comparacao da distribuicdo de variantes por cromossomo
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vermelho) e MO5 (sensivel; roxo). A distribui¢ao das variantes ndo ¢ uniforme ao longo do genoma,
com determinados cromossomos apresentando um actiimulo mais pronunciado de alteragdes. Fonte:
Elaborada pela autora no software RStudio Posit, pacote ggplot2.

Figura 11 - Distribui¢do de variantes gendmicas por cromossomo em Leishmania

infantum observada por Carvalho et al. (2020)
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Numero de variantes gendmicas distribuidas por cromossomo em 30 isolados de L. infantum do Piaui
e Maranhdo. Os cromossomos 12, 22, 27 e 36 apresentaram o maior niumero bruto de variantes
(destacados em vermelho). Apos normalizagdo pelo tamanho do cromossomo, apenas 0s
cromossomos 12, 22 e 27 permaneceram destacados (azul), indicando que esses cromossomos
acumulam variantes de forma desproporcional ao seu tamanho. Fonte: Carvalho et al. (2020).

Os dez genes com maior nimero de variantes do tipo SNP foram identificados nos
genomas dos isolados. Genes localizados em regides deletadas ndo foram incluidos na
contagem de SNPs. Os resultados evidenciam que, embora haja sobreposi¢ao parcial entre os
genes mais polimorficos dos dois isolados, diferengas importantes sdo observadas tanto na

identidade dos genes quanto no numero total de SNPs associados a cada um (Figura 12).

No isolado M03, destaca-se o gene LINF 350010200, que apresenta 0 maior nimero
de SNPs dentre todos os genes analisados, seguido por LINF 270033890 e
LINF 350010100. Os demais genes do conjunto exibem numeros intermediarios de
variantes, indicando um padrdo de concentragdo de polimorfismos em loci especificos do

genoma (Figura 12). De forma semelhante, no isolado MO05, o gene LINF 350010200
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também foi identificado como o mais polimorfico, sugerindo que esse gene apresenta elevada
variabilidade em ambos os isolados. Entretanto, a ordem relativa ¢ o nimero de SNPs nos
genes subsequentes diferem entre M03 e MO05, como observado para LINF 140017500 e
LINF 270033890, que ocupam posigoes de destaque apenas no isolado MO0S5.

A comparacao entre os dois perfis revela que, apesar de os isolados compartilharem
genes altamente polimorficos, a intensidade da variabilidade genética associada a cada gene
varia entre M03 e MOS. Esses resultados evidenciam a presenca de padroes especificos de
polimorfismo génicos entre os isolados analisados, reforcando a heterogeneidade genomica
intraespecifica em L. (L.) infantum. Adicionalmente, observa-se que a maior parte das
variantes identificadas esta localizada em regides nao codificantes do genoma, o que sugere
que grande parte da variabilidade genética pode estar associada a regides regulatorias ou

intergénicas, e ndo diretamente a alteracdes em sequéncias codificadoras.

Figura 12 - Genes com maior nimero de SNPs nos isolados M03 ¢ M05
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Genes com maior nimero de SNPs nos isolados M03 e M05. As variantes foram intersectadas com as
regides codificantes e com as anotagdes de genes do genoma de referéncia L. infantum JPCMS.
(Genes ausentes devido a delegdes ndo foram incluidos na analise de SNPs). Fonte: Elaborada pela
autora no software RStudio Posit, pacote ggplot?.

5.6 Perfil de delecoes nos isolados

A avaliagdo das sequéncias deletadas em cada um dos isolados, relativo ao genoma de
referéncia, demonstrou que os dois compartilham delecdes gendmicas em regides
semelhantes nos cromossomos LinJ.12, LinJ.18 e LinJ.36, indicando um padrao comum de
variagdo estrutural (Figura 13). No entanto, uma diferenga marcante ¢ observada no

cromossomo LinJ.31, onde apenas o isolado MO03 apresenta uma delecdo extensa
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correspondente ao locus MSL, enquanto essa regido permanece integra no isolado MO5

(Figura 13 e Figura 14).

Entre as outras regides deletadas, destaca-se a auséncia do gene LINF 120014700 no
cromossomo 12 em ambos os isolados, anotado no genoma de referéncia como surface
antigen protein 2 — putative, classificado como gene codificador de proteina, com um unico
transcrito do tipo mRNA (LINF 120014700-T1). Esse gene, por estar associado a uma
proteina de superficie putativa, pode estar envolvido em processos de interagdo
parasito—hospedeiro, como adesdo celular, reconhecimento imunoldgico ou modulacido da
resposta imune. A presenca dessa delecio compartilhada em ambos os isolados,
independentemente do perfil de sensibilidade ou resisténcia aos farmacos, indica que ela
provavelmente reflete um padrdo comum de variagdo estrutural gendmica dos parasitos
circulantes, podendo estar associada a processos adaptativos ou a plasticidade gendmica

tipica do género, especialmente em genes relacionados a relacdo parasito—hospedeiro.
Figura 13 - Regides gendmicas com dele¢des detectadas nos isolados

Regides gendmicas com delecdes detectadas por analise de cobertura
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Posicdo gendmica
As delegoes foram identificadas a partir da analise da profundidade de cobertura por base, obtida com
o comando samtools depth, considerando regides continuas com auséncia de cobertura (depth = 0). O
isolado M03 (vermelho) apresenta delecdes nos cromossomos LinJ.12, LinJ.18, LinJ.31 e LinJ.36,
enquanto o isolado M05 (roxo) apresenta delegdes nos cromossomos LinJ.12, LinJ.18, LinJ.27 e
LinJ.36. As posigdes gendomicas sdo apresentadas de acordo com o genoma de referéncia L. infantum
JPCMS. Fonte: Elaborada pela autora no software RStudio Posit, pacotes da colegdo tidyverse

Figura 14 - Visualizagdo no IGV do alinhamento das leituras ao genoma de referéncia

Leishmania (L.) infantum JPCMS na regido do 16cus MSL.
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A) Isolado M03 — Observa-se uma reducdo abrupta da cobertura de leitura na regido correspondente
ao locus MSL (localizado no cromossomo 31), acompanhada pela auséncia de alinhamentos. Essa
perda de sinal ¢ indicativa de uma dele¢do genomica, afetando os genes LINF 310031200 a
LINF 310031500, o que evidencia a delegdo do locus MSL. B) Isolado M05 — Observa-se a regido
correspondente ao ldcus MSL preservada, com cobertura de leitura continua e alinhamentos
regulares, indicando a auséncia de delecdo nessa regido gendomica. Fonte: IGV

A profundidade de cobertura ao longo do locus MSL, localizado no cromossomo 31,
foi avaliada a partir dos arquivos de alinhamento das sequéncias dos isolados. No isolado
MO03, observa-se uma reducdo abrupta da profundidade de cobertura em um segmento
continuo do locus MSL, compreendido aproximadamente entre as posicoes 1.180.671 e
1.190.589, caracterizando uma regido com auséncia ou cobertura extremamente reduzida de
leituras. Em contraste, o isolado M0S5 apresenta cobertura continua e homogénea ao longo de
toda a extensao do locus, sem interrupgdes evidentes. Essas diferengas no perfil de cobertura
entre os isolados evidenciam a presenca de uma delecao gendmica no 16cus MSL no isolado

MO03, enquanto o mesmo permanece integro no isolado M05.

Figura 15- Profundidade de cobertura do 16cus MSL no cromossomo 31
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Profundidade de cobertura ao longo da regido gendmica correspondente ao 16cus MSL nos isolados
MO3 (resistente; vermelho) e M05 (sensivel; roxo). A cobertura foi calculada considerando cada
posi¢do nucleotidica da regido analisada. Observa-se, no isolado M03, uma queda acentuada da

cobertura (valor 0) entre as posi¢des ~1.182.500 e 1.190.000, caracterizando uma dele¢ao genomica
no locus MSL, enquanto o isolado M05 apresenta cobertura continua ao longo de toda a regido.

Fonte: Elaborada pela autora no software RStudio Posit, pacote tidyverse.
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6. DISCUSSAO

Por meio de andlises gendmicas, nosso estudo revelou diferengas genéticas pontuais
marcantes entre dois isolados clinicos simpatricos de L. infantum do Maranhdo, que
apresentam perfis fenotipicos contrastantes de sensibilidade em resposta a exposi¢ao a
farmacos, com um isolado classificado como resistente (M03) e o outro sensivel (M05) aos
medicamentos previamente avaliados. No genoma do isolado resistente, foi confirmada a
dele¢do do locus MSL, regido gé€nica do parasito recentemente associada ao tratamento eficaz
com miltefosina (CARNIELLI et al., 2018; FLORENCIO et al., 2025). Vale ressaltar as
demais variantes descritas para esse isolado no presente trabalho, que representam novos

potenciais marcadores que deverdo ser investigados em estudos futuros, apds confirmagao

utilizando um nimero maior de amostras.

O género Leishmania ¢ amplamente reconhecido por sua elevada plasticidade
gendmica, que atua como uma importante estratégia adaptativa frente a diferentes pressdes
(ROGERS et al., 2011). Estudos reforcam que a variacdo da somia cromossdmica constitui
uma caracteristica bioldgica intrinseca a esse género, desempenhando um papel funcional na
adaptagdo a condigdes experimentais e ambientais distintas (DUMETZ et al., 2017). Embora
esses parasitos tenham sido por muito tempo considerados essencialmente diploides (2n),
evidéncias acumuladas ao longo das ultimas décadas demonstram que estados de triploidia
(3n), tetraploidia (4n) e até pentaploidia (5n) sdo relativamente comuns em Leishmania,
refletindo mecanismos dindmicos de resposta as pressdes seletivas impostas ao longo do ciclo

de vida do parasito (UBEDA et al., 2008; LACHAUD et al., 2014).

O ntimero estimado de copias cromossdmicas para os 36 cromossomos de L. infantum
nos isolados M03 e MOS5 evidenciou a ocorréncia de cromossomos dissomicos (valor 2 no
eixo y), trissomicos (valor 3) e tetrassomicos (valor 4). Ambos os isolados apresentaram
perfil cariotipico predominantemente dissomico, com 34 dos 36 cromossomos mantendo duas
copias. Adicionalmente, observou-se a presenga de cromossomos com profundidade de
leitura intermediaria, como o cromossomo 20 no isolado M03, que apresentou valor entre 2 ¢
3. Este padrao pode refletir o fendmeno de aneuploidia em mosaico, caracterizado pela
coexisténcia de subpopulacdes celulares com diferentes niimeros de copias cromossdmicas
dentro de uma mesma cultura parasitaria, ou indicar amplificacdes segmentares de regides

especificas do cromossomo (ROGERS et al., 2011; FRANSSEN et al., 2020).
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Estudos comparativos nao apresentaram o padrdo predominantemente dissomico de
ploidia observado neste trabalho. Rogers et al. (2014), Downing et al. (2011) e Teixeira et al.
(2017) analisaram 49 isolados clinicos do complexo L. infantum/L. donovani provenientes do
Nepal, Turquia e Brasil (Rio Grande do Norte), demonstrando que apenas quatro
cromossomos (19, 28, 30 e 34) eram predominantemente dissdmicos nas trés populagdes.
Especificamente nos isolados brasileiros, sete cromossomos (17, 19, 21, 28, 30, 34 e 36)
mantiveram a dissomia em todos os isolados analisados, sugerindo conservacao de somias
entre diferentes populacdes geograficas (Figura 8). Entretanto, nesses estudos, diversos
cromossomos apresentaram polissomia, contrastando com os achados nos isolados MO03 e

MOS5 aqui analisados, nos quais 34 dos 36 cromossomos mantiveram-se dissdmicos.

A Unica exce¢do ao padrao dissomico observado nos isolados M03 e MOS5 foi o
cromossomo 31, que apresentou tetrassomia (4n) em ambos os isolados. Este padrio ¢é
amplamente conservado no género Leishmania, conforme demonstrado por estudos com
diferentes populacdes e espécies. Dumetz et al. (2017) identificaram pelo menos tetrassomia
do cromossomo 31 em todas as linhagens experimentais de L. donovani analisadas, enquanto
Imamura et al. (2016) corroboraram esse achado em 204 cepas de L. donovani do
subcontinente indiano. A conservacao evolutiva da tetrassomia do cromossomo 31 tem sido
atribuida a sua composi¢ao génica especifica, particularmente o enriquecimento em genes
envolvidos no metabolismo do ferro e em fungdes redox. Sugere-se que a poliploidia desse
cromossomo constitui uma estratégia adaptativa para otimizar a captagdo de ferro e
amplificar a expressdo de proteinas ferro-enxofre, essenciais para reagdes de
oxidacdo-reducdao e sintese de metabolitos fundamentais para a sobrevivéncia do parasito

(VALDIVIA et al. 2015).

E importante considerar que a diferenca observada entre o perfil cariotipico dos
isolados M03 e MO5 e aqueles reportados em estudos anteriores pode estar relacionada ao
numero de passagens em cultura realizadas antes do sequenciamento. Os isolados M03 e M05
foram sequenciados logo nas primeiras passagens, minimizando a exposi¢do as condic¢oes
artificiais de cultivo. Sabe-se que passagens sucessivas in vitro podem induzir alteragdes no
nimero de copias cromossomicas em Leishmania, favorecendo o surgimento de polissomias
(DUMETZ et al., 2017). Dessa forma, o perfil predominantemente dissdmico observado

neste estudo pode refletir um estado gendmico mais proximo ao encontrado in vivo.
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Embora certos padrdes de ploidia sejam conservados, a aneuploidia em Leishmania
ndo constitui um fendmeno estatico, mas ¢ altamente dindmica e dependente do ambiente e
do estagio do parasito. Niveis elevados de aneuploidia foram observados em promastigotas
mantidas in vitro, enquanto em amastigotas isoladas de hamsters ocorreu reducao progressiva
desse fendmeno, acompanhada pelo surgimento de novas polissomias (DUMETZ et al.,
2017). Além disso, as variagdes no nimero de copias cromossOmicas mostraram correlagao
com os niveis de transcritos correspondentes, sustentando a hipétese de que a aneuploidia em
Leishmania constitui uma estratégia adaptativa para modular a dosagem génica, sendo
potencialmente relevante para a adaptacdo a pressoes seletivas, como aquelas associadas ao
hospedeiro e ao tratamento farmacolégico (DUMETZ et al., 2017; IANTORNO et al.,
2017.).

Leishmania spp. pode apresentar um perfil de mosaicismo aneupldide, no qual
diferentes células de uma mesma populacdo clonal exibem combinagdes variadas de mono-,
di- e trissomias cromossomicas (LACHAUD et al., 2014; MANNAERT et al., 2012;
CARVALHO et al., 2020). Evidéncias obtidas a partir de abordagens experimentais e
gendmicas indicam que populagdes clonais de promastigotas podem conter diversidade
cariotipica significativa, com a coexisténcia de multiplos caridtipos distintos dentro de uma

mesma populacao de promastigotas (STERKERS etz al., 2010; NEGREIRA et al., 2021).

Esse cenario reflete a presenca de populacdes mistas, caracterizadas pela ocorréncia
simultanea de diferentes subpopulagdes genomicas, o que resulta em elevada variabilidade
fenotipica e pode influenciar diretamente processos como viruléncia e adaptacdo a estresses
ambientais (SHAW et al., 2016; NEGREIRA et al., 2021). Estudos recentes, incluindo
abordagens de alta resolucdo, demonstram que mesmo populacdes derivadas de um tunico
clone pode rapidamente gerar milhares de caridtipos distintos, evidenciando que a
aneuploidia em Leishmania ¢ altamente dindmica e intrinseca a biologia do parasito
(NEGREIRA et al., 2021). Nesse contexto, 0 mosaiciSmo cromossdmico surge como um
reservatorio de diversidade gendmica prontamente disponivel para selecdao, favorecendo a

sobrevivéncia do parasito frente a diferentes desafios.

Adicionalmente, andlises baseadas em genomas completos indicam que a
variabilidade genética de Leishmania nao se restringe ao genoma nuclear, abrangendo
também diferengas no genoma mitocondrial, com impacto direto sobre o fenotipo dos

isolados. Um estudo conduzido com isolados clinicos de Leishmania infantum do norte da
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Africa demonstrou a existéncia de perfis distintos de variagdo nuclear ¢ mitocondrial, bem
como uma associagdo entre alteragdes no padrdo do DNA mitocondrial (mtDNA) e a
resisténcia aos antimoniais (BUSSOTTI et al, 2020). Esses achados sugerem que a
diversidade gendmica observada pode atuar de forma complementar aos efeitos do
mosaicismo de somia cromossdmica, reforcando a nog¢ao de que multiplos mecanismos

gendmicos contribuem de maneira integrada para os processos de adaptagao e resisténcia.

Nesse sentido, embora a variacdo de somia represente um importante mecanismo
adaptativo, ela nem sempre ¢ suficiente, de forma isolada, para explicar fenétipos complexos,
como a resisténcia a farmacos. Torna-se necessaria, portanto, a consideragao de outras fontes
de variagdo genOmica, incluindo componentes mitocondriais que normalmente tém sido
negligenciados nas analises com sequenciamento de nova geracdo (NGS) (CAMACHO et al.,

2019; BUSSOTTI et al., 2020).

No presente estudo, a analise conduzida com os isolados M03 e M05 concentrou-se
exclusivamente no genoma nuclear e ndo incluiu a investigacio do DNA do cinetoplasto
(kDNA), caracteristico dos tripanossomatideos. Esse aspecto torna-se particularmente
relevante a luz dos resultados obtidos, uma vez que os isolados analisados, apesar de
apresentarem perfis fenotipicos contrastantes de suscetibilidade a farmacos, exibiram padrdes
de somia cromossomica notavelmente semelhantes. Dessa forma, a inclusdo de analises
voltadas ao genoma mitocondrial em estudos futuros pode fornecer informagdes adicionais
importantes para a compreensdo dos mecanismos moleculares associados a resisténcia
observada no isolado MO03, complementando os achados baseados na analise do genoma

nuclear.

Além das variacdes no numero de copias cromossomicas, a diversidade gendmica em
Leishmania manifesta-se também através de variantes de nucleotideo tnico (SNPs) e
variagOes estruturais, como inser¢oes e delecdes (indels). A analise da distribuigdo dessas
variantes ao longo do genoma pode revelar regides de instabilidade gendmica e identificar
potenciais marcadores moleculares associados a fenotipos especificos, como a resisténcia a

farmacos.

A analise da distribuicdo de SNPs nos isolados M03 e M05, revelou uma distribuigao
heterogénea, com variagdo consideravel no numero de variantes entre os diferentes

cromossomos, oscilando de 59 a 361 SNPs. Notavelmente, ambos os isolados apresentaram
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padrao concordante de acumulo de variantes, com os cromossomos 12, 22, 27 e 35
concentrando o maior numero de SNPs. No isolado M03, esses cromossomos apresentaram
347, 361, 271 e 278 variantes, respectivamente, enquanto no isolado M05 foram identificadas

324, 351, 265 e 273 variantes (Figuras S4 e S5).

Esse padrao de acimulo de variantes em cromossomos especificos encontra respaldo
em estudos prévios com Leishmania spp. Carvalho et al. (2020), ao analisarem 30 genomas
de isolados clinicos de L. (L.) infantum do Piaui e do Maranhdo, identificaram que os
cromossomos 12, 22, 27 e 36 exibiam a maior quantidade de variacdo (Figura 11).
Notavelmente, esses mesmos cromossomos (12, 22, 27 e 36) concentraram o0 maior nimero
de variantes nos isolados aqui analisados, reforcando a hipdtese de que essas regides
representam hotspots de instabilidade gendmica evolutivamente conservados no complexo L.

infantum/L. donovani.

A analise de Carvalho et al. (2020) demonstrou que, apos a normalizacao pelo
tamanho dos cromossomos, apenas os cromossomos 12, 22 e 27 permaneceram em destaque,
indicando que a acumulacdo de variantes neste caso ocorreu de forma desproporcional ao seu
comprimento. Esse resultado sugere que a concentracdo de variantes nao esta relacionada
apenas ao tamanho cromossdémico ou ao numero total de genes, mas possivelmente a pressoes
seletivas especificas e a presenca de genes com fungdes biologicas criticas. Nesse contexto, o
cromossomo 22 merece aten¢do especial por abrigar genes da familia A2, amplamente
associados ao processo de visceralizacdo em L. donovani. Dessa forma, a elevada densidade
de variantes observada nesse cromossomo pode ter implicagdes funcionais diretas na
adaptagdo e na viruléncia do parasito no hospedeiro vertebrado (ZHANG et al., 2001;

CARVALHO et al., 2020).

Do ponto de vista funcional, a densidade de variantes também pode ser influenciada
pela ploidia dos cromossomos. Episédios de monossomia reduzem a heterozigosidade,
levando a uma menor densidade de SNPs, enquanto amplificagdes cromossdmicas promovem
o ganho de heterozigosidade e aumentam a densidade de variantes, pois cOpias adicionais
favorecem uma evolugdo mais flexivel (SPATH et al., 2025). Um exemplo recorrente ¢ o
cromossomo 31, cuja condi¢do esta associada ao acumulo de polimorfismos e a manutencao
de hapldtipos distintos (conjuntos de variantes genéticas herdadas que podem conferir
vantagens adaptativas especificas). Assim, a aneuploidia ndo apenas amplia a plasticidade

genOmica, mas também molda o repertério de variantes disponiveis para a sele¢do natural,
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favorecendo a adaptacido do parasito (CHEN et al., 2012; SPATH et al., 2025; FLORENCIO
et al., 2025).

Adicionalmente, a analise da densidade de SNPs em genes especificos pode revelar
alvos preferenciais da diversificacdo adaptativa. Nesse contexto, o gene que apresentou maior
densidade de SNPs em ambos os isolados foi o LINF 350010200, anotado como um putativo
proteofosfoglicano (PPG3). Os proteofosfoglicanos constituem uma familia de
glicoconjugados altamente glicosilados que desempenham papéis centrais na biologia de
Leishmania, estando envolvidos tanto na interacdo com o vetor flebotomineo quanto na
infeccao do hospedeiro vertebrado. Em particular, Leishmania secreta um gel rico em PPGs
conhecido como Promastigote Secretory Gel (PSG), o qual se acumula no intestino médio
dos flebotomineos e facilita a transmissdo por meio da obstrugdo fisica do trato digestivo,
promovendo a regurgitagdo de formas infectantes durante o repasto sanguineo (ROGERS,
2012). Além de sua funcdo na transmissdao, PPGs podem conferir protecdo aos promastigotos
contra enzimas digestivas do vetor, aumentando a sobrevivéncia dos parasitos durante o
desenvolvimento no intestino do inseto (ROGERS, 2012). Essas moléculas também modulam
a resposta imune do hospedeiro vertebrado, influenciando a ativagdo de células como
macréfagos e neutrofilos, e potencialmente favorecendo a persisténcia da infeccao (ROGERS

et al.,2009; ROGERS, 2012).

A elevada variabilidade observada no LINF 350010200 nos isolados M03 ¢ MO05
pode refletir a importancia adaptativa dessa classe de genes. Estudos gendmicos em
Leishmania infantum demonstram que genes associados a glicoconjugados de superficie,
como os PPGs, sdo frequentemente varidveis entre diferentes isolados e regides geograficas,
sugerindo pressdes seletivas decorrentes das interacdes com hospedeiros e vetores distintos
(PATINO et al., 2021). A combinacio de densidade elevada de SNPs e possiveis variagdes no
numero de copias em LINF 350010200 pode indicar que a modulagao estrutural ou funcional
dessa proteina contribui para a plasticidade fenotipica dos parasitos, influenciando
caracteristicas como a eficiéncia de coloniza¢do vetorial, a modulagdo de respostas imunes do
hospedeiro e, possivelmente, aspectos da viruléncia ou adaptagdo a ambientes

epidemiologicos especificos.

A andlise comparativa do perfil gendmico dos isolados M03 e MO5 revelou que,
apesar da alta similaridade em somia cromossdmica e distribuicdo de SNPs, uma diferenca

estrutural marcante distingue esses dois isolados: a presenga de uma delecio
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subcromossomica de aproximadamente 12 kb no cromossomo 31 do isolado M03, ausente no
isolado MO05. Essa delegdo afeta especificamente o locus MSL, removendo quatro genes
(LINF_ 310031200, LINF _310031300-T1, LINF 310031400-T1 e LINF_310031500) que
tém sido amplamente associados a suscetibilidade a miltefosina. Os genes deletados incluem
ecto-nucleotidases (NUC1 e NUC2) envolvidas na suscetibilidade ao firmaco (CARNIELLI
et al., 2022). A perda dessas enzimas altera o metabolismo celular, levando ao aumento do
contetdo lipidico basal, incluindo o ergosterol, que pode funcionar como reservatorio para a
miltefosina, reduzindo sua eficicia. Além disso, estudos mostram que isolados portadores
dessa delegao apresentam melhor capacidade de controlar desequilibrios lipidicos e o
acumulo de 6xido nitrico en macrdéfagos, o que sugere também um papel na modulacdo da
resposta imune do hospedeiro (GUIMARAES-COSTA et al., 2014; CARNIELLI et al., 2022;
BHUSAL et al., 2025).

Interessantemente, essa delecao foi descrita como estavel mesmo em um contexto de
aneuploidia em mosaico, uma vez que abrange todas as copias do cromossomo 31, indicando
forte pressdo seletiva favorecendo sua manutencdo em populacdes do Brasil e de outros
paises da América Latina. Evidéncias apontam que a perda simultdnea desses quatro genes
ocorre provavelmente por recombinacdo homologa entre elementos repetitivos adjacentes a
regido deletada, um mecanismo que favorece o surgimento recorrente dessa alteracdo em
diferentes contextos (CARNIELLI et al., 2018; SCHWABL et al., 2021). Entretanto, apesar
de sua relevancia funcional, os fatores responsaveis pelo aparecimento dessa delecdo em
multiplas regides do Brasil permanecem desconhecidos. Sua abundancia e distribuicao
geografica ainda sdo pouco caracterizadas, mas sua presen¢a consistente em isolados das
Américas sugere que confere uma vantagem adaptativa, possivelmente associada ao aumento

da transmissibilidade (SCHWABL et al., 2021).

Estudos recentes indicam que parasitos portadores dessa dele¢do exibem fendtipos
complexos: embora apresentem menor capacidade de infectar macrofagos e sobreviver a
armadilhas extracelulares de neutrofilos, demonstram metaciclogénese aumentada e elevada
taxa de colonizagdo em vetores, favorecendo a disseminagao populacional (BHUSAL et al.,
2025). Nesse sentido, analises mais aprofundadas da diversidade genética e do impacto
epidemiologico de cepas portadoras da delecdo sao fundamentais para compreender quais
pressdes seletivas sustentam a manutengdo desse genodtipo e suas implicagdes para o controle

da LV. A presenca dessa dele¢do no isolado M03 ndo apenas reforga a associacdo direta entre
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a perda do locus MSL e a resisténcia a miltefosina, mas também evidencia como
modificagdes estruturais no genoma podem simultaneamente reduzir a patogenicidade no
hospedeiro vertebrado e aumentar a transmissibilidade no vetor, configurando uma estratégia

evolutiva complexa de adaptacao do parasito.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo realizou uma analise genomica comparativa de dois isolados
clinicos simpatricos de L. infantum provenientes do Maranhdo, revelando diferengas
genéticas pontuais marcantes que se refletem em perfis contrastantes de resposta a farmacos.
Apesar da alta similaridade no padrdo de somia cromossdmica, com ambos os isolados
apresentando perfil predominantemente dissomico em 34 dos 36 cromossomos, um aumento
de somia no cromossomo 20 do isolado resistente e tetrassomia conservada do cromossomo
31, foi identificada uma diferenga estrutural critica: a delecdo do l6cus MSL no isolado
resistente M03. A conservagdo evolutiva da tetrassomia do cromossomo 31, observada nos
dois isolados e corroborada por estudos com diferentes populagdes geograficas, reforga a

importancia funcional dessa alteracao.

A confirmacdo da dele¢do de aproximadamente 12 kb no l6cus MSL do isolado M03,
envolvendo quatro genes incluindo as ecto-nucleotidases NUC1 e NUC2, estabelece uma
associacao direta com o fenotipo de resisténcia a miltefosina observado previamente. Essa
alteracdo estrutural, mantida de forma estdvel em todas as copias do cromossomo 31,
demonstra forte pressdo seletiva favorecendo sua manutengdo. Os achados sdo consistentes
com evidéncias de que parasitos portadores dessa dele¢do apresentam fendtipos complexos,
com metaciclogénese aumentada e maior capacidade de colonizagdo em vetores,
configurando uma estratégia evolutiva que favorece a transmissibilidade em detrimento da

patogenicidade no hospedeiro vertebrado.

A distribuicdo de SNPs revelou padrdo concordante de acimulo de variantes nos
cromossomos 12, 22, 27 ¢ 35 em ambos os isolados, consistente com estudos prévios que
identificam essas regides como hotspots de instabilidade gendmica em L. infantum. A
concentracdo desproporcional de variantes nesses cromossomos, particularmente no
cromossomo 22 que abriga genes da familia A2 associados a visceralizagdo, sugere que
pressoes seletivas especificas e a presenca de genes com fungdes biologicas criticas moldam

o repertorio de variagdo gendmica disponivel para adaptagao do parasito.

Os resultados obtidos demonstram que a resisténcia a farmacos em Leishmania nao
pode ser atribuida exclusivamente a variagcdes de ploidia, mas resulta de uma combinagdo de

mecanismos gendmicos que incluem modificagdes estruturais como a delecdo do 16cus MSL.



48

As demais variantes descritas para o isolado M03 no presente trabalho representam novos
potenciais marcadores moleculares que deverdo ser investigados em estudos futuros, apos

confirmagao utilizando um ntimero maior de amostras.

Esses resultados destacam a importancia da analise gendmica como ferramenta
indispensavel para compreender a plasticidade genética em L. (L.) infantum. A capacidade do
parasito de acumular variagdes estruturais e pontuais, moduladas por aneuploidia e eventos
de recombinagdo, assegura sua notavel resiliéncia frente a diferentes pressdes seletivas,
incluindo a imunidade do hospedeiro € o uso de farmacos. Este trabalho reforga a necessidade
de abordagens gendmicas integradas para a compreensdo dos mecanismos de resisténcia a
farmacos em leishmanioses, considerando ndo apenas o genoma nuclear mas também
componentes mitocondriais que podem contribuir de forma complementar para fenotipos
complexos. Nesse contexto, monitorar a diversidade gendmica e a distribui¢do de variantes
entre isolados clinicos ¢ essencial para o desenho de estratégias terapéuticas mais eficazes e
para o controle da LV no Brasil, sobretudo diante da crescente preocupacio com a resisténcia
medicamentosa. A caracterizagdo molecular da delecdo do locus MSL em isolados do
Maranhao contribui para o conhecimento sobre a distribui¢do geografica e abundancia desse
gendtipo no Brasil, fornecendo subsidios importantes para o desenvolvimento de estratégias

de vigilancia epidemiologica e controle da leishmaniose visceral nas Américas.
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APENDICE A - MATERIAL SUPLEMENTAR
Figura S1 - Distribui¢do de qualidade por sequéncia

FastQC: Per Sequence Quality Scores
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Distribui¢do das pontuagdes médias de qualidade Phred por sequéncia para os isolados M03, MO05 e
referéncia JPCMS5. A maioria das ~7 milhdes de reads apresenta qualidade elevada (Phred 35-40),
com acuracia >99,9%. Auséncia de reads de baixa qualidade (Phred <20) confirma confiabilidade dos
dados. Fonte: FastQC/MultiQC.

Figura S2 - Pontuacdes médias de qualidade por posicao de base
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FastQC: Mean Quality Scores
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Pontuagdes médias de qualidade Phred ao longo das posigoes de base das sequéncias para os isolados
MO03, MO05 e genoma de referéncia JPCMS5. Valores >28 (verde) indicam alta qualidade. Todas as
amostras mantiveram escores >35, demonstrando excelente qualidade do sequenciamento. Fonte:
FastQC/MultiQC.

Figuras S4 e S5 - Distribuigdo de variantes gendmicas por cromossomo nos isolados M03 e
MO5
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Distribuicdo de variantes por cromossomo - Isolado M05
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Numero de variantes identificadas em cada um dos 36 cromossomos dos isolados clinicos M03 e
MO5. A distribuicdo ndo uniforme indica a existéncia de regides gendmicas potencialmente mais
suscetiveis a eventos mutacionais, possivelmente associadas a hotspots de instabilidade. Fonte:

Elaborada pela autora no RStudio Posit, pacote ggplot2.



