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RESUMO

Leptospira refere-se a um género de bactérias espiroquetas, com algumas
espécies sendo ambientais e outras patogénicas, responsaveis pela
leptospirose, uma doenca zoonética globalmente importante. A compreensao
dos mecanismos moleculares tem sido essencial para o desenvolvimento de
estratégias mais eficazes de prevencdo e tratamento dessa doenca. Nesse
sentido, a pesquisa cientifica continua avancando na era pés-gendémica, visando
uma melhor compreenséo da patogénese da leptospirose e a identificacdo de
alvos terapéuticos potenciais. A gendmica, que investiga o conjunto completo de
genes de um organismo, tem sido particularmente Gtil para o género Leptospira,
permitindo caracterizar a organizagao estrutural do genoma, identificar novos
mecanismos envolvidos, como elementos genéticos moveis e plasticidade
gendmica na adaptacdo ao ambiente e na patogenicidade. Além disso, a
abordagem filogendmica multilocus tem proporcionado a reclassificacdo e a
identificacdo mais assertiva de novas linhagens, bem como a reconstru¢cao mais
detalhada das relacdes evolutivas entre as espécies, revelando novos padrées
de divergéncia e eventos de especiacdo. No entanto, ainda ha uma limitacao
relacionada a quantidade limitada de genomas completos sequenciados.
Recomendamos direcionar esfor¢os a estudos filogendmicos mais abrangentes,
identificando loci génicos especificos, como os perfis alélicos Multi-locus
Sequence Typing, que poderiam ser utilizados no desenvolvimento de testes de
diagndstico molecular mais sensiveis e especificos para leptospirose. Esses
estudos forneceriam informagdes cruciais para a saude publica e para a

implementacéo de estratégias de controle e prevencao dessa doenca.

Palavras-chave: genbmica de Leptospira; diversidade genética em Leptospira;

loci génicos, filogendmica bacteriana.



ABSTRACT

Leptospira refers to a genus of spirochete bacteria, with some species being
environmental while others are pathogenic, responsible for the globally significant
zoonotic disease leptospirosis. Understanding the molecular mechanisms has
been crucial in developing more effective prevention and treatment strategies
against this disease. Therefore, scientific research continues to advance in the
post-genomic era, aiming for a better understanding of leptospirosis
pathogenesis and the identification of potential therapeutic targets. Genomics,
which investigates the complete set of genes in an organism, has proven
particularly useful for the genus Leptospira, enabling the characterization of
genome structural organization and identifying novel mechanisms such as mobile
genetic elements and genomic plasticity in adaptation to the environment and
pathogenicity. Furthermore, the multilocus filogenomics approach has allowed for
more accurate reclassification and identification of new lineages, as well as more
detailed reconstruction of evolutionary relationships between species, revealing
new divergence patterns and speciation events. However, a limitation still exists
regarding the limited number of fully sequenced genomes. We recommend
directing efforts towards more comprehensive filogenomic studies, identifying
specific gene loci, such as Multi-locus Sequence Typing allelic profiles, which
could be used in the development of more sensitive and specific molecular
diagnostic tests for leptospirosis. These studies would provide crucial information
for public health and the implementation of control and prevention strategies for
this disease.

Keywords: Leptospira genomics; genetic diversity in Leptospira; gene loci,
bacterial phylogenomics.
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1. Introducéo

1.1.Género Leptospira

1.1.1. Morfologia e fisiologia

O nome do género Leptospira foi proposto pela primeira vez por Hideyo
Noguchi, em 1918, com o objetivo de diferenciar a bactéria causadora da
sindrome de Weil, uma importante zoonose estudada, das demais espiroguetas
conhecidas na época (ADLER, 2015).

Pertencentes a familia Leptospiraceae, as bactérias do género Leptospira
sdo classificadas como Gram-negativas (TRABULSI E ALTERTHUM, 2015;
KUNJANTARACHOT et al.,, 2022; OLIVEIRA et al., 2021). Todavia, a sua
morfologia somada a alta motricidade dificulta a observacéo de Leptospira nos
microscopios o6pticos comuns, 0 que torna a microscopia de campo escuro a
principal forma de analise do género (TRABULSI E ALTERTHUM, 2015).
Quando em cortes histoldgicos, podem ser visualizadas através de técnicas de
impregnacdo pela prata e imuno-histoquimica (ZUCKERT et al., 2019;
KUNJANTARACHOT et al., 2022).

As espécies de Leptospira possuem estrutura de aparéncia fina, alongada
e helicoidal, com extremidades retas ou em ganchos (AHMED et al., 2012). O
género mede por volta de 0,1 um de largura por 10-20 um de comprimento (;
PICARDEAU, 2017). Sua outra caracteristica notavel é a presenca de
endoflagelos em sua estrutura (PICARDEAU, 2017; FULE et al.,2021;
HOLZAPFEL et al., 2022).

Os endoflagelos ou filamentos axiais séo estruturas distintas dos flagelos
comuns das bactérias, em razdo de estarem completamente contidos dentro da
célula (MADIGAN et. al., 2016; PICARDEAU, 2017). S0 compostos por um eixo
central que é cercado por uma bainha proteica, composta principalmente por
flagelina (ALBERTS et al., 2017; SAN MARTIN et al., 2022). A principal fungéo

dos endoflagelos € mover a célula através de movimentos rotatérios, permitindo
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gue as espiroquetas consigam transitar em ambientes viscosos ou liquidos
(PICARDEAU, 2017).

Cada célula dispbe de dois tipos de endoflagelos no seu periplasma
(ADLER, 2015). Com base nas descri¢oes feitas por San Martin et al. (2022), o
primeiro realiza movimento de translacdo, deslocando-se rapidamente em arcos
ou linha reta. Ja o segundo endoflagelo realiza movimento de rotagdo ao longo
do seu préprio eixo (PICARDEAU, 2017; SAN MARTIN et al.,, 2022). Os
endoflagelos se fixam nos polos da bactéria e se movimentam de maneira

semelhante aos flagelos bacterianos externos (PICARDEAU, 2017).

As leptospiras sdo sensiveis a variagdo ambiental, efeito caracteristico do
grupo de espiroquetas (PICARDEAU, 2020). O seu crescimento e
desenvolvimento acontece a temperatura 6tima de 28 a 30°C eem pH de 7,2 a
7,6, (PICARDEAU, 2017; PICARDEAU, 2020). Sua morfologia pode se alterar
por problemas no cultivo, mostrando-se incomumente longas, com padréo de
gaivota e com a mobilidade reduzida (TRABULSI e ALTERTHUM, 2015).

Na natureza, o género pode ser encontrado em ambientes como solo,
pocas e lama, rios, agudes, lagos e outros espacos de agua doce (DAROZ et al.,
2021; PICARDEAU, 2017; UNDER et al., 2023). Leptospiras tem uma
capacidade natural de se aglutinarem, pela sua membrana externa rica em
lipoproteinas e pela morfologia helicoidal (PICARDEAU, 2020; PHILIP et al.,
2018). Além dessa adesao célula-célula, essa bactéria também é capaz de
formar biofilmes, populagcdes ou comunidade de organismos aderidos a uma
superficie (PICARDEAU, 2020; MEGANATHAN et al., 2022).

A matriz que forma o biofilme é autoproduzida e feita de substancias
poliméricas extracelulares (SANTOS et al., 2021; ACKERMANN et al., 2021).
Esses EPS contém polissacarideos, acidos nucleicos, proteinas, lipidios, outros
carboidratos e qualquer elemento pertencente ao meio ambiente onde a bactéria
esta inserida (CARVALHO et al., 2023; MEGANATHAN et al., 2022; SANTOS et
al., 2021).

1.1.2. Leptospirose e sorovariedades
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A leptospirose € uma doenca infecciosa causada por bactérias
patogénicas do género Leptospira (MORENO et al., 2016; PICARDEAU, 2017,
SURDEL et al., 2022). E uma zoonose de ampla ocorréncia e pode variar de uma
colonizagdo assintoméatica até infeccdes com alto indice de mortalidade em
regides tropicais e subtropicais do mundo, especialmente em areas com
condicOes sanitarias precarias (BALAMURUGAN et al., 2013; PUI et al., 2017).
Dada a sua abrangéncia médica e veterinaria, a leptospirose é uma patologia
amplamente estudada em todo planeta (COSTA et al., 2015; ANDRE-
FONTAINE et al., 2015; PUI et al., 2017).

Dentro do género Leptospira, o sorovar € uma classificagdo subespecifica
e é definido pela técnica de aglutinacdo e absorcao cruzada (CAAT), através de
um soro homadlogo especifico de coelho (CAIMI e RUYBAL, 2020; PUI et al.,
2017). Neste processo sdo analisadas as variabilidades de LPS na membrana
externa da bactéria. Existem mais de 300 sorovares de leptospira identificados
até o momento (CAIMI e RUYBAL, 2020). O aprendizado acerca desses
sorovares auxiliam na compreenséo e fornece informacgdes valiosas sobre uma
das zoonoses mais importantes para a saude publica no mundo, a leptospirose
(GALVAO et al., 2020; PUI et al., 2017).

O teste de microaglutinacdo (Microscopic Agglutination Test), ou MAT, é
um exame soroldgico amplamente utilizado no diagndstico da leptospirose
(DREYFUS et al., 2022; JAYASUNDARA et al.,, 2021). Ele é considerado o
padrdo ouro para identificar a presenca de anticorpos especificos contra
Leptospira no soro do paciente (STRUTZBERG-MINDER et al., 2022; DREYFUS
et al., 2022). O MAT permite a deteccdo de anticorpos especificos contra
diferentes sorovares de Leptospira. Ele pode ajudar a identificar o sorogrupo da
bactéria envolvida na infeccéo e auxiliar no monitoramento soroloégico ao longo
do tempo (JAYASUNDARA et al., 2021).

E importante ressaltar que a realizacdo correta do teste de
microaglutinagcdo requer técnicas de laboratorio adequadas, incluindo o uso de
controles positivos e negativos para garantir a confiabilidade dos resultados

(GUEDES et al., 2021). O soro do paciente é diluido e adicionado a uma placa
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de microtitulacdo contendo os antigenos especificos da Leptospira e apos a
incubacao, a presenca ou auséncia de aglutinacdo € observada no microscopio
(STRUTZBERG-MINDER et al., 2022; DREYFUS et al., 2022; RAMIN et al.,
2023). O titulo de anticorpos é determinado pela diluicAdo mais alta do soro que
ainda apresenta aglutinagéo e a interpretacéo do resultado considera o titulo dos
anticorpos, padrées de reatividade e a correlacéo clinica do paciente (; RAMIN
et al., 2023; GUEDES et al., 2021).

Na bovinocultura, a presenca da leptospirose no rebanho, pode haver
atraso na concepcao e/ou abortos (MONTES e MONTI, 2021; SURDEL et al.,
2022; BARBOSA et al.,, 2023), devido a alteragBes histolégicas no sistema
reprodutor das fémeas (TRABULSI e ALTERTHUM, 2015; BALAMURUGAN et
al., 2013; MENY et al.,, 2017). Montes e Monti (2021) também cita que a
leptospirose bovina pode levar ao nascimento de bezerros imunodeficientes, o

gue culmina na diminui¢do temporéaria da producéo leiteira.

A Leptospira borgpetersenii € uma espécie patogénica comum que
infectam humanos e animais. Essas bactérias tém uma distribuicdo geografica
ampla e sdo frequentemente associadas a casos de leptospirose em areas rurais
(MENY et al., 2017). Algumas cepas de L. borgpetersenii sdo particularmente
patogénicas para bovinos e outros animais de criagdo (BALAMURUGAN et al.,
2013; MENY et al., 2017).

As formas graves de leptospirose em humanos incluem a Sindrome de
Weil, que € caracterizada por ictericia, insuficiéncia renal e hepatica,
hemorragias e comprometimento do sistema nervoso central (BRITO et al., 2021,
ZAMBRANO-URBANO et al., 2020); e a Febre Hemorragica da Leptospirose,
gue pode levar a um choque séptico e falecimento em poucos dias (TRABULSI
e ALTERTHUM, 2015).

A sindrome pulmonar severa causada por infec¢do por Leptospira é uma
manifestacdo clinica grave da leptospirose (SILVA et al., 2017; LUDWIG et al.,
2017). Embora a forma pulmonar seja menos comum em comparacdo com
outras apresentacdes da leptospirose, ela pode ser grave e potencialmente fatal
(SCHULLER et al., 2015; SCHULZE et al., 2014; LUDWIG et al., 2017). E

caracterizada por uma resposta inflamatéria intensa nos pulmdes, levando a
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lesdo pulmonar aguda e insuficiéncia respiratoria (SILVA et al., 2017,
NICODEMO et al., 2021; SCHULZE et al., 2014).

A infeccdo de humanos se da através da exposicéo a agua, ao solo ou a
urina de animais infectados (ADLER, 2015; SURDEL et al., 2022; NALLY et al.,
2016). A vacinagcdo desses animais, além da implementagdo de medidas de
controle de roedores, pode ajudar a reduzir a transmissao da leptospira em
ambientes urbanos e rurais (PICARDEAU, 2017; SURDEL et al., 2022).

A leptospirose envolve complexos mecanismos moleculares. A infeccéo
se inicia com a adeséao das leptospiras as células do hospedeiro, seguida pela
invasao e sobrevivéncia intracelular (CAMPOS, 2020; BARBOSA et al., 2022).
Essas bactérias sdo capazes de invadir o sistema imunolégico do hospedeiro
através de modificacdes em suas proteinas de superficie e producdo de toxinas
(CHEN et al., 2020; ATAIDES et al., 2023). A disseminacéo das leptospiras pelo
organismo permite sua colonizagao em diversos 6rgéos e tecidos, resultando na
ampla variedade de sintomas observados na leptospirose (CAMPOS, 2020;
BARBOSA et al., 2022; CILIA et al., 2021).

Os mecanismos moleculares da leptospirose envolvem a ativacéo de
diversos genes importantes para a adesao, invasao, sobrevivéncia intracelular e
evasdo do sistema imunolégico pelas leptospiras (DENEKE et al., 2020;
referéncias). Entre os principais marcadores moleculares estdo os genes ligB e
ligA, envolvidos na adesdo e invasdo das bactérias (HSU e YANG, 2022;
SARAULLO, 2020; SARAULLO et al, 2021;); os genes sph2 e sphA,
relacionados a sobrevivéncia intracelular (ASHIBA et al., 2022; ATAIDES et al.,
2023); e o0s genes envolvidos na sintese do lipopolissacarideo (LPS),
componente da parede celular bacteriana (HSU e YANG, 2022; CHEN et al.,
2020).

Além disso, toxinas como a hemolisina SphH e a leptolisina O também
desempenham um papel na patogenicidade da infeccdo (ASHIBA et al., 2022;
ATAIDES et al., 2023). Reguladores de viruléncia, como os reguladores de dois
componentes, influenciam a expressédo génica e a viruléncia dentro do género
Leptospira (HSU e YANG, 2022;).
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A compreensdo desses mecanismos moleculares é fundamental para o
desenvolvimento de estratégias de prevencao e tratamento mais eficazes contra
essa doenca. A pesquisa cientifica continua a avancar nesse campo, em busca
de uma melhor compreenséo da patogénese da leptospirose e da identificacéo

de alvos terapéuticos potenciais.

1.2. Genbmica

Os seres vivos tém como caracteristica fundamental a presenca de um
conjunto de genes, que contemplam sequéncias de DNA reguladoras e
codificantes. (GRIFFITHS et. al.,2013). Esse conjunto chama-se genoma
(SEEHAUSEN et al., 2014; SNUSTAD e SIMMONS, 2017). A area de estudo
gue abrange o mapeamento, sequenciamento, comparacdo e andlise de
genomas é conhecida como gendémica (GRIFFITHS et. al.,2013; SEEHAUSEN
et al., 2014).

A genbmica € importante para a descoberta e estudo de novos genes,
segmentos de DNA responsaveis pela codificacdo de proteinas, sintese de RNA
e pelo armazenamento de informacfes genéticas que serdo ser transmitidas
para as geracdes seguintes (PIERCE, 2020). Para além disso, a gendmica
também oferece informacbes relevantes sobre a histéria evolutiva dos
organismos, sendo, deste modo, uma ferramenta filogenética essencial nas
pesquisas genéticas atuais (SNUSTAD e SIMMONS, 2017; GRIFFITHS et.
al.,2013).

Diferentemente das pesquisas tradicionais de expressdo génica, onde
apenas um gene era o foco do estudo, a genébmica examina a sequéncia inteira
do genoma, muitas vezes em um Unico experimento (GRIFFITHS et. al.,2013;
PIERCE, 2020; SNUSTAD e SIMMONS, 2017). Melhorias nos processos
autbmatos do sequenciamento de DNA e proteinas, e, nos métodos
computacionais, sao o0s atuais desafios existentes para aumentar a velocidade e
reduzir os custos das analises gendmicas (SNUSTAD e SIMMONS, 2017).
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1.2.1. Os principais campos da gendmica e aplicacdes

A genbmica comparativa € uma abordagem de pesquisa dedica-se a
comparacao de genomas de diferentes organismos (PIERCE, 2020; JUN et al.,
2015; MASSEY, 2016). Esta possui uma ampla aplicabilidade na biologia
podendo destacar outros ramos ou subdivisdes tais como a Gendmica estrutural

e Funcional, a Filogenémica e a Pan-genGmica.

De maneira geral, estas abordagens permitem entender melhor a
evolucao dos organismos, descrever a variabilidade genética, papel ecoldgico a
funcdo dos genes e as relacdes entre espécies através da comparagdo de
sequéncias de DNA, genes, estruturas genbmicas e elementos regulatérios
(MAKAROVA et al., 2019; BERGER et al., 2018; PIERCE, 2020). Portanto a
gendmica € uma ferramenta essencial para a descoberta de novas espécies
bacterianas, visto que permite a identificacdo de sequéncias de DNA Unicas e a
analise comparativa de genomas completos (SNUSTAD e SIMMONS, 2017;
SEEMANN, 2014), tornando-se uma ferramenta poderosa para estudar a
diversidade e a evolucéo bacteriana (GRIFFITHS et. al.,2013).

Além disso, a genOmica bacteriana possui aplicacbes praticas
significativas, como a identificacdo de bactérias patogénicas, a descoberta de
novos antibiéticos e o estudo da interacdo entre bactérias e seus hospedeiros
(PIERCE, 2016; GRIFFITHS et al.,, 2013). Essas investigacbes permitiram a
identificacdo de novos alvos moleculares relacionados a patogenicidade
bacteriana e o desenvolvimento de estratégias inovadoras para o controle e
tratamento de doencas infecciosas (LAND et al., 2015; MANI et al., 2023).

1.4.1.1 Filogenbémica

Nos ultimos anos, os avancos na analise filogenética tém permitido uma
classificacdo mais precisa das espécies microbianas (CHURCH et al., 2020;
ZANG et al., 2021). Um dos genes amplamente utilizados nesse contexto € o
gene 16S rRNA, que desempenha um papel fundamental na taxonomia

microbiana moderna. No entanto, seu uso pode ser limitado para inferéncias
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filogenéticas no nivel da espécie, devido a sua alta conservacdo e falta de
variabilidade (BOSE e MOORE, 2023; FIDA et al., 2021).

A introducéo do sequenciamento de DNA de alto rendimento trouxe uma
revolugdo para a taxonomia bacteriana. O NGS é uma tecnologia de alto
rendimento que permite a geracdo rapida e eficiente de grandes volumes de
dados gendmicos a partir do sequenciamento de acidos nucleicos (CAIMI et al.,
2017; VAN GOETHEM et al., 2019).

No contexto da identificacdo de espécies, essa técnica molecular utiliza a
analise de sequéncias de DNA ou RNA para identificar organismos, sejam eles
novos ou ja conhecidos, por meio da comparacdo de regides especificas do
genoma (ABDULLAH et al., 2021; CAIMI et al., 2017). Para esse proposito, as
sequéncias sdo comparadas a bancos de dados de referéncia que contém
sequéncias conhecidas de diferentes espécies. Com base na similaridade das
sequéncias, € possivel determinar a espécie a qual o organismo pertence
(SIGUIER et al., 2014; MOSELE et al., 2020; VAN GOETHEM et al., 2019).

O uso de comparagdes genoma-a-genoma in silico utilizando métricas de
indices globais de similaridade nucleotidica como Identidade Média de
Nucleotideos (ANI) (FERNANDEZ-BRAVO et al., 2020; ZHOU et al., 2022;
MEEHAN et al., 2021), Identidade Média de Aminoacidos (AAl) (MEEHAN et al.,
2021; ZHANG et al., 2022) e Porcentagem de Proteinas Conservadas (POCP)
tem se mostrado eficaz na classificagdo taxondmica precisa das bactérias em
seu contexto geral (ZHANG et al., 2022).

Esses métodos de comparacdo gendmica tém apresentado resultados
consistentes com estudos filogenéticos tradicionais, como a hibridizacdo DNA-
DNA (MEEHAN et al, 2021; FERNANDEZ-BRAVO et al., 2020). O
sequenciamento de genomas de novas espécies e o calculo de ANI podem ser
Uteis para evitar erros na identificacdo de espécies e até mesmo descobrir novas
espécies (ZHANG et al., 2022; VINCENT et al., 2019).

A filogendmica, também conhecida como filogenia de multiplos loci, € um
campo da genética e da biologia evolutiva que estuda as relagdes evolutivas
entre organismos por meio da analise de multiplos loci genéticos (JALIU et al,

2022; AKASE et al., 2019). Em vez de se basear em um Unico gene ou regido
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do genoma, a filogenémica combina informacdes de varios loci independentes
para construir uma arvore filogenética mais abrangente e precisa, refletindo as
relag6es evolutivas entre as espécies de forma mais completa (MOSELEY et al.,
2020; JALIU et al, 2022;).

A abordagem da filogendmica permite avaliar diferentes regibes do
genoma de uma espécie para obter informagBes mais robustas sobre suas
relacdes evolutivas, pois diferentes loci podem evoluir de maneira independente,
refletindo diferentes eventos evolutivos ao longo do tempo (VINCENT et al.,
2019; BERTASIO et al., 2020; MAZZOTA et al., 2023). Isso ajuda a superar
algumas limitages da filogenia baseada em um Unico gene, como eventos de
transferéncia horizontal de genes ou taxas varidveis de evolucédo em diferentes
regides do genoma (VINCENT et al., 2019; FOUTS et al., 2016).

1.4.1.2. Genbmica estrutural

A genbmica estrutural € um campo da genética que se concentra na
andlise e estudo da estrutura e organizacdo do genoma de um organismo
(MICHALSKA e JOACHIMIAK, 2021; GRABOWSKI et al., 2016). Segundo Pierce
(2020), a estrutura do genoma refere-se a organizacao espacial das sequéncias
de DNA. Tradicionalmente, os estudos de genbmica estrutural estavam
preocupados em desvendar a sequéncia de bases DNA, que € a ordem linear
dos nucleotideos dos genes que compdem o material genético de um dado
organismo, e como os genes de diferentes categorias estéo distribuidos ao longo
da molécula de DNA (GRIFFITHS et. al.,2013; PIERCE, 2020).

Recentemente a gendmica estrutural também tem tentado entender como
o DNA esta organizado tridimensionalmente dentro do compartimento
intracelular (MICHALSKA & JOACHIMIAK, 2021). Essas estruturas
tridimensionais podem afetar a expressao génica, controlando quais genes estao
ativos ou inativos em um determinado momento, principalmente em seres
eucariotos. Além disso, a gendmica estrutural também esta envolvida na
investigacao de variacdes estruturais do genoma (PIERCE, 2020; MICHALSKA
& JOACHIMIAK, 2021; GRABOWSKI et al., 2016). Isso inclui estudos sobre
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delecdes, duplicacdes, inversdes e rearranjos de grandes segmentos de DNA
(PIERCE, 2020).

A gendmica funcional € um ramo da genémica que se concentra no estudo
das funcdes e interagcdes dos genes em um genoma (PIERCE, 2020; GRIFFITHS
et. al.,2013). Ela busca compreender como 0s genes sao expressos, regulados
e desempenham fungdes especificas em um organismo (BERGER et al., 2018;
SNUSTAD e SIMMONS, 2017). Enquanto a genbmica estrutural se preocupa
com a organizagao e estrutura do genoma, a gendémica funcional busca entender
como esses genes estao envolvidos em processos hioldgicos e contribuem para
as caracteristicas de um organismo (ALMEIDA et al., 2019; BARH et al., 2020).
Véarias abordagens e técnicas podem ser utilizadas na gendmica funcional
(GRIFFITHS et. al.,2013; GALPERIN et al., 2017; SHALEM et al., 2015).

A predicdo da funcdo de genes homologos pode ser estimada ao
comparar a sequéncia de DNA de novos isolados com as de genes conhecidos
depositados em repositorios publicos como o NCBI. Além disso, podem ser
citadas as analises de expressao génica, como a transcriptbmica que avaliam os
niveis de transcritos de genes em diferentes condi¢des fisiologicas e estagios de
desenvolvimento; e, determinam as fun¢des dos genes e como eles contribuem
para processos biolégicos especificos, respectivamente (PIERCE, 2020;
GRIFFITHS et. al.,2013; BERGER et al., 2018). Técnicas de andlise de interacado
génica e analise de variantes genéticas também podem ser aplicadas (PIERCE,
2020; SNUSTAD e SIMMONS, 2017).

Estudos recentes, como o trabalho conduzido por Mani et al. (2023),
enfatizam o papel da gendmica como uma ferramenta poderosa para a
compreensao da ecologia bacteriana. Essas andlises tém contribuido tanto para
a identificacdo de espécies bacterianas em ambientes especificos quanto para
a compreensao de suas funcdes (LAND et al., 2015; MANI et al., 2023), bem
como suas respostas e interacdes ecoldgicas com outras espécies bacterianas
em comunidades microbiolégicas (SNUSTAD e SIMMONS, 2017; PIERCE,
2016). Esses estudos nos permitem compreender como as bactérias cooperam
ou competem entre si para sobreviver em ambientes particulares (MANI et al.,

2023) e como estdo envolvidas na producdo de compostos antimicrobianos ou
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no processo de degradacdo de poluentes (GRIFFITHS et al., 2013; PIERCE,
2016).

Pierce (2016) menciona que a analise genbmica de novas espécies
bacterianas possibilita a identificacdo de genes Unicos ou sequéncias genéticas
distintas. Essas informagdes podem fornecer insights sobre os genes envolvidos
em processos metabolicos especificos em nichos particulares e a estabilidade
do genoma de uma espécie em relacdo a perda ou aquisicdo de genes (LAND
et al., 2015; SEEMANN, 2014), incluindo a presenca de elementos genéticos
méveis, como plasmideos e transposons (PIERCE, 2016; SNUSTAD e
SIMMONS, 2017).

1.4.1.3 Pan-gendmica

A pan-genbmica é um campo da gendmica que se concentra na analise
comparativa de genomas de uma mesma espécie, obtido por meio do
sequenciamento de diferentes subespécies ou cepas (BARH et al.,, 2020;
CONTRERAS-MOREIRA e VINUESA, 2013). Esse conceito difere da genémica
comparativa convencional, e leva em consideracdo a diversidade gendmica
existente em uma populacdo para o estudo do conjunto completo de genes de
uma espécie (BARH et al., 2020).0 pan-genoma € composto pelo genoma
central, cujos genes sao compartilhados por todas as populacdes; o genoma
compartilhado, cujos genes estédo presentes em algumas, mas ndo em todas as
populacdes; e genes Unicos, especificos de cada populagdo (ROULI et al., 2015;
SHERMAN e SALZBERG, 2020). Isso permite identificar diferencas genéticas e
adaptabilidade a novos ambientes (ROULI et al., 2015).

O termo "pan-genoma fechado" refere-se a um conjunto de genes
completo e estavel, em que todas as possiveis variantes genéticas de uma
espécie estdo representadas (ROULI et al., 2015; DIENE et al., 2013). Nesse
caso, apenas alguns genes adicionais podem ser encontrados se mais genomas

forem sequenciados, o que pode indicar que a diversidade genética da espécie
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ja foi amplamente explorada ou que esta € altamente especializada (ROULI et
al., 2015). Por outro lado, o termo "pan-genoma aberto" é usado quando o
conjunto de genes de uma espécie ainda ndo estd completamente representado
(BARH et al., 2020). Nesse caso, 0 sequenciamento de novos genomas
adicionara muitos genes as analises, uma vez que existem variacdes genéticas

significativas entre as cepas da espécie (ROULI et al., 2015).

A distincdo entre pan-genomas fechados e abertos esta relacionada a
capacidade de uma espécie de adquirir novos genes e se adaptar a diferentes
ambientes ou desafios (CAPUTO et al.,, 2019; GRENINGER e NACCACHE,
2019). Um pan-genoma fechado sugere que a espécie ja alcangcou uma
estabilidade genémica, enquanto um pan-genoma aberto costuma indicar que a
espécie ainda esta em evolucdo e pode apresentar maior plasticidade genémica
(HORESH et al.,, 2021; BAHR et al., 2020). Todavia, essa definicao é
controversa, visto que a incorporacdo de ilhas gendmicas! pode alterar
drasticamente a composicao do pan-genoma, mesmo naqueles considerados

fechados, levando-o a trocar de categoria (BARH et al., 2020;).

A plasticidade gendmica refere-se a capacidade de um genoma sofrer
alteracOes estruturais, como aquisicdo de genes novos, perda de genes
existentes e rearranjos gendmicos, ao longo do tempo (SHERMAN e
SALZBERG, 2020). Isso desempenha um papel fundamental na formacéao e
evolucdo do pan-genoma (BARH et al., 2020). As variacbes gendmicas
resultantes da plasticidade gendmica s&do responsaveis pela diversidade
genética observada entre diferentes cepas de uma espécie (GRENINGER e
NACCACHE, 2019; SHERMAN e SALZBERG, 2020).

No caso da patogenicidade, a plasticidade gendémica desempenha um
papel crucial na evolucdo dos patégenos (SHERMAN e SALZBERG, 2020;

BARH et al., 2020). Os genes de viruléncia, responsaveis pelas caracteristicas

! S50 regides do genoma bacteriano que diferem em composicdo e estrutura do restante do genoma.
Geralmente contém genes associados a caracteristicas especificas, como viruléncia, resisténcia a
antibiéticos, metabolismo especializado ou interagdes simbidticas. Essas ilhas desempenham um papel
importante na adaptacao dos organismos as condi¢cdes ambientais, evolucédo bacteriana e na determinagdo
de sua patogenicidade.
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gue permitem aos patdégenos causar doencas, também podem ser adquiridos ou
perdidos por meio de rearranjos gendmicos (GRENINGER e NACCACHE, 2019;
SHERMAN e SALZBERG, 2020). Essas mudancas no pan-genoma podem levar
ao surgimento de novas cepas patogénicas ou a evolucdo de cepas existentes
(BARH et al., 2020), permitindo que os patdgenos evitem a resposta imunologica

do hospedeiro ou adquiram resisténcia a antibioticos (BARH et al., 2020).

Através da analise do pan-genoma, é possivel identificar os genes que
compdem 0 genoma central e 0s genes variaveis que contribuem para a
plasticidade gendmica (CONTRERAS-MOREIRA e VINUESA, 2013). Atraves da
aqguisicao de genes novos por meio de transferéncia horizontal, por exemplo, as
espécies podem adquirir novas capacidades metabdlicas, como a capacidade
de degradar compostos toxicos ou utilizar fontes de nutrientes alternativas
(GRENINGER e NACCACHE, 2019; SHERMAN e SALZBERG, 2020). Essas
mudancas gendmicas podem permitir que 0S organismos se adaptem a
diferentes nichos ecoldgicos, maximizando sua capacidade de sobrevivéncia e
reproducéo (BARH et al., 2020).

Diante dos avancos promissores que a abordagem de gendmica tem
proporcionado para os estudos dos microrganismos, uma revisao de literatura
abrangente sobre gendmica de Leptospira pode fornecer uma viséo critica dos
avancos e descobertas recentes nesse campo de pesquisa, e identificar lacunas
no conhecimento existente. Tais fatores contribuem para a identificacdo de areas
de pesquisa promissoras ou que ainda precisam ser exploradas oferecendo um

ponto de partida sélido para estudos futuros sobre o género.

Sob este aspecto, uma revisao dessa natureza pode revelar informacoes
sobre a diversidade genémica das espécies de Leptospira, 0s genes associados
a patogenicidade, aos nichos ecoldgicos que impactam na saude ambiental e
humana, a interacao com diferentes hospedeiros, e a
resisténcia/susceptibilidade a antimicrobianos. Essas informac¢des podem guiar
pesquisas futuras na selecdo de genes-alvo para estudos funcionais, o
desenvolvimento de estratégias de diagnéstico e o0 aprimoramento de

abordagens terapéuticas para o controle da leptospirose.
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2. Objetivo

O objetivo deste trabalho de concluséo de curso é realizar uma analise
abrangente do estado da arte da genémica no género Leptospira, através do
levantamento das informacdes disponiveis sobre a estrutura gendmica das
diferentes espécies sobre a diversidade genética, a organizacdo, estrutura e
estabilidade evolutiva do genoma e seu papel na patogenicidade e adaptacao ao

ambiente.

28



3. Metodologia

O vigente estudo descritivo foi realizado a partir de uma revisao
bibliografica a respeito da gendmica de Leptospira ssp., das suas caracteristicas
dentro dos principais grupos filogenéticos atuais, P1, P2, S1 e S2. A busca por
artigos foi realizada em bibliotecas cientificas online, tais como SCIELO
(Scientific Eletronic Library Online), Science Direct, Scopus e NCBI (National
Center for Biotechnology Information) utilizando os bancos de dados PubMed e
PubMed Health, e Scholar Google.

A pesquisa e a construcdo do texto foram realizadas no periodo de
fevereiro a junho de 2023. Apenas trabalhos académicos entre 2009 e 2023
foram escolhidos para compor esse estudo. Tantos termos em portugués quanto
em inglés foram empregados como palavras-chaves para a pesquisa dos dados.
Os termos utilizados na busca foram: bacterial genome, Leptospira species,
Leptospira and genomic, Leptospira genome, genome and leptospirosis, gene

Loci and Leptospira, Genetic diversity and Leptospira.

A selecdo dos artigos de interesse foi em conformidade com o assunto
proposto, sendo descartados os estudos que, apesar de aparecerem nos
resultados de busca da pesquisa, ndo estavam diretamente relacionados com o

tema desta revisao bibliogréafica.
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4. Revisao da literatura

4.1.Genbmica do género Leptospira

A gendmica tem desempenhado um papel essencial nos estudos
evolutivos e filogenéticos do género Leptospira (VINCENT et al., 2019; ARENT
et al., 2022). A analise comparativa de genomas completos tem possibilitado a
identificacdo de variacdes genéticas significativas entre diferentes cepas, o que
pode indicar a presenca de novas espécies (NALLY et al., 2016; ARENT et al.,
2022). Essa abordagem gendmica também tem sido particularmente valiosa na
descoberta de espécies que podem ter sido subestimadas ou ndo reconhecidas

previamente devido a sua semelhanca fenotipica (VINCENT et al., 2019).

Os estudos genémicos também tém permitido a identificacdo de fatores
especificos de viruléncia, como genes relacionados a producdo de proteinas de
superficie, enzimas, fatores de adesédo e toxinas (VINCENT et al.,, 2019;
THIBEAUX et al., 2018). Essas descobertas tém contribuido para uma melhor
compreensao dos mecanismos de patogenicidade e interagdo com o hospedeiro
(THIBEAUX et al., 2018) e para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
e vacinas mais eficazes (THIBEAUX et al., 2018; FERNANDES et al., 2022;
KURILUNG et al., 2021).

4.1.1. Organizagdo do Genoma de Leptospira

Os genomas de Leptospira variam de 3,73 a 4,99 Mb e consistem em dois
cromossomos circulares (VINCENT et al., 2019; FOUTS et al., 2016). No estudo
de Vincent et al. (2019), foram sequenciadas 90 cepas de Leptospira, revelando
um tamanho médio de aproximadamente 4.128.000 = 221.345 pares de base, e
o conteudo de GC variou entre 37,06% e 47,70%. A montagem meédia do

genoma consistiu em cerca de 49 + 50 contigs.
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O sequenciamento completo do genoma de Leptospira foi realizado pela
primeira vez em trés das espécies mais comuns: L. interrogans, L. borgpetersenii
e L. biflexa. Entretanto, esse cenério tem mudado significativamente devido ao
rapido aumento no numero de sequéncias disponiveis de genomas de
Leptospira, impulsionado pelo acesso dos pesquisadores a novas técnicas de
sequenciamento, como o0 Next-Generation Sequencing (NGS). Atualmente,
existem 706 genomas de Leptospira disponiveis no banco de dados genémicos,
enriquecendo ainda mais o conhecimento sobre a diversidade e caracteristicas

gendmicas dessa bactéria.

Além disso, os estudos tém apontado para a presenca de plasmideos e
sequéncias de insercao (ISs) em alguns genomas de Leptospira (HUSSAIN et
al., 2023; KURILUNG et al., 2021; NAKAO et al., 2021). Os plasmideos tém sido
alvo de investigacbes para compreender seu papel na viruléncia e
patogenicidade das bactérias (KURILUNG et al., 2021; FERNANDES et al.,
2021). Essas estruturas genéticas tém sido identificadas em diferentes espécies
de Leptospira, fornecendo informacgdes valiosas sobre a diversidade genética e
a evolugéo das cepas bacterianas (NAKAO et al., 2021; RAMLI et al., 2021). E
importante ressaltar, no entanto, que nem todas as espécies de Leptospira
possuem plasmideos, e a presenca dessas estruturas pode variar entre as
diferentes cepas e isolados bacterianos (RAMLI et al., 2021; FERNANDES et al.,
2022).

4.1.2. Diversidade genética e filogendmica

A classificagcdo das bactérias do género Leptospira costumava ser
realizada utilizando critérios fenotipicos, tais como coloracédo de Gram, requisitos
de crescimento e testes bioquimicos. Contudo, devido a escassa diversidade
fenotipica dentro desse género, torna-se desafiador diferenciar as espécies com
base nessas caracteristicas (FOUTS et al.,, 2016; VINCENT et al., 2019). A
filogenia baseada no 16s RNA também ndo tem oferecido informacdes

suficientes para uma inferéncia filogenética consistente em nivel de espécie,
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devido a fatores como taxas de mutacado diferentes, eventos de recombinacéo

genética e selecao natural especifica (RAMLI et al., 2021).

Ao incorporar multiplos loci em uma analise filogenética, € possivel levar
em conta essa diversidade evolutiva, fornecendo uma imagem mais completa da
histdria evolutiva das espécies estudadas (FOUTS et al., 2016; GUGLIELMINI et
al., 2020). O uso de um unico gene para inferir a filogenia pode ser limitado na
deteccdo e correcao de distor¢cdes causadas por transferéncia horizontal de
genes (THGs). Ao analisar multiplos loci, € possivel identificar quais genes estao
consistentes com a historia evolutiva vertical das espécies de Leptospira e quais
podem ter sofrido eventos de THGs (VINCENT et al., 2019).

Estudos recentes de sequenciamento de genoma completo e gendmica
comparativa classificaram as leptospiras em 68 espécies agrupadas em dois
principais clados: saprofitas (S) e patogénicas (P). Esses clados sao
subdivididos em quatro subclados, de acordo com o grau de viruléncia: P1, P2,
S1e S2 (VINCENT et al., 2019). O aumento significativo no nimero de genomas
disponiveis levou a identificagcdo de 45 novas espécies, incluindo aquelas com
caracteristicas patogénicas e saprofiticas (CASANOVAS-MASSANAS et al.,
2020; CASANOVAS-MASSANA et al., 2021; KORBA et al., 2021; MASUZAWA
et al., 2018).

A filogendmica também permitiu investigar variacdes genéticas dentro de
populagcdes de Leptospira, auxiliando na identificacdo de polimorfismos
genéticos e compreendendo a diversidade genética distribuida entre individuos
(THIBEAUX et al., 2018; GUGLIELMINI et al.,, 2020). Estudos detalhados
revelaram grupos de clones (CGs) em diferentes regibes geograficas,
destacando a ocorréncia de CGs endémicos em locais especificos. Mais
pesquisas sdo necessarias para entender se essa distribuicdo reflete forte

endemicidade ou limitacdes atuais na amostragem (GUGLIELMINI et al., 2020).

O sequenciamento completo do genoma (WGS) mostrou-se vantajoso em
comparacao com a analise da sequéncia de rRNA 16S, fornecendo uma visao
mais abrangente da diversidade genética de Leptospira (HUGENHOLTZ et al.,
2021). O uso de multiplos loci também contribui para obter uma resolugdo mais
precisa nas inferéncias filogenéticas (FOUTS et al., 2016; VINCENT et al., 2019).
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Além disso, estudos genémicos continuam a revelar novas espécies e fornecer
informacdes cruciais para compreender a evolucdo e distribuicdo dessas
importantes bactérias (ARMED et al., 2015; RAMLI et al., 2021).

4.1.2.1 Leptospiras do clado filogenético S

Novas espécies de Leptospira identificadas através de sequenciamento
gendmico séo pertencentes ao subclado S1 e S2 (ARENT et al., 2022; VINCENT
et al.,2019). Essas espécies sdo consideradas cosmopolitas, uma vez que sédo
encontradas em diversos ecossistemas (CASANOVAS-MASSANAS et al., 2020;
CASANOVAS-MASSANA et al., 2021). Estudos recentes sugerem que, apesar
da sua variedade de ambiente, os solos sé&o um nicho importante para o género
(KORBA et al., 2021; MASUZAWA et al., 2018; CASANOVAS-MASSANA et al.,
2021).

O subclado S1 é atualmente descrito com 21 espécies, a incluir aquelas
anteriormente descritas como o0 grupo saprofita (ARENT et al., 2022;
CASANOVAS-MASSANAS et al., 2020; CASANOVAS-MASSANA et al., 2021).
A primeira delas, a L. biflexa foi descrita em 1951, por Stimson e colaboradores,
apos o isolamento de células bacterianas de aguas estagnadas na Flérida,
Estados Unidos (AHMED et al., 2012; GOMES, 2015).

O subclado mais recentemente identificado, S2, abrange um conjunto de
cinco espécies de Leptospira, incluindo a L. idonii (ARENT et al., 2022; VINCENT
et al., 2019). O subclado S2 compartilha algumas caracteristicas fenotipicas com
as espécies saprofitas do subclado S1, o que é consistente com sua posicdo na
arvore filogenética, mas também exibe algumas diferencas em termos de
caracteristicas fisiologicas (VINCENT et al.,, 2019; KORBA et al.,, 2021,
MASUZAWA et al., 2018). Conforme mencionado por Vincent et al. (2019), em
seus experimentos, as espécies do subclado S2 mostraram um bom crescimento
a 14°C, mas néo a 37°C, apresentando um padrao de crescimento semelhante
ao observado para as espécies do subclado S1, enquanto as espécies do clado

P demonstraram capacidade de crescimento a 37°C.
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4.1.2.2 Leptospiras do clado filogenético P

Segundo estudos genémicos atuais, as Leptospira patogénicas dividiram-
se em P1, grupo que engloba as espécies anteriormente descritas como
patégenos; e P2, grupo referente as espécies antes descritas como grupo
intermediario (ARENT et al., 2022; VINCENT et al.,2019).

As infecgcbes causadas por Leptospira P2 podem variar em termos de
sintomas e gravidade, mas geralmente sdo menos graves do que as infec¢goes
causadas por leptospiras do clado P1 (VINCENT et al., 2019). A exemplo tem-
se a L. inadai, uma espécie de bactéria espiroqueta que foi isolada a partir de
roedores na América do Sul (MORENO et al, 2018). Ela compartilha
caracteristicas e genes comuns com espécies P1 (ADLER, 2015; RAHMAN et
al., 2021). Ainda que nao tenha sido documentada em um grande volume de
infeccBes em humanos, a L. inadai foi relatada em dois casos fatais na india
(MORENO et al., 2018 apud GANGADHAR et al. 2008; RAHMAN et al., 2021).

Apesar dos progressos recentes na investigacao do genoma completo de
espécies de Leptospira, assim como do género como um todo, é fundamental
salientar que existem poucos estudos disponiveis nos ultimos cinco anos nos
bancos de dados publicos que apresentam informacgdes atualizadas até a data
desta pesquisa. A andlise filogendmica é uma abordagem relativamente nova no
estudo de bactérias, e sua aplicacédo para compreender a evolucao de Leptospira
ainda esta em estagios iniciais (VINCENT et al., 2019; FOUTS et al., 2016).

Essa lacuna pode ser atribuida a diversos fatores, incluindo a
complexidade temporal envolvida na realizagdo de estudos filogendmicos
abrangentes, que exigem uma ampla amostragem de espécies e a analise de
grandes conjuntos de dados genémicos. Com o avanco rapido da tecnologia de
sequenciamento de préxima geracdo e a crescente disponibilidade de
sequéncias gendbmicas de Leptospira, é provavel que estudos filogenémicos
abrangentes sejam conduzidos no futuro, proporcionando uma compreensao

mais completa da evolucédo desse importante género bacteriano.
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4.1.3. Pangenbmica do género Leptospira

Outros estudos gendmicos relevantes consiste na avaliagdo do pan-
genoma entre e dentro dos subclados de Leptospira identificados, como P1, P2,
S1e S2 (RAMLI et al., 2021; THIBEAUX et al., 2018). Os estudos indicaram que
os subclados sao distintos entre si, sendo o subclado P1 aquele com o pan-
genoma mais aberto (VINCENT et al., 2019). Essa caracteristica sugere uma
grande diversidade no conjunto de genes especificos desse subclado (FOUTS
et al, 2016; VINCENT et al, 2019). Todos o0s grupos apresentam
aproximadamente o0 mesmo numero de agrupamentos de genes no genoma
central (FOUTS et al., 2016; VINCENT et al., 2019), no entanto, o subclado P1
possui um maior niumero de agrupamentos de genes exclusivos em comparacao
com os demais subclados (VINCENT et al., 2019).

No contexto do estudo de Fouts et al (2016), o diagrama de Venn foi
utilizado para ilustrar a distribuicdo de grupos de proteinas que representam
familias de genes entre 0s grupos patogénicos, intermediarios e saprofiticos de
Leptospira. E importante salientar que o trabalho citado foi realizado antes da
nova classificagéo do género em filogrupos P e S, mas que os seus dados trazem

informagdes substanciais sobre o tema em questdo até os dias atuais.

As areas de sobreposicdo nos circulos representam genes
compartilhados entre os diferentes grupos, o que permite uma visualizag&o
rapida das semelhancas e diferencas entre as espécies estudadas. Com base
nos critérios de maioria, observou-se que 0s grupos patogénicos e intermediarios
possuiam numeros semelhantes de genes especificos para cada grupo, com 416
e 424 genes, respectivamente, e 0 maior numero de genes compartilhados (369)
entre os dois grupos. Quando comparado 0s patogénicos e intermediarios com
as cepas saprofiticas, foram encontrados apenas 52 e 78 genes compartilhados,

respectivamente.

Ao analisar os genes especificos de cada espécie, foi observado que as
leptospiras patogénicas tinham, em média, mais genes especificos (637+129) do
gue as intermedidrias (418+126) ou saprofiticas (321+90) (FOUTS et al., 2016).
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A cepa L. noguchii sv. Panama str. CZ 214T apresentou 0 maior numero de
genes especificos entre as espécies analisadas neste estudo. Para compreender
melhor a funcédo dos genes compartilhados entre as leptospiras infecciosas e
nao infecciosas, foi examinada a distribuicdo de funcbes proteicas desses
clusters compartilhados (FOUTS et al., 2016). Foi observado que a categoria
funcional predominante nas leptospiras patogénicas era a "elementos méveis e

extracromossomicos” (FOUTS et al., 2016).

Ainda de acordo com Fouts et al. (2016), entre os genes compartilhados
entre patogénicos e intermediérios, as categorias funcionais mais destacadas
foram ‘"biossintese de cofatores, grupos prostéticos e carreadores" e
"metabolismo de &cidos graxos e fosfolipidios". Os genes especificos das
saprofiticas dominaram 10 das 16 categorias funcionais, muitos dos quais
estavam envolvidos no metabolismo intermediario e energético central,
regulacé@o génica, transducdo de sinal, destino de proteinas, envelope celular e
funcdes de transporte (FOUTS et al., 2016).

4.1.4. Loci génicos relevantes em Leptospira ssp.

Diversos Loci génicos? especificos foram identificados no subclado P1, os
guais sdo comumente utilizados para diagnéstico molecular visando a
identificacao e caracterizacao de diferentes cepas ou espécies de Leptospira por
meio de suas sequéncias genéticas (ARENT et al., 2022; GUGLIELMINI et al.,
2020). Esses loci génicos especificos sdo denominados perfis alélicos cgMLST,
gue correspondem a técnica de "cg (core genome) Multilocus Sequence Typing".
Essa técnica envolve a analise de multiplos loci génicos do genoma central (core
genome) de uma espécie para obter um perfil genético caracteristico
(GUGLIELMINI et al., 2020; VANI et al., 2014).

No caso do subclado P1, os perfis alélicos cgMLST diferem dos demais
membros do grupo em até 40 incompatibilidades alélicas (XU et al., 2016;
GUGLIELMINI et al., 2020). Uma incompatibilidade alélica ocorre quando ha

diferencas nas sequéncias genéticas de alelos especificos entre diferentes

2 | ocais especificos em um cromossomo onde um gene particular estéa localizado.
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amostras (GUGLIELMINI et al., 2020). De acordo com esses resultados, essa
definicdo de até 40 incompatibilidades alélicas permitiu a identificacdo de 237

grupos distintos de perfis alélicos dentro do subclado P1.

Cada grupo de perfis alélicos representa um conjunto de amostras de
Leptospira que apresentam variagfes especificas nos loci génicos analisados
(GUGLIELMINI et al., 2020). Esses grupos de perfis alélicos séo valiosos para
fins de diagndstico molecular, pois auxiliam na identificacdo e distincdo de
diferentes cepas ou espécies de Leptospira dentro do subclado P1 com base em
suas caracteristicas genéticas especificas (XU et al., 2016; GUGLIELMINI et al.,
2020).

O lipopolissacarideo (LPS) tem sido um tema de grande interesse na
microbiologia leptospiral, ndo apenas devido as suas atividades endotoxigénicas
de baixa poténcia, mas também porque o LPS leptospiral serve como base para
a identificacdo de sorovares e o desenvolvimento de vacinas (FOUTS et al.,
2016; WILKINSON et al., 2021). Em relacdo a investigacdo sobre o niumero de
lipoproteinas e a distribuicdo de fatores de viruléncia conhecidos no género, 0s
resultados do estudo de Vincent et al. (2019) mostraram que o subclado P1
possui menos genes que codificam lipoproteinas em comparagdo com 0s outros

subclados.

Esse padrédo é especialmente verdadeiro para as espécies que divergiram
apos o primeiro né dentro do subclado P1, as quais sdo consideradas mais
virulentas (ARENT et al., 2022; VINCENT et al.,2019). Entre essas espécies,
Vincent et al. (2019) incluem L. interrogans, L. kirschneri, L. noguchii, L.

santarosai, L. mayottensis, L. borgpetersenii, L. alexandre e L. weilii.

Os loci rfb desempenham um papel essencial na biossintese do antigeno
O e na estruturacédo do lipopolissacarideo (LPS) em Leptospira. Esses loci foram
identificados em trés regides gendmicas distintas e exibem variagcbes em
tamanho e localizacédo no genoma (KURILUNG et al., 2021; LLANES et al., 2016;
RAMLI et al., 2021). Nas espécies P2 de Leptospira, assim como em algumas
P1, os loci rfb estdo posicionados entre uma proteina de ligacdo ao cobre e a
proteina ribossémica S6 (RAMLI et al., 2021; FOUTS et al., 2016). J4 nas

Leptospiras do clado S, esses loci estao localizados apGs o gene que codifica a
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proteina ribossémica S6, sendo menores em tamanho e nao possuindo um gene
chamado DASS, presente nos loci rfb das espécies patogénicas (RAMLI et al.,
2021; FOUTS et al., 2016).

Estudos mostram que diferentes sorovares de Leptospira possuem loci rfb
semelhantes, sugerindo relagbes genéticas proximas (HSU e YANG, 2022;
RAMLI et al., 2021). Por exemplo, os sorovares Manhao 3, Javanica e Pingchang
apresentam uma certa semelhanca nos loci rfb (FOUTS et al., 2016). Além disso,
L. broomii e L. fainei compartilham agrupamentos de genes rfb quase idénticos,
indicando uma relacdo genética entre elas (FOUTS et al.,, 2016). Essas
descobertas contribuem para a compreensao da evolucéo e classificacdo das
cepas de Leptospira, além da caracterizacdo soroldgica desses patdogenos. A
diversidade dos loci rfb, em termos de localizacdo genbmica e tamanho,
evidencia a variabilidade desses elementos genéticos na espécie (RAMLI et al.,
2021; FOUTS et al., 2016).

4141 lhas Genbmicas

Ilhas genbmicas (IGs) séo regifes do genoma bacteriano que apresentam
um conjunto de genes com uma origem genética distinta em relacéo ao restante
do genoma (BERTELLI et al., 2019; LI et al., 2022). Essas regides sé&o
frequentemente adquiridas por meio de eventos como a transferéncia horizontal
entre diferentes espécies bacterianas ou a aquisicdo de genes de elementos
genéticos moveis, como plasmideos e bacteriéfagos (SHEN et al., 2018; Ll et al.,
2022). As ilhas gendmicas desempenham um papel importante na evolucao
bacteriana, uma vez que contribuem para a adaptacdo ao meio ambiente,

resisténcia antimicrobiana e viruléncia (LI et al., 2022).

Por exemplo, ilhas genOGmicas contendo genes de resisténcia a
antibioticos podem conferir as bactérias a capacidade de sobreviver e proliferar
em ambientes onde esses agentes antimicrobianos estdo presentes. Esses
genes podem codificar enzimas de modificacdo ou degradacédo de antibioticos,
sistemas de efluxo que removem os antibiéticos das células bacterianas, ou até

mesmo alteragbes nas proteinas-alvo dos antibioticos (CUMMINS et al., 2020;
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BERTELLI et al., 2022). Além da resisténcia antimicrobiana, as ilhas genémicas
também podem abrigar genes de viruléncia, que S&o responsaveis pela
capacidade das bactérias de causar doencas (BERTELLI et al., 2022; LI et al.,
2022). Esses genes codificam fatores de viruléncia, como toxinas, adesinas,
sistemas de secrecao e proteinas de invasdo, que desempenham papéis cruciais
na capacidade das bactérias de colonizar, invadir e causar danos ao hospedeiro
(CUMMINS et al., 2020).

Em relacdo a adaptacdo ao meio ambiente, as ilhas genémicas podem
conter genes que conferem as bactérias a capacidade de utilizar nutrientes
especificos, tolerar condicdes adversas, como altas temperaturas ou
concentracdes toxicas de metais pesados, ou mesmo permitir a colonizacéo de
nichos ecologicos especificos (SHEN et al., 2018; CUMMINS et al., 2020). Em
estudos gendémicos comparativos anteriores, foram identificadas novas IGs em
cepas de L. interrogans do sorovar Lai (YOUN et al., 2014). Essas regides estao
associadas a genes relacionados a viruléncia e a regulagdo da expressao
génica, sugerindo seu possivel papel na patogenicidade dessas bactérias

(BERIWAL et al., 2018; YOUN et al., 2014).

Além disso, o banco de dados utilizado no estudo também revelou a
presenca de IGs em plasmideos, bem como nos cromossomos, em diversas
linhagens de Leptospira (BERIWAL et al., 2018). Ainda no trabalho de YOUN et
al (2014) observou-se uma distribuicdo diferencial das IGs nos cromossomos
das diferentes espécies. Notavelmente, o cromossomo | apresentou um maior
namero de IGs em comparagdo ao cromossomo Il em todas as espécies
estudadas. Especificamente, cepas patogénicas de L. santarosai serovares

Shermani str. LT 821 exibiram uma maior quantidade de regides IGs.

A linhagem sorovar Linhai str. 56 609 se destacou por apresentar 1Gs
tanto em seu plasmideo quanto em ambos 0s cromossomos, evidenciando a
diversidade e a distribuico variavel desses elementos gendmicos nas
leptospiras. A andlise das regifes IGs revelou uma ampla variagdo no namero
de genes encontrados nas diferentes cepas analisadas (YOUN et al., 2014). Nas

cepas patogénicas, a maioria das regides IGs continha genes hipotéticos, ou
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seja, genes cujas funcbes ainda ndo foram totalmente caracterizadas BERIWAL
et al., 2018; YOUN et al., 2014).

Esses achados indicam a possibilidade de encontrar novos genes
relevantes para a patogenicidade das leptospiras. Apesar da relevancia das ilhas
gendmicas no contexto da evolucdo, viruléncia e adaptacdo das bactérias, ainda
sdo escassos 0s estudos sobre esses elementos gendémicos no género
(GUGLIELMINI et al., 2020; FOUTS et al., 2016). Poucos estudos tém
investigado de maneira abrangente as IGs e seu impacto na diversidade
gendmica e na patogenicidade. Estudos adicionais sobre ilhas gendmicas
podem fornecer insights valiosos para o desenvolvimento de estratégias de
controle e prevencdao de infeccBes por Leptospira, além de contribuir para uma
melhor compreensdo da biologia e evolucdo desse importante género

bacteriano.

4.1.4.2 Fatores de viruléncia

Existe uma variacdo no repertorio de genes que codificam fatores de
viruléncia entre os diferentes subclados de Leptospira (HSU e YANG, 2022;
RAMLI et al., 2021). Os subclados P1 e P2 possuem um maior numero desses
genes, enquanto os subclados S1 e S2 apresentam uma quantidade menor
(FOUTS et al., 2016; VINCENT et al., 2019; RAMLI et al., 2021).

Chama a atencéo a diversidade na distribuicdo do gene responsavel pela
enzima catalase KatE (LA1859), um fator de viruléncia significativo em modelos
animais, revelando-se mais ampla do que previamente considerado. Em seu
estudo, Vincent et al. (2019) complementam essa descoberta ao observar a
presenca desse gene em alguns genomas dos subclados P2, S1 e S2, além do
subclado P1. Esses achados indicam possiveis variagdes na presenca e

distribuicdo de genes relacionados a viruléncia entre os subclados de Leptospira.

Paralelamente, observou-se a associacao de varios dominios PFAM, que
desempenham func¢des especificas em proteinas, com proteinas relacionadas a
viruléncia de Leptospira (FOUTS et al., 2016; VINCENT et al., 2019). Esperava-

se um maior numero desses dominios nas espécies pertencentes ao subclado
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P1, especialmente aquelas que apresentam alta patogenicidade em humanos e
se diferenciam apos o primeiro né6 (ARENT et al.,, 2022). Tais resultados
fornecem informacfOes sobre a diversidade na presenca e distribuicdo de
lipoproteinas, fatores de viruléncia e dominios PFAM entre os subclados de
Leptospira (VINCENT et al., 2019). Essas descobertas tém contribuido para a
compreensao das caracteristicas genéticas relacionadas a viruléncia e

patogenicidade dessas bactérias.

4.1.4.3 Fagos e elementos transponiveis

Os fagos, também conhecidos como bacteriéfagos, sdo virus que
infectam e se replicam dentro de bactérias (ZHAI et al., 2021; IYER et al., 2021;
MADIGAN et. al.,, 2016). Eles sdo considerados parasitas intracelulares
obrigatdrios das bactérias. Os fagos possuem uma estrutura composta por uma
capsula de proteina que envolve seu material genético, que pode ser DNA ou
RNA (FARLOW et al., 2018; ZHAI et al., 2021; ARNAU 2023). Apds infectarem
uma célula bacteriana, os fagos sequestram a maquinaria celular da bactéria
hospedeira para se replicarem e produzirem novas particulas virais. Essas
particulas podem causar a lise da célula, liberando os fagos recém-formados
para infectar outras células bacterianas (ARNAU et al., 2023; OLIVEIRA et al.,
2019; MADIGAN et. al., 2016).

J& os elementos transponiveis, também conhecidos como transposons ou
sequéncias de DNA transponiveis, sdo segmentos de DNA que tém a
capacidade de se mover dentro do genoma de um organismo (MADIGAN et. al.,
2016; ALBERTS et al., 2017). Sao elementos saltadores, com a capacidade de
se mover para diferentes locais do DNA, inserindo-se em diferentes regides do
genoma, inclusive em algumas regides regulatérias (PIERCE, 2020; CAIN et. al
2020). Esses elementos podem carregar genes adicionais durante sua
transposicao, o que pode ter consequéncias tanto para a estrutura genética
guanto para a expressao génica do organismo hospedeiro (ALBERTS et al.,
2017; CAIN et. al 2020).
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No estudo de Senevirathna et al. (2020) os genomas de cepas de L.
interrogans apresentaram a presenca de fagos e sistemas CRISPR3. Embora os
fagos encontrados ndo estivessem completos, eles indicam vestigios de
infeccdes anteriores controladas pelos sistemas CRISPR funcionais presentes
em todos os genomas. As matrizes CRISPR encontradas continham
espacadores, sendo o0 elemento espacador mais comum originado de

plasmideos especificos do sorovar Linhai de L. interrogans.

Sequéncias de insercao (ISs) sdo elementos genéticos que compdem o0s
menores e mais numerosos elementos transponiveis autbnomos encontrados
em genomas (SIGUIER et al., 2014). Seguier et al. (2014) também afirma em
seu trabalho que as ISs sdo caracterizadas por sua capacidade de se mover
para diferentes locais do genoma, por meio de um processo conhecido como
transposicao. As leptospiras patogénicas, a titulo de exemplo, possuem mais de
20 tipos de IS em seu genoma (Tabela 2) (FOUTS et al., 2016; VINCENT et al.,
2019; RAMLI et al., 2021).

As sequéncias de insercdo sao consideradas uma das forcas motrizes da
evolucdo e diversificagdo do genoma leptospiral (KURILUNG et al.,, 2021;
FOUTS et al., 2016), visto que sua atividade transponivel pode interferir na
estrutura e expressdo dos genes desempenhando papel importante na
diversidade genética e na adaptacdo de organismos a diferentes ambientes
(SIGUIER et al., 2014; VINCENT et al., 2019).

Os genomas de L. interrogans revelaram uma combinacdo de sintenia
compartilhada* e rearranjos genémicos, o que reflete uma notavel plasticidade
gendmica na espécie patogénica (SENEVIRATHNA et al., 2020). No contexto
desse trabalho, tal informacdo pode indicar preservacao significativa na
organizacao e no conteudo dos genes em diferentes cepas de L. interrogans, o

gue sugere a existéncia de uma estrutura genémica comum que desempenha

3 Sistemas CRISPR s&o mecanismos de defesa imunoldgica encontrados em bactérias e arqueias, capazes
de identificar e degradar material genético invasor por meio de sequéncias de DNA repetitivas (CRISPR) e
sequéncias espacadoras. Esses sistemas tém implicagfes importantes ndo apenas na imunidade
bacteriana, mas também nas aplica¢Bes de edi¢do genética.

4 Conservacao da organizacfo e arranjo de genes em genomas relacionados. Em termos simples, significa
que certas regifes gendmicas sdo mantidas de forma semelhante em diferentes espécies ou cepas.
Quando ha sintenia compartilhada, os genes estéo posicionados de maneira semelhante e tém uma ordem
conservada, ou preservada, nos genomas comparados.
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funcdes essenciais compartilhadas, enquanto também permite a ocorréncia de
rearranjos e variacbes gendmicas especificas de cada cepa. Ao passo que a
organizagdo e o conteudo dos genes apresentaram consideravel similaridade,
também foram observados genomas acessorios especificos dos objetos do
estudo (SENEVIRATHNA et al., 2020).

Essas caracteristicas gendmicas citadas sdo fundamentais para o
patdgeno, jA que contribuem para a manutencado de fungdes essenciais como
persisténcia e transmissao, bem como a capacidade de se adaptar a pressées
ambientais e imunoldgicas (BERIWAL et al.,, 2018; YOUN et al.,, 2014). Tal
plasticidade gendmica pode ser impulsionada pela presenca de elementos
moveis, a citar os plasmideos, as sequéncias de insercdo e os préfagos,
presentes nas cepas analisadas pelo trabalho de Beriwal et al. (2018), mesmo
gue em distribuicdo e quantidade variada. O estudo desses elementos é
fundamental para compreender a evolugcdo do género Leptospira, bem como

para a pesquisa em biologia molecular e genémica das suas espécies.
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5. Consideracdes finais

A andlise comparativa dos genomas de Leptospira revela diferencas
significativas entre os subclados P1, P2, S1 e S2, destacando o potencial da
filogendmica para investigar as relacbes entre as espécies. A analise de
multiplos loci genéticos permite reconstruir arvores filogenéticas precisas,
revelando padrdes de divergéncia, eventos de especiagdo e a historia evolutiva
das linhagens de Leptospira. Essa abordagem contribui para uma taxonomia e

classificacdo mais precisa dentro do género.

A identificacdo de loci génicos especificos, como os perfis alélicos
cgMLST, é util no diagndstico molecular e caracterizacéo de diferentes cepas ou
espécies de Leptospira. A analise das regides IGs revela variagdo no niumero de
genes, indicando a possibilidade de identificar novos genes relevantes para a
patogenicidade das leptospiras. A plasticidade genémica no género permite a
preservacdo de funcbes essenciais compartilhadas, enquanto ocorrem

rearranjos e variacdes genémicas especificas de cada cepa e/ou espécie.

Embora haja uma lacuna na disponibilidade de estudos filogenémicos
consistentes para Leptospira em bancos de dados publicos, a genémica esti
emergindo como uma area promissora de pesquisa nesse contexto. Com o
avanco continuo da tecnologia de sequenciamento de préxima geracdo e o
aumento de dados genbmicos disponiveis, espera-se que futuros estudos
preencham essa lacuna e proporcionem uma compreensao mais abrangente da

diversidade e evolucdo do género Leptospira.

Realizar estudos filogenébmicos abrangentes € um desafio que requer
amostragem extensiva de espécies e analise de grandes conjuntos de dados
gendmicos. No entanto, com o desenvolvimento de técnicas de sequenciamento
mais rapidas e acessiveis, a colaboracdo entre pesquisadores e a
disponibilidade de bancos de dados genémicos compartilhados, é provavel que

avancos significativos sejam alcancados em breve.
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6. Recomendacgoes

A filogenémica pode desempenhar um papel fundamental na investigacao
da variacdo genética dentro das populacdes de Leptospira. A identificacdo de
polimorfismos genéticos e a compreensdo de como a diversidade genética &
distribuida entre diferentes individuos dentro de uma populagéo séo cruciais para
entender processos como deriva genética, fluxo génico e adaptacao local. Esta
seria uma poderosa ferramenta para explorar esses aspectos e desvendar os
mecanismos subjacentes a evolucdo e a ecologia das leptospiras, com o
potencial de preencher essa lacuna e fornecer uma visdo mais abrangente da

diversidade, evolucéo e relacionamentos dentro do género.

Essas informacgdes podem ser utilizadas no desenvolvimento de testes de
diagnéstico moleculares mais sensiveis e especificos para leptospirose. Tais
testes podem ajudar a detectar e caracterizar diferentes cepas ou espécies de
Leptospira com base em suas sequéncias genéticas, 0 que permitiria um
diagndstico precoce e preciso da doenca. Compreender os fatores genéticos que
influenciam a viruléncia da bactéria € crucial para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas eficazes e a escolha adequada de antimicrobianos para

o tratamento da leptospirose.

Ao empregar-se da gendmica para estudar a evolucdo do género
Leptospira, € possivel rastrear a disseminacdo geogréfica das diferentes
linhagens e cepas da bactéria. Isso é importante para monitorar o surgimento de
variantes genéticas emergentes, identificar rotas de transmissdo e entender
como a leptospirose se espalha em diferentes regides. Essas informacoes
auxiliam na implementacédo de estratégias de controle e prevencédo eficazes,

como a vacinagao direcionada e o manejo adequado de animais de risco.

A utilizacdo de multiplos loci genéticos tem o potencial de proporcionar
uma visao mais precisa das relacdes evolutivas entre as espécies de Leptospira.
Ao analisar diferentes regides do genoma, € possivel obter informacdes mais
robustas sobre suas relacbes evolutivas e superar algumas limitagcbes da

filogenia baseada em um Unico gene. Com o avanco tecnoldgico e o aumento do

45



namero de dados gendmicos disponiveis, espera-se que futuros estudos
filogenémicos contribuam significativamente para o conhecimento cientifico
sobre as leptospiras, beneficiando tanto a pesquisa béasica quanto as aplicacées
praticas na saude publica e na implementacdo de estratégias de controle e

prevencéo de uma das principais zoonoses do planeta.
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