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RESUMO

A droga de primeira escolha para o tratamento das leishmanioses no Brasil é um antimonial
pentavalente, considerado uma pro-droga por ser convertido na forma trivalente (Sblll) durante o
tratamento, o qual apresenta varias limitacGes, incluindo o crescente surgimento de parasitos
resistentes. Buscando compreender os efeitos desta resisténcia em Leishmania (L.) amazonensis,
formas promastigotas foram cultivadas em concentragdes crescentes de Sblll e selecionados dois
mutantes, Sblll 1 e Sblll 2, que adquiriram, respectivamente, um nivel de resisténcia 15,8 e 22,5 vezes
maior que o apresentado pelas culturas selvagens. A andlise morfolégica mostrou diferencas
significantivas no tamanho e formato dos mutantes em relacdo ao tipo selvagem, visto que estas
apresentaram corpo celular alongado, delgado e com flagelo longo, enquanto que a maioria dos
mutantes, com um nivel de resisténcia 6,42 (Sblll 1) e 5,62 (Sblll 2) vezes maior, apresentaram um
corpo celular arredondado, com flagelo alongado. Curiosamente, quando os mutantes adquiriram um
nivel de resisténcia 15,8 (Sblll 1) e 22,5 (Sblll 2) vezes maior, esta diferenga morfoldgica diminuiu. O
fendtipo de resisténcia ao Sblll se manifestou também nas formas amastigotas axénicas derivadas dos
dois mutantes. O mutante Sblll 2 apresentou um perfil de resisténcia mais estavel que o Sblll 1
guando cultivado na auséncia da droga, o que pode indicar diferencas nos mecanismos de resisténcia.
Néo foi observada resisténcia cruzada com o farmaco Anfotericina B. As formas promastigotas dos
dois mutantes mostraram-se significativamente mais resistentes a lise pelo sistema complemento,
comparado aos selvagens, sugerindo que os parametros resisténcia a antimoniais e viruléncia podem

estar correlacionados em Leishmania (L.) amazonensis.

Palavras chave: Leishmania (Leishmania) amazonensis. Resisténcia. Antimonial trivalente. Lise pelo

complemento.
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ABSTRACT

The first-line drugs in Brazil for leishimaniasis treatment is the pentavalent antimonial, considered a
prodrug because it is converted in trivalent (Sblll) during the treatment which presents many
limitations, including the rising of the resistant parasite. Seeking to understand of these resistance
effects in Leishmania (L.) amazonensis, promastigotes forms were cultured in glowing concentrations
of Sblll then 2 mutants were selected, Sblll 1 and SbllI2 that gain resistance, respectively, 15,8 and
22,5 times bigger than wild cultures’. The morphological analysis show significant diferences in
mutant's form and size when compared with the wild ones, once it has a long and slender cell body
and with a long flagellum, while the majority mutants, with a resistance level 6,42 (Sblll 1) and 5,62
(SbIll 2) times bigger, presented a rounded cell body, with long flagellum. Curiously, when the
mutants obtain a resistance level 15,8 (Sblll 1) e 22,5 (Sblll 2) times bigger, the morphological
diference diminishes. The resistance phenotype to the Sblll manifested itself also in the amastigote
like derived of both mutants. The Sblll 2 mutant presented a more stable profile of resistance than
Sblll 1 one's when cultured in the absence of the drug, which denote diferences in the resistance
mechanism. There was not observed cross-resistance to Amphotericin B. The promastigote forms of
both mutants showed theirselves significantly more resistant to lysis throught the complement system,
compared to the wild one's, sugesting that the parameter to the resistance to the antimonials and

virulance might be correlated in Leishmania (L.) amazonensis.

Keywords: Leishmania (Leishmania) amazonensis. Resistance. Trivalent antimonial. Lysis by

complement.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia e formas clinicas das leishmanioses

As leishmanioses sdo um grupo de doencas causadas por protozoarios de mais de vinte
espéecies do género Leishmania que sdo patogénicas ao homem (FRAGA et al., 2010), os
quais estdo classificados filogeneticamente na ordem Trypanosomatidae e na classe
Kinetoplastida. Os protozoarios dessa familia sdo seres unicelulares flagelados, que tém como
caracteristica principal a presenca de uma mitocéndria Unica, o cinetoplasto, caracterizada por
possuir uma grande massa de DNA mitocondrial (kDNA) (D’AVILA-LEVY et al., 2015).

Atualmente, as leishmanioses afetam aproximadamente 12 milhGes de pessoas, tendo
ampla distribuicio, ocorrendo na Asia, na Europa, no Oriente Médio, na Africa e nas
Américas (BRASIL, 2014), sendo endémicas em 88 paises (WHO/TDR, 2015). De acordo
com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as leishmanioses estdo entre as seis maiores
doencas tropicais presentes nos paises em desenvolvimento, por possuirem altos indices de
morbidade e mortalidade.

A incidéncia anual das leishmanioses é de cerca de 1,3 milhGes de novos casos, tendo
como estimativa de 20.000 a 30.000 mortes ocorrendo anualmente (WHO/TDR, 2015). No
Brasil, no periodo de 2000 a 2013, foram notificados 24.694 casos anuais de leishmaniose
tegumentar e, atualmente, as leishmanioses estdo registradas todos os estados, apresentando
transmissdo autoctone em cerca de 1.684 municipios em 2013 (BRASIL, 2015).

As leishmanioses apresentam diferentes manifestaces clinicas, relacionadas com a
espécie do parasito e com a resposta imune do hospedeiro, podendo ocorrer lesbes simples
com cura clinica, porém podem também evoluir para formas mais graves, que podem causar a
morte do individuo quando néo tratadas. Elas s@o caracterizadas por duas formas principais da
doenga: a leishmaniose tegumentar (LT) e a leishmaniose visceral (LV). A LT pode
apresentar diferentes manifestacbes clinicas: leishmaniose cutéanea localizada (LCL),
leishmaniose disseminada (LD), leishmaniose cutanea difusa (LCD) e leishmaniose
mucocutanea (LMC) (GOTO; LINDOSO, 2012).

A LCL desenvolve uma Unica ou multiplas lesGes tipicas, localizada inicialmente no
local da picada, onde ocorreu a inoculacdo dos parasitos, apresentando Ulcera de borda
elevada e fundo granuloso, de crescimento lento. Na LD ocorre o desenvolvimento de uma

lesdo Unica, que posteriormente ocorre uma disseminacdo hematogénica ou linfatica, que
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promove o aparecimento de mdultiplas lesGes ndo ulceradas por toda a pele, encontradas
principalmente em pacientes imunodeprimidos. Essas formas clinicas sdo provocadas
especialmente pelas espécies L. (Viannia) braziliensis, L. (Viannia) guyanensis, L. (Viannia)
lainsoni e L. (Leishmania) amazonensis (MURBACK et al., 2011).

A LCD é causada principalmente por L. (L.) amazonensis. Embora seja uma forma
rara de leishmaniose tegumentar, € um tipo bastante grave da doenca, sendo caracterizada por
apresentar uma cronicidade progressiva, com uma riqueza parasitaria e um grande
comprometimento dérmico. Esta doenca se manifesta de forma disseminada, com lesfes ndo
ulcerativas na pele e ocorre especialmente em individuos com deficiéncia em resposta imune
celular. As consequéncias dessa infeccdo sdo bastante graves para o paciente por conta do tipo
das lesbes, que sdo bastante severas e ndo cicatrizam espontaneamente, estando sujeitas a
recidivas apos o tratamento com drogas atualmente disponiveis (DESJEUX, 2004; COSTA et
al., 2009).

A LMC caracteriza-se pelo surgimento de lesGes mucosas do nariz, dos labios e
faringe, apresentando-se de forma bastante agressiva, que surge geralmente de uma lesdo
primaria, tipicamente ulcerativa, que pode ser Unica ou multipla, e possivelmente progredir
em profundidade e em extensdo, levando a uma destruicdo da regido em que Se encontra,
tendo como principal agente etiolégico a L. (Viannia) braziliensis (DAVID; CRAFT, 2009).

Estas infeccdes, portanto, representam sérios problemas de saide no mundo, fazendo
parte do grupo de doencas negligenciadas, visto que ocorrem, principalmente, em paises com
baixo indice sécio econbmico, tal como o Brasil, e ndo despertam interesse das industrias
farmacéuticas para que sejam utilizados medicamentos mais eficientes para o tratamento
destas enfermidades. Entre as doencas negligenciadas classicas, as leishmanioses tém um
grande impacto, tanto na magnitude da morbidade e mortalidade a ela associados, como
também por sua ampla distribuicdo geografica (WHO, 2015).

As drogas atualmente disponiveis para o tratamento das leishmanioses sdo muito
toxicas, sendo que a busca por novos medicamentos altamente necessaria, para que hajam

tratamentos mais eficazes e menos tdxicos para os pacientes (FEASEY et al., 2010).

1.2 Ciclo bioldgico do parasito e metaciclogénese

Os parasitos do género Leishmania possuem um ciclo de vida heteroxénico (Figura

1), onde ha alternancia entre dois estagios morfoldgicos, as formas amastigotas, presentes no
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hospedeiro vertebrado (mamiferos) e as formas promastigotas, presentes no hospedeiro
invertebrado (inseto vetor) (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Figura 1: Ciclo bioldgico do parasito do género Leishmania.

Estagios de flebotomineos Estagios em humanos

Flebotomineo ingere sangue de
um individuo saudavel

(injetando com sua saliva No organismo os
o protozoarios na forma de promastigota) promastigotas sao
Promastigotas dividem- fagocitados por

se no intestino e

macréfagos
migram para a faringe
do inseto ?/‘

W A o B

Promastigotas se
transformam em
amastigotas dentro de

macrofagos a
Amastigotas se transformam em
promastigotas
8 —
- 0 5 P R Amastigotas se
®: os P & multiplicam dentro da
e \ N células por divisdo
. Vg o . v bindria (incluindo
& g [ g [ 5, ari
Ingestdo de células ﬁ’;{) macr6fagos) em varios

parasitadas ‘ ! tecidos
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A = Estagio infeccioso amastigotas

A! Fase de diagndstico lA(-A'I!l'lOP -
hitp:/Mmww.dpd cdc.gov/dpdx

Fonte: Centers for Disease Control and Prevention. Disponivel em: <http://www.cdc.gov/parasites/

leishmaniasis/biology.html>. 2015.

Os insetos vetores de Leishmania spp. sdo dipteros da familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae. Na familia Psychodidae, cerca de 900 espécies foram descritas (READY,
2013). Dois géneros especificos se destacam, que sdo os géneros Lutzomyia — no Novo
Mundo, e Phlebotomus — no Velho Mundo (KAMHAWI, 2006) (Figura 2). Todas as espécies
do género Leishmania séo transmitidas pela picada de fémeas infectadas, em que no momento
da picada regurgitam os parasitos na derme do hospedeiro vertebrado, juntamente com a sua
saliva, facilitando o processo de infecgdo do parasito (GOMES; OLIVEIRA, 2012).



20

Figura 2: Insetos vetores das diferentes espécies do género Leishmania.

Fonte: Vector base. Disponivel em: <www.vectorbase.org>. 2015. (A) Lutzomyia longipalpis. (B)
Phlebotomus papatasi.

A forma amastigota, encontrada nos hospedeiros mamiferos, que ndo possuem flagelo,
sdo arredondadas e imaveis, que se multiplicam obrigatoriamente dentro de células do sistema
mononuclear fagocitario, principalmente em macréfagos. Por outro lado, as formas
promastigotas presentes no interior do trato digestivo de flebotomineos, vivem em um meio
extracelular (Figura 3) (KILLICK-KENDRICK; MOLINEUX, 1981). No inseto vetor, as
formas amastigotas ingeridas durante o repasto sanguineo em um hospedeiro infectado, se
diferenciam em formas promastigotas prociclicas, que posteriormente se diferenciam em
promastigotas metaciclicas, quando entdo podem ser novamente inoculadas na pele dos
mamiferos durante a picada do inseto, reiniciando o ciclo (ARRUDA, 2010).

No interior do inseto vetor a diferenciagdo de formas promastigotas prociclicas em
metaciclicas € um processo natural denominado metaciclogénese. Contudo, este processo
pode ser reproduzido in vitro por crescimento das formas promastigotas do parasita em meio
de cultura onde €é verificada uma fase logaritmica de crescimento seguida de uma fase
estacionaria. As culturas em fase logaritmica sdo as formas promastigotas prociclicas e as em
fase estacionaria as metaciclicas, tendo como principais estimulos para esta diferenciacéo a
acidificacdo do meio de cultura e a escassez de nutrientes, que normalmente se estabelece na
fase estacionéria do crescimento (BATES; TETLEY, 1993).
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Figura 3: Principais formas celulares dos parasitos do género Leishmania.
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Fonte: Fundacdo Oswaldo Cruz. <www.fiocruz.br/ioc/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?infoid=315&sid
=32>, 2015. (A) Formas promastigotas; (B) Formas amastigotas (aumento 1000x).

Durante o processo natural de metaciclogénese as promastigotas procilicas passam por
uma série de mudancas no tubo digestivo do inseto, resultantes de alteracGes na expressdo
génica, envolvendo, dentre outras, alteracbes em moléculas na superficie que as transformam
em promastigotas metacilicas, as quais sdo as formas mais virulentas do parasito (SOARES et
al., 2004). Dentre as modificacdes, sdo observadas alterages quantitativas e qualitativas nos
carboidratos que compdem os lipofosfoglicanos que revestem a superficie do parasito, bem
como um aumento na expressao da glicoproteina de superficie gp63. Estas alteracdes sdo
fundamentais para uma adequada internalizacdo e sobrevivéncia dos parasitos no interior dos
macrofagos (PUENTES et al., 1989; BRITTINGHAM et al., 1995). As promastigotas
resultantes deste processo sdo as metaciclicas que ndo mais realizam divisao celular. Durante
um novo repasto sanguineo, o inseto vetor pode entdo transmitir as formas infectivas a outro
hospedeiro e assim dar continuidade ao ciclo de vida destes parasitos.

Logo apods a picada do inseto e consequente inoculagdo das formas promastigotas
metaciclicas no hospedeiro mamifero, existird um breve momento extracelular do parasita na
corrente sanguinea em que 0 mesmo estara sujeito a lise pelo complemento. Este mecanismo
da resposta imune inata € responsavel por eliminar grande parte dos parasitos, exceto as
formas promastigotas que conseguem evitar a lise pelo complemento (DOMINGUEZ et al.,
2002). Franke e colaboradores (1985) demonstraram que promastigotas em fase estacionaria
(metaciclicas) de L. panamensis e L. donovani apresentaram-se mais resistentes a lise pelo

complemento do que em promastigotas em fase logaritmica de crescimento (prociclicas),
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indicando que a metaciclogénese € um processo preponderante para a resisténcia dos parasitos
a lise pelo complemento.

Por conta da agressdo que é causada no momento em que 0 inseto realiza o repasto
sanguineo, além da acdo do sistema complemento, as células responsaveis pela defesa do
hospedeiro montam um mecanismo que promove a fagocitose do parasita pelas células
fagociticas do sistema imunoldgico, especialmente neutréfilos e macréfagos (SILVEIRA et
al., 2009). As primeiras células a migrar para o local da infeccdo sdo principalmente os
neutrdfilos. Desse modo, os neutréfilos fagocitam o parasito, posteriormente sofrem apoptose,
e estes corpos apoptéticos sdo fagocitados por macréfagos. Nesse contexto, neutréfilos e
macrofagos sdo capazes de fagocitar as células do parasito Leishmania, porém apenas o
macrofago é quem possui as condi¢es necessarias para a sobrevivéncia e diferenciacdo do
parasito (JOCHIM; TEIXEIRA, 2009). No interior do macréfago, ocorre a diferenciacdo da
forma promastigota em amastigota, ndo flagelada, dentro de um compartimento intracelular
acido denominado fagolisossomo. Neste local, o parasito pode encontrar as condicdes
favoraveis para sua multiplicacdo por divisdo binaria (BURCHMORE; BARRETT, 2001).
Quando a quantidade de parasitos intracelulares excede a capacidade de suporte das células
fagociticas, ocorre a lise celular e as formas amastigotas liberadas na corrente sanguinea
podem infectar outros fagdcitos.

Durante a metaciclogénese no interior do inseto além das formas promastigotas
prociclicas e metaciclicas, pequenas alteracdes sdo observadas na morfologia dos parasitos,
sendo que os estdgios intermediarios podem receber outras denominacGes. Segundo alguns
relatos, as formas promastigotas prociclicas se diferenciam em formas promastigotas
nectomonadas, as quais migram do trato digestivo posterior para o anterior do inseto vetor.
Posteriormente, ocorre a diferenciacdo em promastigotas leptomonadas, que por sua vez
multiplicam-se e ddo origem as formas promastigotas metaciclicas, que sdo consideradas
infectivas, completando o ciclo (GOSSAGE et al., 2003; BATES; ROGERS, 2007), como
pode ser observado na Figura 4.

A infeccdo humana por Leishmania spp. pode causar uma variedade de manifestagdes
clinicas, cuja evolucdo depende da espécie do parasita, como também da genética do
hospedeiro e fatores ambientais que poderdo influenciar na capacidade do individuo em
montar uma resposta imunologica que seja adequada para o controle da infeccdo
(MCMAHON-PRATT; ALEXANDER, 2004).
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Figura 4: Fases de desenvolvimento de Leishmania spp. no trato gastrointestinal do inseto
vetor.
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Fonte: Adaptado de Gossage et al., 2003.

1.3 Tratamento das leishmanioses

Embora hoje se tenha um notavel progresso nos estudos de biologia molecular, da
fisiologia e da bioquimica das mais diversas espécies de Leishmania, ainda h4 uma auséncia
de vacinas e programas com maior eficacia para o controle dos vetores.

Pelo fato de ndo haver uma vacina anti-Leishmania em uso clinico, o controle das
diversas formas da doenca se baseia quase que exclusivamente na quimioterapia. A droga de
primeira escolha no Brasil para o tratamento humano séo os antimoniais pentavalentes (SbV),
na forma de antimoniato de N-meglumina (Glucantime), que sdo utilizados ha mais de meio
século como uma droga de primeira linha (FREZARD et al., 2009). Este antimonial é
comumente a droga de primeira escolha indicada para o tratamento de todas as formas de
leishmaniose tegumentar, contudo existem diversos relatos de falhas nesta terapéutica devido
ao aparecimento de parasitos resistentes aos antimoniais (GONTIJO; CARVALHO, 2003).
Esta droga apresenta também outras limitagdes, incluindo a administracdo parenteral e a sua
alta toxicidade, resultando em varios efeitos colaterais (THAKUR et al., 2001).

Ainda ndo esta claro o mecanismo de acdo dos antimoniais utilizados no tratamento
das leishmanioses, porém acredita-se que o antimonial pentavalente atua como uma pro-
droga, que precisa ser reduzida biologicamente a antimonial trivalente para que esta tenha
atividade anti-Leishmania mais efetiva. No entanto, ainda ndo esta esclarecido o local em que

ocorre a reducdo, porém estudos mostram que ela pode ocorrer na forma amastigota
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(SHAKED-MISHANT et al., 2001) ou no macr6fago (HANSEN et al., 2011). Quanto ao
mecanismo de reducdo, pode ser enzimatico (DENTON; MCGREGOR; COOMBS, 2004) ou
ndo enzimatico (SANTOS FERREIRA et al., 2003). A atividade anti-Leishmania desta droga
ocorre provavelmente por inibicdo da biossintese de macromoléculas, por meio do
desequilibrio do metabolismo energético da célula, por conta da inibi¢do da glicolise e B—
oxidacdo de &cidos graxos (BERMAN; GALLALEE; BEST, 1987), entretanto 0s mecanismos
envolvidos nesta via ainda ndo foram totalmente elucidados.

Em casos de resisténcia aos antimoniais ou quando ndo se obtém resposta ao
tratamento, a Anfotericina B e a Pentamidina sdo as drogas de segunda escolha no Brasil.

A Anfotericina B é um antibiético macrolideo poliénico, que vem sendo utilizado para
o tratamento da doenca desde 1960. A seletividade desta droga ocorre devido a maior
afinidade da Anfotericina B ao ergosterol, que é o principal esterol da membrana celular do
parasito. Quando ocorre a interagdo com o ergosterol da membrana celular, ocorre a formagéo
de poros que alteram o balanco i6nico e a permeabilidade da célula, provocando a morte da
mesma. Esta droga é considerada mais eficaz no tratamento de lesGes mucosas, porém
também apresenta uma alta toxicidade, baixa tolerancia e pode selecionar parasitos resistentes
(MISHRA et al., 1992).

A Pentamidina é uma diamidina aromatica, que tem sido usada contra um grande
namero de protozoarios patogénicos, incluindo espécies de Leishmania, e vem sendo utilizada
no tratamento das leishmanioses como segunda escolha (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB,
2006). Os mecanismos de acgdo anti-Leishmania da Pentamidina ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos, mas sabe-se que ela interfere com o transporte de aminoacidos, compete com
poliaminas em sitios de ligacdo aos acidos nucléicos, bem como também pode ligar-se ao
DNA do cinetoplasto. Desse modo, a mitocondria € um importante alvo da droga, estando
envolvida na ligacéo e desintegracdo de DNA do cinetoplasto do parasito (BASSELIN et al.,
2002; CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). Enzimas topoisomerases estdo envolvidas na
modulacdo do DNA nuclear e do cinetoplasto (kDNA) e a Pentamidina provavelmente atua
como um inibidor de topoisomerase | (JEAN-MORENO et al., 2006).

A eficacia do tratamento é um fendmeno complexo que envolve diversos fatores,
como caracteristicas genéticas do hospedeiro mamifero e do parasito. Fatores como espécie e
viruléncia do parasito, assim como aquisicdo de mecanismos de resisténcia as drogas
utilizadas no tratamento influenciam consideravelmente no resultado da terapéutica
(YARDLEY et al., 2006).
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1.4 Resisténcia aos antimoniais e viruléncia do parasito

Entre os problemas que dificultam o tratamento das leishmanioses com os antimoniais
estdo os diversos efeitos colaterais para o hospedeiro, bem como o desenvolvimento de
resisténcia pelo parasito (THAKUR et al., 2001). Estes fatores confirmam o fato de que o uso
de antimoniais como drogas de primeira escolha para o tratamento das leishmanioses esta
ameacado em muitas partes do mundo. O surgimento de parasitos resistentes € um problema
que vem se agravando, e por exemplo na india, a maior parte da populagio n&o responde mais
ao tratamento com os antimoniais (MOHAPATRA, 2014).

Cepas resistentes para quase todas as drogas existentes podem ser obtidas em
condicdes de laboratério. Curiosamente, 0s parasitos que possuem resisténcia a uma
determinada droga podem apresentar um aumento na viruléncia, como vem sendo estudado
em Leishmania spp., 0 que apoia a ideia de que existe uma relagdo entre viruléncia e
resisténcia a drogas neste parasito (GAGANDEEP; BHAWANA, 2014). Desse modo, alguns
trabalhos tém sido realizados a fim esclarecer esta possivel associacao entre a resisténcia aos
medicamentos com a viruléncia do parasito e embasar cientificamente esta hipotese.

As espécies do género Leishmania sdo parasitos altamente adaptaveis e, por este
motivo, ndo é dificil acreditar que eles possam desenvolver, dentre outros mecanismos de
defesa, a resisténcia aos medicamentos, sem, entretanto, pagar um custo adaptativo em troca.
Em um estudo relacionando a resisténcia ao antiménio durante a metaciclogénese em L.
donovani, foi estabelecido que a capacidade de diferenciacdo de formas prociclicas para
metaciclicas foi significativamente maior em promastigotas resistentes ao antiménio quando
comparado a células sensiveis (AIT-OUAKAD et al., 2011).

Estudos de isolados clinicos obtidos a partir de cepas de L. donovani de pacientes
nepaleses e indianos mostrou que as células resistentes continham um ndmero maior de
metaciclicos, bem como eram mais resistentes a lise mediada pelo complemento (OUAKAD
et al., 2011). Outros estudos também realizados com L. donovani, mostraram que 0s parasitos
resistentes tiveram a capacidade de atingir uma densidade parasitaria mais elevada e possuiam
maior capacidade de infeccdo in vivo do que em células sensiveis (VANAERSCHOT et al.,
2010; VANAERSCHOT et al., 2011).

O processo de resisténcia aos antimoniais consiste na diminuigdo de sensibilidade a
droga devido a uma reducdo da sua eficdcia contra uma populagdo de parasitos, 0s quais eram

previamente sensiveis ao composto (NATERA et al., 2007).



26

Um fendmeno que esta associado com resisténcia a drogas é a amplificacdo génica,
que ocorre em alguns microrganismos (GRONDIN et al., 1993), bem como em Leishmania
spp., sendo um fator muito importante para a resisténcia a uma determinada droga,
especialmente em processos de inducdo de resisténcia in vitro (BEVERLEY, 1991; BORST,;
OUELLETTE, 1995).

Entre os mecanismos de resisténcia induzida pelo uso de antimoniais esta a
amplificacdo do gene que codifica um transportador do tipo ABC (ATP-binding cassette), que
é uma familia de proteinas bastante conservadas evolutivamente, responsavel pela extrusdo da
droga em organismos eucariotos (HAIMEUR; OUELLETTE, 1998; DASSA; BOUIGE,
2001), que representa um conjunto de proteinas envolvidas na resisténcia a drogas por meio
do efluxo ou do sequestro da droga (GROS; BUSCHMAN, 1993).

A amplificacdo génica extracromossomal € um mecanismo bastante comum em
Leishmania spp., sendo este um mecanismo que pode levar a uma superexpressao de genes
resistentes a uma determinada droga. Isso pode explicar, em parte, o fato de que muitos genes
de transportadores ABC tenham sido observados em parasitos resistentes de maneira
amplificada (GRONDIN et al., 1996). Alguns pesquisadores demonstraram que 0 gene mrpa €
responsavel por conferir resisténcia dos parasitos ao SbV e ao Sblll (EL FADILI et al., 2005),
e que o mesmo esta amplificado em isolados clinicos de pacientes que ndo respondem ao
tratamento com antimoniais (MUKHERJEE et al., 2007).

Vaérios estudos mostraram que o gene mrpa, formalmente conhecido como PgpA (P-
glycoprotein A), um membro dos transportadores ABC, esta amplificado em linhagens de
Leishmania resistentes (CALLAHAN; BEVERLEY, 1991; OUELLETTE; BORST, 1991).
Em Leishmania tarentolae, a primeira proteina ABC identificada foi a PgpA (OUELLETTE
et al., 1990), a qual € um membro da subfamilia ABCC, que pode conferir resisténcia do
parasito aos antimoniais. Estes receptores tém sido associados com resisténcia a drogas em
varias doencas, porém mais estudos sdo necessarios para entender a identidade da bomba de
efluxo dos parasitos resistentes e o seu papel na resisténcia aos antimoniais, contudo, estudos
identificaram o gene PgpA tem o papel de sequestrar a droga em um compartimento
intracelular em Leishmania (MOREIRA et al., 2013).

Na Figura 5 estdo representadas as possiveis formas de entrada do antimonial
pentavalente e trivalente na forma amastigota, bem como a atua¢do do SbV como uma pro-
droga, a qual pode ser convertida no interior do parasito ou na célula do hospedeiro, e ainda o

mecanismo de resisténcia do parasito a esta droga, por meio do sequestro em um
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compartimento intracelular, ou € realizada a extrusdo da droga possivelmente por outro
transportador.

Figura 5: Entrada e acdo do antimonial pentavalente na forma amastigota de Leishmania.
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Fonte: Adaptado de Ouellette et al., 2004.

Por conta do crescente aparecimento de cepas resistentes a drogas das mais diversas
espécies de Leishmania, € evidente a necessidade de novas pesquisas a fim de compreender
melhor a respeito das mudancgas ocorridas no parasito que promovem 0S mecanismos de
resisténcia, que podem resultar em uma maior viruléncia dos parasitos, sendo entdo necessario

que se busquem novas modalidades terapéuticas com estudos em parasitos resistentes
(PONTE-SUCRE, 2003).

1.5 O Sistema Complemento

O sistema complemento envolve mais de trinta proteinas que sdo produzidas

principalmente no figado, e estdo presentes na forma inativa ou em baixo estado de ativacéo
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no plasma sanguineo e em superficies celulares. Este sistema faz parte da resposta imune inata
e € ativado por meio de cascatas proteoliticas, iniciadas com a identificacdo de molécula de
superficie dos patdgenos e em seguida promovem uma série de reacdes que mediam um
potente processo inflamatdrio, a opsonizagdo da superficie de patogenos e a formacdo de
poros por meio do complexo de ataque a membrana (MAC), que provoca o influxo de agua e
ions e, por fim, a lise celular. Em vista disso, 0 complemento consiste em um dos primeiros
mecanismos extracelulares responsaveis pela acdo inicial de combate a organismos
patogénicos (bactérias, virus, parasitos), compreendendo um componente vital que representa
um dos principais mecanismos efetores da imunidade inata. Este sistema pode ser ativado por
meio de trés vias principais: a via alternativa, a via classica e a via das lectinas
(DUNKELBERGER; SONG, 2010).

As moléculas do sistema complemento foram primeiramente identificadas na via
cléssica, possuindo como nomenclatura a letra C e enumerada de acordo com a sua ordem de
descoberta: C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8 e C9. O componente C1 possui as unidades C1q,
Clr e Cl1s que formam a unidade de reconhecimento da via classica, enquanto que as
moléculas C2, C3 e C4 sdo os principais componentes que levam a formacéo do poro e as

moléculas C5 a C9 formam o complexo de ataque a membrana (MAC) (MERLE et al., 2015).

1.5.1 Via Alternativa

A via alternativa ocorre de maneira bastante rapida para a eliminacdo de organismos
estranhos presentes na corrente sanguinea, sendo ativada diretamente por estruturas presentes
na membrana dos antigenos. Em condicdes fisioldgicas normais no plasma ocorre a hidrolise
espontanea de C3, em niveis basais, que é uma proteina do complemento bastante abundante
no plasma. A hidrélise de C3 produz um analogo de C3b, o C3(H,0), o qual na presenca de
certos agentes patogénicos, como fungos, bactérias, virus e parasitos, é capaz de ligar-se a
superficie desses patdgenos, promovendo a ativagdo dessa via (GOTZE, 1988;
DUNKELBERGER; SONG, 2010). Um segundo componente, denominado Fator B (serina
protease presente em estado ativado na corrente sanguinea), liga-se ao C3(H,0) na presenca
de ions Mg, favorecendo a clivagem do Fator B em Bb e Ba, por meio do Fator D, formando
0 complexo C3(H,0O)Bb, denominado de C3 convertase da via alternativa. A geracdo desta
enzima é crucial para o sucesso da ativacdo desta via. A C3 convertase cliva novas moléculas

de C3 em C3a e C3b, sendo o C3b capaz de ligar-se a superficie celular dos patdgenos e



29

associar-se ao Fator B para formar C3bBb, uma molécula labil, porém a mesma torna-se mais
estavel pela associacdo de uma molécula de properdina (Fator P), formando a C3 convertase
de amplificacdo da via alternativa, a qual permite a producdo em elevados niveis de C3a e
C3b, sendo este ultimo responsavel por associar-se em diferentes regides na superficie do
patégeno, podendo atuar como ponto de partida para novas cascatas de ativacdo da via, um
processo chamado de “alga de amplificagdo” (SILVA; KIPNIS, 1984; GOTZE, 1988:
JANEWAY et al., 2005 ).

O componente C3b pode também ligar-se a enzima C3 convertase, formando
C3bBb(C3b), denominado de C5 convertase da via alternativa. Esta nova enzima converte o
componente C5 em Cba e C5b, sendo este capaz de se ligar com moléculas de C6, que se
associam frouxamente a membrana celular. Em seguida, o componente C7 se associa a
C5bC6, tornando-se altamente lipofilico e se insere na membrana, possuindo uma grande
afinidade pelo componente C8, formando um complexo com uma capacidade limitada de
promover a lise de algumas células, que somente € aumentada com a associacdo de pelo
menos 4 moléculas de C9, que sera entdo capaz de provocar a lise osmotica da célula. Desse
modo, o componente C5b é o responsavel pelo recrutamento dos componentes C6, C7, C8, e
C9, culminando na formacéo do complexo de ataque a membrana (MAC). O componente C9
tem uma caracteristica bastante importante que é a capacidade de formar polimeros, que €
essencial para a formacdo do poro na membrana (PODACK; TSCHOPP, 1982; ABBAS,
2008).

1.5.2 Via Classica

A via cléssica do complemento necessita da presenca de anticorpos para iniciar a
cascata de ativacdo de suas proteinas. Ela envolve a ativacao inicial do componente C1 e,
posteriormente das outras proteinas do complemento, que resultardo na formacdo do
complexo de ataque a membrana. O termo “via classica” foi denominado por conta desta ter
sido a primeira via a ser descoberta, porém atualmente esta bem compreendido que a via
alternativa é mais antiga, apesar de ter sido descoberta em seguida. As imunoglobulinas pre-
existentes, presentes na corrente sanguinea, podem ligar-se a organismos estranhos, podendo
promover uma rapida ativagdo do sistema complemento (ABBAS, 2008).

O primeiro componente desta via a ser ativado € o C1, o qual € um complexo

molecular multimérico, formado por uma subunidade C1q (que se liga ao anticorpo), que
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estabelece um complexo com duas moléculas C1r e duas moléculas C1s (serinas proteases),
que formam um tetrdmero por meio de ligacbes dependentes de ions célcio (ZICCARDI,
1983). A ligacdo do componente C1 com a regido Fc das imunoglobulinas (IgM e IgG,
geralmente) presentes na superficie de patdgenos resulta na ativagdo da proteina e inicia a
cascata de ativacdo dessa via. A ativacdo autocatalitica de C1r e C1s, por sua vez, promove a
clivagem dos componentes C4 e C2 e, como resultado, ocorre a geracdo dos fragmentos C4a,
C4b, C2a e C2b. O componente C4b adere-se a superficie da membrana, o qual associa-se ao
C2a, formando dessa forma o C4bC2a na membrana do patégeno, denominado de C3
convertase, uma enzima que, por sua vez, possui a capacidade de clivar o componente C3 em
dois fragmentos denominados C3a e C3b, que tem a funcdo de anafilatoxina e de opsonina,
respectivamente (JANEWAY et al., 2005; DUNKELBERGER; SONG, 2010). Em seguida,
C3b se liga a C3 convertase, formando um complexo denominado C5 convertase, capaz de
realizar a clivagem de C5 em Cba e C5b. O C5b é responsavel de recrutar 0s outros
componentes do complemento C6, C7, C8 e C9, que polimeriza para formar o MAC (MERLE
etal., 2015).

1.5.3 Via das Lectinas

A via das lectinas funciona de maneira bastante semelhante a via classica, porém
independente de imunoglobulinas. Enquanto que a via cléssica necessita do reconhecimento
inicial de patdgenos por meio de anticorpos, a via das lectinas inicia a sua cascata de ativago
por receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs) (JANEWAY et al., 2005), os quais sao
capazes de reconhecer padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs), tais como a
lectina ligadora de manose (MBL — Mannose binding lectin) ou a lectinas que reconhecem a
N-acetilglicosamina (ficolinas). A molécula que promove o reconhecimento de alvos mais
bem caracterizada nesta via é a MBL, que inicia a ativacdo do complemento pelo
reconhecimento de carboidratos (MATSUSHITA et al., 1996). Esta proteina possui uma
estrutura similar a C1q da via cléssica, a qual é associada a serino proteases MASPs (-1, -2 e -
3), em que as duas primeiras sdo similares estruturalmente e funcionalmente, mas néo
idénticas, a C1r e Cls, que sdo ativadas pela ligacdo a superficie de patégenos e MASP-3
também influencia na ativacdo desta via (MERLE et al., 2015). Em condicdes fisiologicas,
MASP-1 € necessario para a ativacdo de MASP-2 e as duas serino proteases ativadas podem

clivar o componente C2, ao passo que MASP-2 também pode clivar C4. Desse modo, ocorre a
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formacdo de C4bC2a (C3 convertase) na superficie do patégeno, e o restante da cascata
acontece de maneira semelhante a via classica (DUNKELBERGER; SONG, 2010).

1.5.4 Fungdes Bioldgicas do Sistema Complemento

Entre as principais funcdes do sistema complemento estdo: promover a lise celular e a
opsonizacdo. A lise celular mediada pelo complemento € um dos principais mecanismos de
defesa que confere a morte de um grande numero de microrganismos extracelulares,
impedindo a sua proliferacdo, por provocar a formacao de poros nas membranas, promovendo
a saida de material citoplasmatico e entrada de liquido e sais para o interior da célula, o que
leva ao rompimento das membranas por lise osmotica. As bactérias podem ativar o sistema
complemento de acordo com as moléculas expressas em sua membrana, assim como
protozoarios (ITURRY-YAMAMOTO; PORTINHO, 2001).

Ao longo da cascata de ativacdo do complemento sdo produzidas opsoninas, que
constituem outra funcdo de grande importancia, visto que as proteinas deste sistema, quando
ativadas, recobrem a superficie dos microrganismos, para que estes sejam reconhecidos por
células fagociticas como macréfagos e neutréfilos, que possuem receptores especificos para
as moléculas do sistema complemento. As principais moléculas que promovem a opsonizagdo
sdo C3b e C4b, que se ligam principalmente ao receptor CR1, e C3bi, que se liga ao receptor
CR3 e CR4. Quando ha a interacdo do fragmento opsonizante com o seu receptor, pode entdo
ocorrer a fagocitose (ABBAS, 2008).

Os componentes C3a e Cbha atuam como anafilatoxinas, ou seja, sdo capazes de
promover um aumento da permeabilidade vascular e da resposta inflamatéria no local, pois se
associam a receptores que induzem a liberagdo de histamina por baséfilos (KRETZSCHMAR
et al.,, 1993) e (EL-LATI et al., 1994). O componente C5a ¢ 0 mais potente promotor da
liberacdo da histamina, atuando também na liberagdo de citocinas pelos mastécitos, como
fator quimiotatico para neutrofilos, eosinofilos, basofilos e macréfagos, e aumentando a
atividade de opsonizacdo nos fagocitos. O componente C4a também parece possuir uma
atividade de anafilatoxina, porém ainda nao foi relatado nenhum receptor para este
componente, o que torna dificil determinar o seu papel fisiologico, sendo necessario que se
tenham mais estudos para entender se C4a é uma anafilotoxina e qual o seu mecanismo de
acao (MERLE et al., 2015).
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O sistema complemento ainda desempenha outras funcfes efetoras de grande
importancia para a imunidade natural e humoral especifica, como opsonizar complexos
antigeno-anticorpo da circulacdo, para que sejam posteriormente eliminados pelos fagocitos,
bem como regular a resposta imune humoral, por meio da proteina C3d, gerada de C3, que
permite que as células B se ativem com mais facilidade, induzindo a producdo de anticorpos
(DUNKELBERGER; SONG, 2010).

1.5.5 Papel do Sistema Complemento na infecg¢éo por Leishmania spp.

Um dos primeiros eventos ocorridos apds a entrada do parasito no hospedeiro
mamifero é seu contato com as proteinas presentes no plasma. O soro humano normal fresco
pode causar a lise das diversas espécies de Leishmania spp. (PEARSON; STEIGBIGEL,
1980; FRANKE et al., 1985), principalmente por meio da via alternativa do sistema
complemento (MOSSER; EDELSON, 1984; MOSSER et al., 1986; BRITTINGHAM et al.,
1995), bem como podem ativar a via classica (MOSSER et al., 1986; DOMINGUEZ et al.,
2002). Estudos realizados com camundongos que possuiam 0 sistema complemento
depletado, mostrou que quando infectados com Leishmania (L.) amazonensis mostravam uma
diminuicdo significante da resposta inflamatéria, bem como um aumento no ndmero de
parasitos, evidenciando o papel do sistema complemento no controle do nimero de parasitos
na lesdo, assim como na ativagdo de uma resposta inflamatoria (LAURENTI et al, 2004).

No momento do repasto sanguineo do inseto vetor, em que ocorre a entrada dos
parasitos na corrente sanguinea, ha uma rapida ativacdo do complemento e, por conta disso,
0s promastigotas devem montar estratégias a fim de conseguir sobreviver e estabelecer a
infeccdo (SACKS, 1988). No entanto, a resisténcia das espécies de Leishmania aos
componentes do complemento depende essencialmente da fase de desenvolvimento em que o
parasito se encontra, visto que, quando 0s mesmos se encontram em uma fase logaritmica
(formas prociclicas), in vitro, sdo mais susceptiveis a lise mediada pelo complemento em
comparagdo com as provenientes de uma cultura em fase estacionaria de crescimento (formas
metaciclicas).

As formas encontradas na fase estaciondria de crescimento sdo especialmente
promastigotas metaciclicas, que resultam em varias altera¢fes bioquimicas essenciais para sua
viruléncia e consequente capacidade de evadir da acdo do sistema complemento do

hospedeiro mamifero. Puentes e colaboradores (1988), realizando estudos com L. major,
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associaram 0 aumento da resisténcia ao complemento as modificagdes estruturais do
lipofosfoglicano (LPG) presente na superficie do parasito, isto porque esta € a molécula
dominante presente na superficie dos promastigotas e € essencial para que ocorra 0
estabelecimento da infeccdo, pois ele atua na defesa do parasito em meio extracelular,
impedindo a lise pelo complemento, e intracelular, tendo papel no estabelecimento da
infeccdo no interior do macrdéfago (SPATH et al., 2003).

Durante a metaciclogénese é observado um aumento na espessura da camada de
revestimento formada pelo LPG destes parasitos, e este aumento tem sido correlacionado a
uma maior resisténcia das formas metaciclicas a lise pela agdo do sistema complemento por,
entre outras raz@es, dificultar o acesso e a formacdo do complexo de ataque a membrana,
protegendo o parasito da lise (PUENTES et al., 1989). Foi demonstrado também que o LPG
de superficie pode atuar retardando a maturacdo do fagossomo, ou seja, aumentando o tempo
para que ocorra a fusdo entre este e o lisossomo, e com isto, esta molécula poderia fornecer
um tempo adicional para a diferenciagdo das promastigotas em amastigotas (DESJARDINS;
DESCOTEAUX, 1997).

Cerca de 40 proteino-quinases sdo expressas na superficie do parasito, as quais
apresentam-se em grande quantidade em formas metaciclicas e podem fosforilar componentes
do complemento, provocando a sua inibicdo (NORONHA et al., 1998). Uma das moléculas
mais expressas é a glicoproteina gp63, que também confere resisténcia das promastigotas a
lise pelo complemento, visto que a expressdo de gp63 parece influenciar na viruléncia do
parasito, por meio da capacidade de promover a opsonizagdo do parasito para ser rapidamente
fagocitado (BRITTINGHAM et al., 1995). Este mecanismo de resisténcia ocorre pela
atividade proteolitica de gp63, que é capaz de clivar C3b em C3bi, que é a forma inativa da
proteina, impedindo a continuidade da cascata de ativacdo do complemento. Adicionalmente a
C3bi formada opsoniza os parasitos, facilitando a fagocitose por provendo uma rapida
internalizacdo dos parasitos por receptores CR1 e CR3 presentes nos macrofagos. A
internalizacdo por estes receptores ndo promove a ativacdo dos macrofagos (MOSSER;
BRITTINGHAM, 1997). A interacdo das moléculas da superficie do parasito com o0s
componentes do complemento e 0 macrofago estdo expressos na figura 6.

Desse modo, no momento em que 0S parasitos se encontram na corrente sanguinea, as
formas metaciclicas conseguem impedir, por meio do LPG, a inser¢do dos componentes do
complemento na superficie, impedindo a formacdo do complexo de ataque a membrana.
Ainda, o gp63 permite que ocorra uma rapida fixacdo e clivagem do componente C3 em sua

superficie, para a formacdo de C3bi, que promove, juntamente com o LPG, a opsonizagédo
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para a fagocitose, facilitando assim sua entrada e o estabelecimento da infecgéo. A interagio
dos receptores do macrofago com o0s componentes do complemento ndo ativam o0s
mecanismos oxidativos microbicidas dos macréfagos, outro fator que facilita a entrada na
célula (WRIGHT; SIVERSTEIN, 1983).

Figura 6: Interacdo dos promastigotas de Leishmania com os componentes do complemento e
com o macroéfago.

Fonte: Adaptado de Bogdan e Réllinghoff, 1998.

Existem evidéncias de que formas promastigotas de L. donovani resistentes ao
antimonio sdo mais resistentes a lise mediada pelo complemento (OUAKAD et al., 2011) e
também mais virulentas in vivo (VANAERSCHOT et al., 2011), sugerindo que estes dois
parametros, resisténcia a drogas e viruléncia possam estar relacionados. Diante destas
evidéncias e as diversas falhas com o uso de antimoniais na terapéutica das leishmanioses, é
pertinente que esta possivel correlacdo seja melhor investigada ampliando os estudos também

em outras espécies de Leishmania.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o impacto da resisténcia ao antimonial trivalente em aspectos da biologia e

viruléncia de Leishmania (L.) amazonensis.

2.2 Objetivos Especificos

» Selecionar formas promastigotas resistentes ao antimoénio trivalente da espécie L. (L.)

amazonensis;

» Comparar a morfologia das formas promastigotas sensiveis e resistentes ao antiménio

trivalente;

» Analisar a estabilidade do fen6tipo de resisténcia ao antiménio trivalente em mutantes

de Leishmania (L.) amazonensis;

» Investigar a possivel transferéncia do fenétipo de resisténcia ao antiménio trivalente

das formas promastigotas para formas amastigotas de Leishmania (L.) amazonensis;

» Auvaliar se a resisténcia ao antimonio trivalente interfere na susceptibilidade a lise pelo

complemento em formas promastigotas L. (L.) amazonensis;

» Avaliar se a resisténcia ao antimonio trivalente interfere na susceptibilidade a

Anfotericina B.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Parasitos e manutencao das culturas in vitro

Neste trabalho foram utilizadas as formas promastigotas de Leishmania (L.)
amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) procedentes do Banco de Culturas do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Foram cultivadas, in vitro, em tubos de
ensaio contendo meio liquido Schneider, suplementado com 20% de soro bovino fetal (SBF) e
1% de antibidtico [estreptomicina (100 pg/ml) e penicilina (100 U.1./ml)]. As células foram
incubadas a 25°C e repicadas semanalmente, a fim de manter a viabilidade celular. As formas
amastigotas axénicas foram obtidas por meio do cultivo das formas promastigotas em fase
estacionaria de crescimento, em meio Schneider com pH 5,5 a 32°C.

Para utilizacbes futuras, células no inicio da fase estacionaria de crescimento foram
criopreservadas. Para isso, foi adicionado lentamente 10% de glicerol estéril sob agitacdo
constante nas culturas de promastigotas em meio Schneider completo e apds 15 minutos
aliquotas de 1 ml foram distribuidas em tubos apropriados para criopreservacao, 0s quais

foram mantidos em freezer a -80° e em nitrogénio liquido.

3.2 Curva de crescimento de L. (L.) amazonensis

A fim de avaliar a cinética de crescimento do parasito e assim poder estabelecer as
fases logaritmica (formas promastigotas prociclicas) e estacionaria (formas promastigotas
metaciclicas) da cultura, foram feitos repiques da cepa de referéncia de L. (L.) amazonensis
em erlenmeyer contendo meio Schneider suplementado. Estes repiques foram feitos em
duplicata e partindo de um concentragéo de 1x10° células/mL. Os repiques foram realizados a
partir de culturas novas, isto é, com trés ou quatro dias de crescimento. Posteriormente, a cada
vinte e quatro horas as culturas foram quantificadas utilizando a cdmara de Neubauer sob
microscopia optica comum. Este procedimento foi realizado até 0 momento em que a cultura

alcangou sua fase estacionaria de crescimento.
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3.3 Avaliacdo da atividade antipromastigota e determinagdo da concentracdo que inibe

50% do crescimento dos parasitos (1Csp)

A determinacdo da inibicdo do crescimento de formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis, foi realizada utilizando tubos de ensaio rosqueados contendo meio liquido
Schneider suplementado. Nos tubos de ensaio foram adicionados 1x10° promastigotas/ml de
Leishmania (L.) amazonensis em fase logaritmica de crescimento, na auséncia (controle) e
presenca de diferentes concentracOes das substancias avaliadas.

As culturas de L. (L.) amazonensis foram avaliadas quanto a sensibilidade ao
antimonial trivalente (Sblll) e a Anfotericina B (Cristalia), utilizadas como drogas de
referéncia. As drogas foram diluidas em meio Schneider suplementado, de acordo com as
concentragdes testadas, que foram de 2, 4, 8, 16, 32, 64 pg/mL de Sblll e 0,1, 0,2, 0,4, 0,8
pg/mL de Anfotericina B.

Ap0s 72 horas de incubacdo a 25°C, aliquotas das culturas foram retiradas, diluidas em
solucdo de Isoton na proporcdo adequada para a quantificacdo, em microtubos, os quais,
foram homogeneizados em agitador VVortex por aproximadamente trinta segundos. As células
foram quantificadas e analisadas através da microscopia éptica comum diretamente em
camara de Neubauer. A contagem do numero de parasitos/ml de cultura foi realizada
utilizando a férmula: N° de parasitos = media dos quatro (04) quadrantes x inverso da
diluicdo da amostra x 10*. Aliquotas das culturas também foram colocadas em laminas de

vidro, cobertas com laminulas e observadas quanto a morfologia em microscépio éptico.

3.4 Selecdo de parasitos resistentes ao antiménio trivalente (Sblll)

A selecdo do parasito foi realizada de acordo com o proposto por Liarte e Murta
(2010). Inicialmente, os parasitos foram expostos a concentragéo de Shlll que foi determinada
como correspondente ao ICsy (concentragdo inibitéria de 50% do crescimento) da cultura de
L. (L.) amazonensis. Um aumento gradual na concentracdo da droga foi realizado somente
quando as culturas expostas ao farmaco alcancaram uma taxa de crescimento semelhante as
das culturas de tipo selvagem (controle). Este aumento foi continuado até que os parasitos
fossem capazes de crescer em um meio com uma concentragdo de quinze vezes o valor do
ICs0. As espécies de Leishmania do tipo selvagem (controle) foram cultivadas em meio

Schneider suplementado sem qualquer droga.
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3.5 Andlise da morfologia das formas promastigotas sensiveis e resistentes ao Sblll

Para o estudo da morfologia dos parasitos, células em cultura em fase logaritmica e
estacionaria de crescimento foram analisadas. Para isto, foram realizados esfregacos em
laminas e, posteriormente coradas com o kit de coloracdo Panotico rapido e fotografadas, sob
microscopia de luz (aumento 1000x). Também foram analisadas culturas de parasitos que
foram colocados diretamente sobre laminas e posteriormente observadas em microscopia
Optica. Dentre os parametros analisados, foram considerados o tamanho e formato celular,

bem como do tamanho do flagelo.

3.6 Analise da estabilidade do fenotipo de resisténcia ao antiménio dos mutantes de

Leishmania (L.) amazonensis

Apos a selecdo dos mutantes resistentes ao Sblll de L. (L.) amazonensis, 0s parasitos
foram cultivados, juntamente com o tipo selvagem, em meio Schneider suplementado na
auséncia da droga por dezenove repigques. Apos o segundo, décimo e décimo oitavo repique, 0
ICso dessas culturas foi determinado, como descrito anteriormente, a fim de monitorar sua
sensibilidade ao Sblll (AMORIM et al., 2013).

3.7 Obtencao das formas amastigotas axénicas

Para a obtengdo das formas amastigotas axénicas foi realizado um repique, com
indculo inicial de 1x10° promastigotas para cada mL de meio Schneider suplementado, com
pH 7,0. As células foram incubadas a 25°C até atingirem a fase estacionaria de crescimento
(RODRIGUES et al., 2015), em seu quinto dia de cultivo. Em seguida, essas células foram
centrifugadas em tubos de polipropileno durante 10 minutos a 112 x g [2000 rpm (centrifuga
PARSEC CTO0603)], o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi resuspenso em meio
Schneider suplementado (100UI/mL estreptomicina-penicilina + SBF 5%) com pH 5,5. Essas
células foram incubadas durante 2 dias a uma temperatura de 32°C, mimetizando-se, assim, as
condigBes in vivo (HODGKINSON et al.,, 1996; CALLAHAN et al., 1997). Apls este
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periodo, as células foram analisadas qualitativamente sob microscopia Optica, a fim de

verificar a morfologia celular caracteristica de formas amastigotas.

3.8 Avaliagdo da atividade anti-Leishmania do antimonial trivalente sobre formas

amastigotas axénicas de Leishmania (L.) amazonensis

A atividade anti-Leishmania sobre formas amastigotas axénicas foi avaliada utilizando
o0 teste do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-zil]-2,5-difeniltetrazolio). O MTT é um
corante amarelo, que € reduzido principalmente por enzimas desidrogenases mitocondriais e
citoplasmaticas de células vidveis a um composto azul denominado formazan, insolivel em
solugdo aquosa (MOSMANN, 1983; DENIZOT; LANG, 1986). As formas amastigotas
axénicas de L. (L.) amazonensis dos mutantes e das culturas selvagens obtidas conforme item
3.8, foram ajustadas para quantidade de 1 x 10° células/mL, e adicionados 100 uL da cultura
em placas de cultivo celular de 96 poc¢os contendo 100 pL de meio Schneider, com pH 5,5 e
suplementado a 5% de SFB, bem como foram adicionadas diferentes concentracGes de
Sblll. As placas foram incubadas em estufa BOD na temperatura de 32°C por 24 h. Ao final
da incubacédo foram adicionados 10 pL de MTT diluido em PBS a uma concentragio final de
5 mg/mL e incubadas por mais 4 h. Em seguida foram adicionados 50 pL de uma solucéo a
10% de dodecil sulfato de sédio (SDS) e mantido overnight para completa dissolucdo do
formazan. Por Gltimo, foi realizada a leitura em espectrofotémetro (Biotek modelo ELx800) a
540 nm (RODRIGUES et al., 2015).

3.9 Teste de lise pelo sistema complemento

3.9.1 Obtencdo de soro a partir de sangue humano

Para os ensaios de lise pelo complemento foram coletadas amostras de sangue humano
(cerca de 10 mL) por puncdo de voluntérios adultos e saudaveis, sendo utilizado material
estéril adquirido comercialmente (Agulhas e Seringas BD Plastipak®) e colhidos em tubos a

vacuo (Greiner Bione, Vacuette, Americana, SP, Brasil).
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Para obteng&o do soro, ap0s a coleta o sangue foi mantido a temperatura ambiente por
1 hora para retracdo do coagulo. Posteriormente, foi feita a separacdo do soro utilizando
centrifuga, a 1.500 rpm (rota¢cdes por minuto), por cinco minutos a temperatura ambiente. Em
seguida o sobrenadante foi transferido para um microtubo estéril e seco para ser utilizado.
Este estudo foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satde -
UFPB, com protocolo nimero 0503/15, CAAE: 48947415.2.0000.5188 (ANEXO).

3.9.2 Sensibilidade dos mutantes de L. (L.) amazonensis resistentes ao Sblll a lise pelo

complemento

Formas promastigotas de L. (L.) amazonensis foram avaliadas quanto a sua resisténcia
a lise, conforme descrito em Gamboa e colaboradores (2008), com modificacBes. As culturas
foram centrifugadas (2000 rpm — 10 min), lavadas em PBS e as formas promastigotas foram
ajustadas a uma concentracdo de 2x10° células/mL. Em seguida, foi adicionado 100 pL da
cultura em placas de cultivo celular com 96 pocos, em que foram realizadas diluicbes em série
de soro humano de um individuo saudavel a partir de 1:1 a 1:64 em 100 pL de meio
Schneider suplementado, sendo o experimento realizado em triplicata. As placas foram
incubadas em estufa a 25°C durante 1 hora. Apds o periodo de incubacdo, os parasitos foram
coletados e colocados diretamente em camara de Neubauer. Os resultados obtidos foram
expressos de acordo com a percentagem de parasitos vivos em comparagdo com os controles
que ndo foram expostos ao soro. Para estimar a porcentagem de sobrevivéncia de parasitos,

foi realizada a andlise do movimento flagelar dos parasitos.

3.10 Anélise de resisténcia multipla as drogas

Apos a selecdo de parasitos resistentes ao Sblll, foi realizado um ensaio visando
observar se promastigotas resistentes ao Sblll também desenvolveram resisténcia a droga de
referéncia Anfotericina B. Para isso, as culturas sensiveis e resistentes ao Shlll foram cultivas
na presenca de diferentes concentragdes de Anfotericina B e foram determinados os valores

de ICso como descrito anteriormente.
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3.11 Andlise estatistica

Os dados obtidos em cada experimento foram avaliadas utilizando o teste t. Para
anélise comparativa dos resultados obtidos entre grupos diferentes foi utilizado o One-way
ANOVA, com pos teste de Bonferroni. Para realizacdo das anélises estatisticas, foi utilizado o
programa GraphPadPrism versdo 5.0. Apenas os valores de p < 0.05 foram considerados
significativos. Para o célculo de ICs, foi utilizado o modelo de analise de regressdo Probit

utilizando o programa SPSS 13.0 para Windows.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Perfil de crescimento das formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis

Para um estudo inicial, primeiramente foi necessario conhecer o perfil de crescimento
das formas promastigotas no meio de cultivo utilizado, analisando uma curva de crescimento,
a fim de determinar as diferentes fases de crescimento dos parasitos: logaritmica e
estacionaria. E conhecido que os parasitos em fase logaritmica sio equivalentes a formas
prociclicas de crescimento, enquanto que as formas metaciclicas sdo equivalentes aos
parasitos em fase estaciondria de crescimento. Desse modo, sabe-se que em meio de cultivo é
possivel mimetizar o desenvolvimento do parasito, tal como ocorre no inseto vetor
(GOSSAGE; ROGERS; BATES, 2003).

O crescimento das formas promastigotas da cepa de referéncia de Leishmania (L.)
amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), cultivadas em meio Schneider suplementado com 20% de
SBF, foi acompanhado diariamente por meio da observacédo e da quantificacdo de pequenas
aliquotas da cultura, a fim de analisar as diferentes fases de crescimento do parasito (Grafico
1).

Nas condicBes de cultivo utilizadas neste trabalho, a cultura permaneceu em fase
logaritmica de crescimento entre o primeiro e o terceiro dia de incubacdo, seguido de uma
atenuacdo do crescimento apds o terceiro dia (Gréafico 1). Como tem sido descrito, no cultivo
in vitro dos parasitos é possivel detectar claramente duas fases de crescimento, que sdo a
logaritmica, em que predominam as formas prociclicas, e a fase estacionaria, em que contém
principalmente as formas metaciclicas (PINTO-DA-SILVA et al., 2002).

O perfil de crescimento foi caracteristico, com as fases logaritmica e estacionaria bem
estabelecidas, tal como observado por Da Silva e colaboradores (2015). Na fase estacionaria
de crescimento ocorre em grande nimero a diferenciacdo de promastigotas prociclicas em
metaciclicas in vitro, pois esta é uma fase caracterizada pela escassez de nutrientes e
acidificacdo do meio de cultura, dentre outros fatores (BATES; TETLEY, 1993).

Além da cinética de crescimento, outro parametro capaz de avaliar as diferentes fases
do parasito € por meio da observacdo das diferencas em sua morfologia. O processo de
metaciclogénese é onde ocorre a diferenciacdo de formas promastigotas prociclicas, que séo
pouco Vvirulentas, para promastigotas metaciclicas, que sdo as formas mais virulentas

(BATES; TETLEY, 1994). Esta diferenciacdo ¢ acompanhada por mudancas na expressdo de
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moléculas de superficie, como LPG e gp63, bem como diferencas em sua morfologia, que
incluem o tamanho do corpo celular, a forma e o tamanho do flagelo (MUSKUS; MARIN
VILLA, 2002).

Gréfico 1: Curva de crescimento das formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis.
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Fonte: FRADE, D.K.G. Os parasitos (1x10° promastigotas/mL) foram cultivadas em meio
Schneider suplementado com 20% de SBF e incubadas a temperatura de 25°C e examinadas
gualitativa e guantitativamente ao microscopio Optico diariamente. Estes dados representam a
média de duplicata de um experimento.

Com relacdo a morfologia das formas promastigotas, foram observadas diferencas
morfoldgicas nas fases prociclicas (logaritmica) e metaciclicas (estaciondria), as quais podem
ser diferenciadas por meio da observagdo das culturas em microscopia Optica (Figura 7). As
culturas prociclicas apresentam células com corpo celular ligeiramente arredondado, com um
flagelo geralmente do tamanho da célula, enquanto que as formas metaciclicas sofreram uma
diminuicdo no comprimento do corpo celular, apresentando-se geralmente menor e mais
delgado, em relagdo as formas prociclicas, com um flagelo mais longo, que pode medir até
duas vezes o comprimento do corpo celular.

Estas alteracbes foram caracteristicas das formas metaciclicas, como ja descrito
anteriormente em L. (L.) amazonensis (SARAIVA et al., 2005; FELIZARDO et al., 2007; Da
SILVA et al., 2015), bem como em outras espécies de Leishmania (BATES; TETLEY, 1993;
ZAKAl et al., 1997).
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Figura 7: Formas promastigotas no segundo (fase logaritmica) e no quinto dia (fase

estacionaria) de cultivo.
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Fonte: FRADE, D.K.G. Formas promastigotas em seu segundo (A) e quinto (B) dia de cultivo,
coradas com coloragdo hematolégica rapida Panético (aumento 1000x).

4.2 Sensibilidade das formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis ao Sblll e a

Anfotericina B

No presente estudo, foi avaliada a sensibilidade das formas promastigotas as principais

drogas utilizadas para o tratamento das leishmanioses. A andlise da atividade antipromastigota

do antiménio trivalente (Sblll), bem como do farmaco Anfotericina B, sobre as formas

promastigotas de L. (L.) amazonensis esta representada nos graficos 2 e 3, respectivamente.

Os resultados foram obtidos a partir de uma anélise comparativa entre as culturas tratadas
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com as diferentes concentragdes das drogas e os controles (sem droga), de acordo com a
metodologia descrita no item 3.4.

Grafico 2: Atividade antipromastigota do antiménio trivalente (Sblll) em Leishmania (L.)
amazonensis.
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Fonte: FRADE, D.K.G. Os resultados apresentados sdo as médias de trés experimentos
em duplicata, realizados por meio de contagens independentes em cdmara de Neubauer,
sendo comparados com o tipo selvagem (sem droga), incubados por 72 horas a 25°C. Foi
realizada uma analise de regressdo utilizando o software Probit SPSS 13.0. Os dados
foram comparados utilizando o teste t, com significancia de *(p<0,05); **(p<0,01); ***
(p<0,001).

O Grafico 2 mostra que a concentracdo de 2, 4 e 8 ug/ml do Sblll foram capazes de
reduzir de maneira significativa o crescimento dos parasitos. A concentracdo de 16 pg/ml
mostrou um percentual de inibicdo elevado, promovendo a morte da maior parte dos parasitos.
Nas maiores concentracdes da droga, de 32 e 64 pg/ml foi observado que a droga promoveu a
morte de quase 100% dos parasitos.

Por outro lado, a Anfotericina B mostrou uma grande redugdo no crescimento dos
parasitos ainda na concentracdo de 0,2 pg/ml, apresentando uma porcentagem de inibicdo de
cerca de 50% dos parasitos, sendo bastante sensiveis a concentracdes superiores a 0,2 mg/mL,

apresentando uma inibig¢ao proporcional ao aumento da droga.
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Gréfico 3: Atividade antipromastigota da Anfotericina B em Leishmania (L.) amazonensis.
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Fonte: FRADE, D.K.G. Os resultados apresentados sdo as médias de trés experimentos
em duplicata, realizados por meio de contagens independentes em camara de Neubauer,
sendo comparados com o tipo selvagem (sem droga), incubados por 72 horas a 25°C. Foi
utilizando o software Probit SPSS 13.0. Os dados foram comparados utilizando o teste t,
com significancia de *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001.

A partir da anélise do percentual de inibicdo foi possivel calcular a concentracdo
inibitéria de 50% dos parasitos (ICso) do Sblll e da Anfotericina B sobre as formas
promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis, em que foi realizada uma analise de
regressdo, utilizando o programa Probit SPSS 13.0. Os resultados obtidos mostraram uma
ICs0 de 9,02 pug/ml e de 0,19 pg/ml, para o Sblll e para a Anfotericina B, respectivamente.
Por meio dos resultados, &€ possivel observar que as culturas sdo mais susceptiveis a
Anfotericina B em sua forma promastigota, em comparacgéo ao Sblll.

As drogas de primeira escolha no Brasil usadas para o tratamento humano das
leishmanioses sdo o0s antimoniais pentavalentes (SbV), na forma de antimoniato de
meglumina (Glucantime), que sdo utilizados ha mais de meio século como uma droga de
primeira linha (FREZARD et al., 2009). Este é o farmaco indicado para o tratamento de todas
as formas de leishmaniose tegumentar, porém ele apresenta varias limitagdes, incluindo a sua

alta toxicidade, a administracdo parenteral, e o crescente surgimento de resisténcia dos
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parasitos (THAKUR et al., 2001). Nos casos de resisténcia ao antimonial ou impossibilidade
de uso, a Anfotericina B € geralmente o farmaco de segunda escolha. A Anfotericina B € um
antibidtico macrolideo poliénico de reconhecida acdo leishmanicida (MISHRA et al., 1992),
porém o tratamento com esta droga também apresenta limita¢des, incluindo a alta toxicidade,
a administracdo parenteral, e o surgimento de resisténcia ao tratamento (THAKUR et al.,
2001).

De acordo com o que é relatado na literatura, as formas promastigotas de Leishmania
spp. sdo pouco susceptiveis a acdo do SbV. Foi demonstrado que o ShV, que é a forma
prescrita clinicamente, atua como uma pré-droga, que requer que seja reduzido apds a sua
administracdo para formar o Sblll, para que se tenha uma atividade anti-Leishmania (CROFT;
SUNDAR; FAIRLAMB, 2006; FREZARD; MONTE-NETO; REIS, 2014), porém este
mecanismo ainda ndo esta totalmente esclarecido. Portanto, para este estudo foi utilizado o
Sblll, que é a forma biologicamente ativa da droga, bem como apresenta uma maior
toxicidade quando comparado ao SbV (HALDAR; SEM; ROY, 2011).

4.3 Selecéo de parasitos resistentes ao antimonio trivalente

No presente estudo, foram selecionados in vitro parasitos resistentes ao antimonial
trivalente (Sblll). Foi utilizada a cepa de referéncia de Leishmania (L.) amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8) para que fossem realizadas anélises em diferentes aspectos, dentre eles, as
diferencas morfoldgicas das formas promastigotas em seus diferentes estagios, o nivel de
resisténcia adquirido apds determinados tempos de cultivo na presenca da droga, a
transmissdo do fenotipo de resisténcia para as formas amastigotas e a resisténcia a lise pelo
complemento.

O processo de selecéo de parasitos resistentes ao Sblll, nas formas promastigotas de L.
(L.) amazonensis, iniciou utilizando a concentragdo da droga correspondente ao 1Cso (9,02
png/mL). Duas culturas selvagens foram cultivadas separadamente, seguindo a mesma
metodologia de inducdo de resisténcia de forma independente, em que foram realizados
repiques sucessivos do parasito em concentragdes crescentes da droga. No final, foram
selecionados dois mutantes (Sblll 1 e Sblll 2). Visto que se tratam de culturas distintas, estes
podem ou ndo possuir mecanismos de resisténcia diferentes.

Inicialmente, foram selecionados mutantes com trés vezes o valor do ICso, ap6s um

més de cultivo, que alcancaram valores de 26,4 pug/mL (Sblll 1) e 25,7 pg/mL (Sblll 2), em
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comparagao com o selvagem que obteve um valor de 12,8 pug/mL (teste t; p<0,01). Apds trés
meses de repiques sucessivos, 0s mutantes cultivados com seis vezes o valor do ICso
alcancaram valores de 56,2 pg/mL (Sblll 1) e 49,8 ug/mL (Sblll 2), comparado com a cultura
selvagem que obteve o valor de 14,8 pg/mL (teste t; p<0,05).

Posteriormente, apds quatro meses de cultivo em crescentes concentracbes de
antimonio e um total de trinta e trés repiques, foram selecionados mutantes com dez vezes a
concentracdo do ICso. Estes apresentaram um ICso de 93,28 pg/mL (Sblll 1) e 81,67 pug/mL
(Sblll 2), enquanto que a cultura selvagem apresentou um valor de 14,5 pg/mL (teste t;
p<0,01). Ainda, ap6s um total de cinquenta e cinco repiques e seis meses de cultivo, foram
selecionados parasitos capazes de crescer em um meio com quinze vezes o valor do ICso, 0s
quais apresentaram valores de 202,63 pug/mL (Sblll 1) e 288,15 pg/mL (Sblll 2), e o tipo
selvagem obteve um valor de 12,8 pug/mL (teste t; p<0,001). Portanto, os mutantes Sblll 1 e
Sblll 2 adquiriram niveis de resisténcia 15,8 e 22,5 vezes maior do que o apresentado pelas
culturas selvagens, respectivamente.

Os resultados obtidos estdo expressos na Tabela 1, em que esta sendo comparado o
valor do ICso das culturas resistentes ao Sblll com a cultura selvagem.

Ainda pode ser notado, a partir dos resultados obtidos, que o ICsy das culturas
selvagens nao sofreram alteracBes significativas com o numero crescente de repiques
realizados, apresentando um ICsy semelhante ao inicial mesmo ap6s cinquenta e cinco
repiques. Portanto pode-se afirmar que os repiques sucessivos ndo interferiram na resisténcia
de L. (L.) amazonensis ao Sblll. Contudo, ndo se pode inferir quanto a viruléncia dos
parasitos. Moreira et al. (2012) observaram que ocorre uma perda de viruléncia dos parasitos
apos um longo periodo de cultivo in vitro, demonstrando que culturas axénicas apresentaram
uma diminuicdo da viruléncia apds longo periodo de cultivo in vitro.

As diferencas no nivel de resisténcia da cultura selvagem com os mutantes cultivados
com 15 vezes o valor do 1Csy séo bastante significativas, pois 0s mutantes apresentaram uma
resisténcia mais de 15 vezes superior ao exibido pelo tipo selvagem, disponibilizando assim
mutantes para serem investigados quanto aos mecanismos de resisténcia e possivel associa¢do

com a viruléncia.
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Tabela 1: Niveis de resisténcia ao Sblll de diferentes culturas de L. (L.) amazonensis

selecionadas apds a exposicdo a crescentes concentraces do antimonio.

NuUmero de
repiques

Nivel de resisténcia

ICsy Gerado

NUmero de
repiques

Nivel de resisténcia

1Cso Gerado

NUmero de
repiques

Nivel de resisténcia

1Cso Gerado

Numero de
repiques

Nivel de resisténcia

ICsy Gerado

Culturas
Selvagem Selvagem*
(inicial)
2 10
0 0
9,02 pg/mL 12,8 pg/mL
(7,3+11,1) (10,07 + 16,4)
Selvagem Selvagem*
(inicial)
2 25
0 0
9,02 pg/mL 14,8 pg/mL
(73+11,1) (126%17,3)
Selvagem Selvagem*
(inicial)
2 33
0 0
9,02 pg/mL 14,5 pg/mL
(7,3+11,1) (11,3+18,09)
Selvagem Selvagem*
(inicial)
2 55
0 0
9,02 pg/mL 12,8 pg/mL
(7,3+11,1) (10,4 £ 15,5)

26,4 pg/mL
(23,5+29,4)

56,2 pg/mL
(34,3£70,8)

93,2 pg/mL
(78,5 £ 107,7)

202,6 pg/mL
(161,7 + 260,5)

Mutantes

Sblll 2
10

3 X ICsg

25,7 pg/mL
(22,1 £ 29,3)

Sblll 2
25

6 X ICsg

49,8 ug/mL
(27,5 +£61,2)

Sblll 2
33

10 x ICqg
81,6 pg/mL

(58,5 + 101,8)

Sblll 2
55

15 x ICqg
288,1 ng/mL

(225,7 + 409,9)

Fonte: FRADE, D.K.G. Os resultados apresentados sdo as médias de trés experimentos independentes
em duplicata, realizados por meio de contagens em camara de Neubauer, sendo comparados 0s
mutantes resistentes ao Sblll com as culturas selvagens (sem droga), incubados por 72 horas a 25°C.
*Meédia das culturas selvagens, realizadas em duplicata. O ICs, foi calculado utilizando o programa
Probit SPSS. O teste t foi realizado a fim de verificar a significancia dos dados dos mutantes em
relagdo com o tipo selvagem.



53

A resisténcia a drogas € um dos maiores problemas para o tratamento com o0s
antimoniais pentavalentes, como ja vem sendo relatado em diversos paises, especialmente na
india, em que a maior parte da populacdo é resistente aos antimoniais (MOHAPATRA, 2014).

O processo de resisténcia aos antimoniais em Leishmania spp. é altamente complexo,
0 qual ainda ndo estd totalmente esclarecido, porém sabe-se que pode estar associado a
diferentes mecanismos, podendo envolver diversas vias, incluindo a entrada, efluxo e/ou
sequestro da droga, o seu metabolismo, transporte e ainda a morte celular mediada pela acao
da droga (JEDDI et al., 2011).

4.4 Morfologia das formas promastigotas sensiveis e resistentes ao Sbill

As células que foram cultivadas em concentracbes crescentes da droga ndo
apresentaram mudancas a respeito de sua cinética de crescimento, tampouco em sua
morfologia. No entanto, ap0s a selecdo de parasitos capazes de crescer em um meio contendo
Sblll, com dez vezes a concentra¢do do ICso, a analise da morfologia das culturas mostrou
diferencas morfoldgicas entre as formas promastigotas sensiveis e resistentes ao antiménio,
como documentado na Figura 8.

A analise morfologica das células em cultura mostra diferencas significantes no
tamanho e na forma das formas promastigotas dos mutantes e as culturas selvagens. Ap6s o
quinto dia de cultivo observa-se que os controles (culturas selvagens) (Fig. 8A e 8C) possuem
caracteristicas semelhantes, com culturas apresentando uma morfologia homogénea, com
corpo celular alongado, delgado e com flagelo longo, caracteristico de formas metaciclicas,
como mostrado anteriormente (Figura 7), ndo sendo detectadas diferencas morfoldgicas
significativas ap6s 0s sucessivos repiques em cultura. Entretanto, apesar de se encontrarem no
mesmo dia de cultivo, os mutantes (Fig. 8B e 8D) apresentaram diferengas morfoldgicas
significativas em relacdo aos controles, como pode ser observado nas imagens, possuindo a
maior parte das células com um corpo celular arredondado e flagelo alongado, com poucas
células apresentando caracteristicas semelhantes a cultura selvagem, indicando que o cultivo
com quantidades crescentes da droga até dez vezes o ICso promoveu uma alteracdo

morfoldgica nas culturas.
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Figura 8: Morfologia das formas promastigotas sensiveis e resistentes ao Sblll e meio de
cultura com dez vezes a concentragéo do 1Cso.
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Fonte: FRADE, D.K.G. Fotomicrografia das formas promastigotas dos controles e dos
mutantes resistentes ao Sblll, em seu quinto dia de cultivo (aumento 400x). (A e C) Culturas
selvagens; (B) Mutante Sblll 1; (D) Mutante Sblll 2.

No entanto, com o passar dos repiques, em que foram selecionados mutantes capazes
de crescer em um meio com quinze vezes a concentragdo do ICso, foi observada uma
diminuicdo das diferencas entre sensiveis e resistentes ao antiménio, como pode ser visto na
Figura 9, em que muitas células mutantes ainda apresentam formas ovaladas, porém em uma
guantidade menor quando comparado aos mutantes de dez vezes o ICso, contendo uma
quantidade maior de células alongadas com flagelos longos, tipicas das culturas selvagens.

Ainda ndo ha relatos na literatura a respeito de alteracbes morfologicas provocadas
pela resisténcia a drogas em Leishmania. No entanto, Ouakad et al. (2011) relataram que as
cepas resistentes desenvolveram cerca de duas vezes mais promastigotas metaciclicos que as
cepas sensiveis, observado por meio de analises morfologicas do corpo celular, largura e
comprimento do flagelo.

No entanto, observa-se alteracbes morfoldgicas significativas em nossas culturas
resistentes ao antimonial trivalente, as quais podem ter relacdo com a resisténcia a esta droga

por conta da diversidade de mecanismos responsaveis pela resisténcia aos antimoniais, em
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qgue um determinado mecanismo de resisténcia poderia estar provocando estas alteracGes
morfologicas observadas.

Figura 9: Morfologia das formas promastigotas sensiveis e resistentes ao Sblll em meio de
cultura com quinze vezes a concentragédo do ICso.
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Fonte: FRADE, D.K.G. Fotomicrografia das formas promastigotas dos controles e dos mutantes
resistentes ao Sblll, em seu quinto dia de cultivo (aumento 400x). (A e C) Culturas selvagens; (B)
Mutante Sblll 1; (D) Mutante Sblll 2.

4.5 Estabilidade do fenotipo de resisténcia ao antimdnio dos mutantes de Leishmania (L.)

amazonensis

A fim de verificar a estabilidade da resisténcia ao Sblll adquirida pelos mutantes
capazes de crescer em um meio com quinze vezes o valor do ICso, estes foram cultivados em
meio de cultura com auséncia da droga, para que apds 0s repiques sucessivos fossem
analisadas as 1Cso das culturas.

Inicialmente, foi realizada a analise da resisténcia dos mutantes ao Sblll apds o
segundo repique sem adicionar a droga. Foi observado que em um dos mutantes, denominado
Sblll 2, ndo houve uma alteracéo significativa do ICso com relagdo a cultura original (teste t;

p<0,001), apresentando valores equivalentes. Contudo, o mutante Sblll 1 apresentou uma
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diminuicdo da resisténcia ao Sblll, como observado pelo valor do 1Cso (teste t; p<0,05). Apos
0 décimo repique sem adicionar a droga, nota-se de uma forma mais significativa a
diminuicdo da resisténcia do mutante Sblll 1 (teste t; p<0,01), diferentemente do que pode ser
observado no outro mutante (Sblll 2), que permaneceu com um valor semelhante ao original
(teste t; p<0,001). Adicionalmente, foi avaliada a estabilidade da resisténcia desta cultura ap6s
0 décimo oitavo repique no meio sem a droga, em que a reversdo da resisténcia foi ainda mais
acentuada no mutante Sblll 1 (teste t; p<0,01), enquanto que o outro mutante, Sblll 2,

apresentou uma pequena diminuicao no nivel de resisténcia ao antiménio (teste t; p<0,05).

Tabela 2: ICso das culturas resistentes em comparacdo com a cultura selvagem cultivadas sem
a presenca do Sblll.

Culturas de 15 ICs0 ap06s o cultivo sem o Sblll
vezes 0 1Cso Segundo repique  Décimo repique Décimo oitavo repique
Selvagem 10,45 pg/mL 12,2 pg/mL 11,33 pg/mL
(min/méx) (7,7 /113,5) (9,9 /14,2) (9,05 /16,14)
Sbiln 1 179,9 pg/mL 74,1 pg/mL 55,52 pg/mL
(min/méx) (150,5/188,2) (21,08 /112,6) (41,3 /72,7)
Sbill 2 298,8 pg/mL 286,2 pg/mL 240,32 pg/mL
(min/max) (237,6 /425,6) (265,3 /311,5) (186,02 /322,5)

Fonte: FRADE, D.K.G. Os resultados apresentados sdo as médias de dois experimentos em duplicata,
realizados por meio de contagens independentes em camara de Neubauer, sendo comparados com a
cultura selvagem (sem droga), incubados por 72 horas a 25°C. O ICs, foi calculado utilizando o
programa Probit SPSS. O teste t foi realizado a fim de verificar a significancia dos dados dos mutantes
cultivados sem a droga em relacdo a cultura com nivel de resisténcia de 15 vezes 0 I1Cs.

Desse modo, foi possivel observar que apds 18 passagens sem a pressao da droga,
apenas um mutante mostrou um perfil de resisténcia mais estavel (Sblll 2), enquanto o outro
mutante (Sblll 1) mostrou uma diminuicdo do nivel de resisténcia significativo a partir do
décimo repique sem utilizar a droga. Estes resultados sugerem que, possivelmente, estes dois
mutantes podem ter adquirido mecanismos de resisténcia ao Sblll distintos, por conta da
complexidade deste processo e de poder estar associado a diferentes vias.

Os resultados obtidos foram semelhantes aos relatados por Monte-Neto et al. (2011)
com L. (L) amazonensis, em que obtiveram quatro mutantes resistentes ao Sblll
independentes, sendo que apos 20 passagens sem a pressdo da droga apenas um mutante
mostrou um perfil estavel de resisténcia, enquanto os outros trés mostraram um decréscimo no

nivel de resisténcia.
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Um estudo realizado por Liarte e Murta (2010) com parasitos das espécies de
Leishmania (V.) guyanensis, L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum
chagasi, relatou que apds 37 passagens em um meio de cultura sem o Sblll, formas
promastigotas de L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis resistentes ao Sblll perderam a
resisténcia ao antimonio, mostrando também nestes mutantes uma instabilidade deste
fenotipo.

Analisando a morfologia dos mutantes Sblll 1 e Sblll 2 ap6s dezenove repiques sem
utilizar a droga, foi possivel observar que as culturas ndo mais apresentaram diferencas
morfolégicas quando comparadas com as culturas selvagens (Figura 10), como havia
observado anteriormente nas culturas cultivadas na presenca da droga (Figura 8).

Como mostrado na figura 10, todas as culturas apresentaram uma morfologia mais
homogénea, mesmo o mutante que mostrou um perfil de estabilidade maior (Sblll 2). As
culturas apresentavam formas promastigotas possuindo um corpo celular delgado e um flagelo
alongado, ndo apresentando células ovaladas, sendo outro indicio de que as alteracbes

morfologicas anteriormente observadas podem estar relacionadas a resisténcia ao Sblll.

Figura 10: Formas promastigotas das culturas selvagens e dos mutantes Sblll 1 e Sblll 2 ap6s
0 décimo nono repique sem o antiménio trivalente.
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Fonte: FRADE, D.K.G. Fotomicrografia das formas promastigotas dos controles e dos
mutantes resistentes ao Sblll, em seu quinto dia de cultivo, apds dezenove repiques sem utilizar
a droga (aumento 400x). (A e C) Culturas selvagens; (B) Mutante Sblll 1; (D) Mutante Sbill 2.
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4.6 Andlise da transferéncia de resisténcia da forma promastigota para a forma

amastigota

Foram obtidas formas amastigotas axénicas por meio de um aumento de temperatura e
decréscimo do pH do meio, como descrito anteriormente (BATES, 1994), as quais foram
derivadas de formas promastigotas de L. (L.) amazonensis sensiveis e resistentes ao Sblll e

avaliados os niveis de resisténcia utilizando o ensaio colorimétrico do MTT.

4.6.1 Transformacdo de promastigotas em amastigotas axénicas

As formas amastigotas axénicas foram obtidas por meio da transformacéo das formas
promastigotas em fase estacionaria de crescimento, conforme descrito por Hodgkinson et al.,
1996, com modificagdes, como mostrado no item 3.8. O desenvolvimento das formas
amastigotas axénicas in vitro foi satisfatorio pois, pela analise microscopica, pode-se constatar
que praticamente todas as formas promastigotas das culturas selvagens, assim como das
resistentes ao antimonio se diferenciaram em amastigotas.

Para a identificacdo das amastigotas axénicas foi realizada uma analise morfoldgica
em microscopia Optica, em que foi possivel observar em todas culturas, células com auséncia
de flagelos livres, com o corpo celular arredondado/ovalado, caracteristico das formas
amastigotas, ap6s 48h de incubagdo em meio Schneider (pH 5,5) (Figura 11). Esta morfologia
é caracteristica de formas amastigotas intracelulares de Leishmania spp. E pertinente realgar
qgue ndo foram detectadas diferencas entre as culturas selvagens e mutantes, apesar destas
culturas apresentarem diferencas morfolégicas quando na forma promastigota, como
mostrado anteriormente (Figura 8).

O sucesso no processo de transformacdo das formas promastigotas para amastigotas
axénicas € bastante relevante, principalmente por conta da dificuldade existente nesta
conversao, pela necessidade de monitoramento e de uma avaliagdo cuidadosa das culturas de
amastigotas axénicas, bem como na importancia de se poder realizar estudos nesta forma do
parasito (HODGKINSON et al., 1996; SAAR et al., 1998).
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Figura 11: Formas amastigotas axénicas das culturas resistentes ao Sblll em comparagdo com
as culturas selvagens.

Fonte: FRADE, D.K.G. Fotomicrografia das formas amastigotas axénicas das culturas

selvagens e dos mutantes, cultivadas em meio Schneider suplementado com 20% SBF e pH 5,5
(aumento 400x). (A e C) Culturas selvagens; (B) Mutante Shlll 1; (D) Mutante Sbill 2.

4.6.2 Sensibilidade das formas amastigotas axénicas ao Sblll

As formas amastigotas axénicas obtidas foram testadas quanto a sua sensibilidade ao
Sblll, a fim de determinar se o fenotipo de resisténcia observado nas formas promastigotas se
mantinha nas formas amastigotas. Para esta andlise, foi realizado o teste de viabilidade celular
utilizando o corante MTT, como descrito no item 3.9, em que os parasitos foram expostos a
diferentes concentracdes da droga, para em seguida utilizar o corante, buscando avaliar a
viabilidade celular. O MTT é um método que tem sido empregado para mensurar a quantidade
de formas axénicas viaveis de Leishmania presentes na amostra em estudo (SERENO;
LEMESRE, 1997).

De acordo com os resultados (Grafico 4), foi possivel observar que em todas as
concentragOes testadas, as formas amastigotas axénicas obtidas a partir da transformacéo das

culturas resistentes ao Sblll foram significativamente mais resistentes a agdo da droga, em
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comparagdo com o tipo selvagem, ou seja, a droga promoveu uma inibicdo maior nas culturas

sensiveis em relacdo aos mutantes.

Graéfico 4: Porcentagem de viabilidade das formas amastigotas axénicas dos mutantes Sblll 1
e Sblll 2 em comparacdo com a cultura selvagem.
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Fonte: FRADE, D.K.G. As formas amastigotas axénicas foram cultivadas em Schneider
suplementado com 20% SBF e pH 5,5, incubadas durante 24 horas para posterior adicdo do
corante MTT, mantendo overnight para a realizagdo da leitura. O grafico representa a média de
trés experimentos independentes realizados em triplicata. O teste t foi realizado para comparar a
porcentagem de viabilidade das células dos mutantes em comparacao ao tipo selvagem, sendo
** p<0,01; *** p<0,001.

Entre os dois mutantes, as formas axénicas do mutante Sblll 1 apresentaram maior
porcentagem de viabilidade celular, o que indica que possuiam uma maior quantidade de
celulas viaveis desde a primeira concentragdo testada, de 0,19 pg/ml. O mutante Sbill 2
tambeém mostrou uma viabilidade bastante significativa em relagdo ao selvagem na primeira
concentracéo testada. Nas outras concentragdes, observa-se que a droga promoveu inibicdo
cerca de duas vezes maior nas culturas selvagens em comparagdo com 0s mutantes.

Como observado nos resultados e de acordo com a literatura, as formas promastigota e
amastigota apresentam diferencas quanto a sua susceptibilidade frente a drogas anti-
Leishmania, visto que as formas amastigotas sdo altamente susceptiveis ao antimonial
pentavalente e trivalente, em comparagdo com as formas promastigotas, que apresentam
menor sensibilidade aos antimoniais (CALLAHAN et al., 1997; SERENO et al., 1998). No
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entanto, apesar de apresentarem maior susceptibilidade, as formas amastigotas axénicas
obtidas dos mutantes resistentes ao Sblll, ainda assim exibiram um perfil de resisténcia
superior ao observado em culturas sensiveis.

Como descrito por Loiseau e Bories (2006), a maior resisténcia ao Sblll observada em
formas amastigotas axénicas derivadas de mutantes resistentes pode estar relacionada a
reducdo ou perda de acdo da droga. Estudos realizados por Shaked-Mishan et al. (2001)
demonstraram que amastigotas axénicas de Leishmania donovani resistentes ao SbV, obtidas
a partir de promastigotas resistentes selecionados in vitro, exibiram uma capacidade
diminuida de reduzir o SbV a Sblll, o que as torna mais resistentes a acdo da droga por
impedir que esta seja transformada em sua forma biologicamente ativa.

Vale ressaltar que no ciclo do parasito, as formas amastigotas sdo as que se encontram
no hospedeiro mamifero e, desse modo, a transferéncia da resisténcia das formas
promastigotas para as formas amastigotas permite o entendimento de que, possivelmente, em
uma infecgdo utilizando os mutantes, as formas amastigotas seriam mais resistentes ao
tratamento, caso seja realizado o tratamento com o Sblll. Isto se deve ao foto de que a
utilizacdo das formas amastigotas axénicas apresenta resultados confiaveis e que muitas vezes

séo semelhantes aos obtidos com as formas intracelulares (CALLAHAN et al., 1997).

4.7 Analise da correlacdo entre resisténcia ao Sblll e resisténcia a lise pelo complemento

A fim de avaliar se a resisténcia ao Sblll interfere na sensibilidade a lise pelo
complemento, foi inicialmente padronizado este ensaio de lise nas condi¢Ges laboratoriais
utilizadas neste trabalho para o cultivo de L. (L.) amazonensis, para posteriormente investigar

esta possivel correlagdo.

4.7.1 Padronizacdo do ensaio de lise pelo sistema complemento

Como relatado na literatura, as formas promastigotas de Leishmania spp. em fase
logaritmica de crescimento (prociclicas) sdo mais sensiveis a lise pelo complemento, quando
comparado com as formas promastigotas em fase estacionaria de crescimento (FRANKE et

al., 1985). Portanto para a padronizac¢ao do ensaio de lise, foram analisadas culturas de L. (L.)
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amazonensis em fase logaritmica (dois dias de cultivo) e estacionéria (cinco dias de cultivo)
de crescimento, de acordo com o perfil de crescimento mostrado anteriormente na Tabela 2.
Para a realizacdo do ensaio de lise pelo complemento foi utilizado soro humano de um
individuo saudavel. Os resultados estdo descritos na Tabela 3. Foi observado que a dilui¢do
do soro humano em uma propor¢édo de 1:1 provocou a morte de 100% das células. No fator de
diluicdo do soro de 1:2 e 1:4 as culturas apresentaram reduzida taxa de sobrevivéncia, em
ambas as fases de crescimento testadas. A medida que a concentracdo do soro diminuiu, a

taxa de sobrevivéncia dos parasitos aumentou.

Tabela 3: Sensibilidade de formas promastigotas em fase logaritmica e estacionaria de
crescimento a acao do Sistema Complemento presente em soro humano.

Fator de diluicdo do soro
1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64
Logaritmica 0 0,12 | 0,63 | 546 | 28,18 | 16,03 | 23,07

Fase de crescimento

Estacionaria 0 025 | 0,88 | 9,66 | 3518 | 30,02 | 33,33

Fonte: FRADE, D.K.G. Percentagem de sobrevivéncia calculada com base na concentracdo da
amostra inicial antes da submissao ao teste (1x10° promastigotas/mL). Os resultados apresentados
sdo as médias de dois experimentos em triplicata, realizados por meio de contagens
independentes em camara de Neubauer. S6 foram contabilizados vivos os promastigotas com
movimento. O teste t foi realizado para comparar a porcentagem de sobrevivéncia das células em
fase logaritmica e estacionaria.

Comparando as duas fases de crescimento dos parasitos, foi observado que as culturas
em fase estacionaria de crescimento foram significativamente mais resistentes a lise pelo
complemento do que as em fase logaritmica (teste t; p<0,01), em todas as concentracdes de
soro analisadas, 0 que corrobora com resultados descritos anteriormente que demonstram que
as formas metaciclicas sdo mais resistentes a lise que as formas prociclicas (PINTO-DA-
SILVA et al., 2002; Da SILVA et al., 2015).

No processo de metaciclogénese ocorre uma série de mudangas no parasito, entre elas
alteracdes morfoldgicas, tais como diferencas no corpo celular, que se torna mais delgado, e
com um flagelo mais alongado, bem como as modificagdes bioquimicas que sdo observadas,
como o aumento da expressdo do LPG e da glicoproteina gp63 na membrana externa do
parasito (SACKS et al., 1990; PINTO-DA-SILVA et al., 2002).

A metaciclogénese acompanha outra caracteristica essencial para a sobrevivéncia dos
parasitos no interior do hospedeiro mamifero, que é o aumento da resisténcia a lise mediada

pelo sistema complemento, o qual é um processo também observado em culturas in vitro. Por
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conta disso, as formas prociclicas sdo mais susceptiveis a lise pelo complemento do que as
formas metaciclicas, presentes especialmente na fase estacionéria de crescimento (Da SILVA
etal., 2015).

A resisténcia a lise é atribuida ao aumento do LPG na superficie do parasito, que
dificulta a inser¢do das proteinas do complemento que formam o complexo de ataque na
membrana do parasito, dificultando a formacdo de poros na membrana (PUENTES et al.,
1989). Adicionalmente, o aumento da expressdo de gp63 (BRITTINGHAM et al., 1995) e
gp46 (LINCOLN et al., 2004), também promovem a opsonizagdo, juntamente com o LPG,
para que o parasito seja rapidamente fagocitado pelo macréfago, buscando estabelecer uma

infeccdo.

4.7.2 Sensibilidade a lise pelo complemento de mutantes de L. (L.) amazonensis resistentes ao
Sbill

Uma vez padronizado o ensaio de lise pelo complemento, foi investigado se 0s
parametros resisténcia ao Sblll das culturas e resisténcia a lise pelo sistema complemento
estdo correlacionados em L. (L.) amazonensis. Para isto foram testadas culturas sensiveis e
resistentes (mutantes Sblll 1 e Sblll 2) ao antimdnio trivalente a lise pelo complemento
utilizando o soro humano. Os resultados deste ensaio estdo mostrados na Tabela 4. Todas as

culturas encontravam-se em fase estacionaria de crescimento (quinto dia de cultivo).

Tabela 4: Porcentagem de sobrevivéncia dos promastigotas dos mutantes e da cultura
selvagem a acdo do Sistema Complemento presente em soro humano.

Culturas Fator de dilui¢éo do soro
1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64
Selvagem 0 0,18 0,49 2,69 12,54 17,76 15,34
Sblll 1 0 0,73 2,00 6,85 19,67 26,00 17,55
Sblll 2 0 0,64 1,75 5,46 17,00 | 24,00 16,33

Fonte: FRADE, D.K.G. Percentagem de sobrevivéncia calculada com base na concentracdo da
amostra inicial antes da submissao ao teste (1x10° promastigotas/mL). Os resultados apresentados
sdo as médias de dois experimentos em triplicata, realizados por meio de contagens
independentes em camara de Neubauer. S6 foram contabilizados vivos os promastigotas com
movimento. O teste t foi realizado para comparar a porcentagem de sobrevivéncia dos mutantes
em relacdo ao tipo selvagem.
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De acordo com os resultados, nota-se que da mesma forma que no experimento
anterior, o fator de diluicdo 1:1 provocou a morte de todas as células. As diluicbes de 1:2 e
1:4 também apresentaram uma pequena taxa de sobrevivéncia, contudo, ambos 0s mutantes
apresentaram taxa de sobrevivéncia significativamente maior que o tipo selvagem, bem como
em todas as diluicGes testadas e de maneira significativa (teste t; p<0,01).

Portanto, observa-se que 0s mutantes apresentaram porcentagem de sobrevivéncia
maior por tornaram-se mais resistentes, com relacdo a cultura selvagem, as proteinas do
complemento presentes no soro, podendo inferir que processo de resisténcia ao Sblll
promoveu alteracdes nos parasitos que induziram ao aumento da resisténcia a lise mediada
pelo sistema complemento.

Os resultados obtidos corroboram com as recentes pesquisas que relacionam a
resisténcia a drogas com a viruléncia do parasito, como foi descrito por Ouakad et al. (2011),
em que foi demonstrado que parasitos resistentes ao SbV provenientes de isolados clinicos
apresentaram um perfil de resisténcia a lise pelo sistema complemento superior aquele
observado em culturas sensiveis de Leishmania donovani.

Alguns estudos vem demonstrado que a resisténcia a drogas pode conferir um aumento
da viruléncia do parasito, porém os mecanismos que envolvem este processo ainda ndo estéo
esclarecidos. Contudo, Ouakad et al. (2011) sugerem que ocorre um aumento no fitness de
mutantes de L. donovani resistentes ao SbV, em que foi demonstrado que as cepas resistentes
desenvolveram cerca de duas vezes mais promastigotas metaciclicos que as cepas sensiveis, 0
qual € um processo essencial para a viruléncia do parasito. Além disso, estudos realizados
com linhagens resistentes de L. donovani sugerem que estas possuem maior tolerancia a
diferentes condi¢bes de estresse, quando comparadas a culturas sensiveis, 0 que poderia
promover maior taxa de sobrevivéncia no interior de macréfagos, aumentando a capacidade
dos parasitos de lidar com as pressbes naturais para estabelecer a infeccdo (GARCIA-
HERNANDEZ et al., 2015). Samant et al. (2007) mostram que ocorre um aumento da
expressao de proteofosfoglicanos na superficie de parasitos de L. donovani resistentes ao
SbV, que é uma glicoproteina considerada importante no processo de transmissao, invasao e
sobrevivéncia intracelular dos parasitos. Ainda, Vanaerschot et al. (2011) realizaram estudos
com cepas de L. donovani resistentes ao antimonio, que mostraram maior viruléncia destes
parasitos, comparados com a cepa sensivel, uma vez que as cepas resistentes mostraram uma
capacidade claramente maior de causar infec¢do in vivo em compara¢do com as culturas

sensiveis.
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Esses resultados podem indicar que os parasitos Leishmania conseguem se adaptar a
pressdo de drogas, como 0s antimoniais, e ainda se tornarem mais virulentos, sugerindo que

estes dois parametros diferentes podem estar correlacionados.

4.8 Sensibilidade dos mutantes resistentes ao Sblll a Anfotericina B

A fim de verificar se os mutantes resistentes ao Sblll obtidos neste trabalho
apresentam resisténcia a outra droga de referéncia, buscou-se avaliar se eles também possuem
resisténcia a Anfotericina B. Este ensaio foi realizando com as culturas com um nivel de
resisténcia 6,42 (Sblll 1) e 5,62 (Sblll 2) vezes maior do que o apresentado pela cultura

selvagem, como mostrado no Gréfico 7.

Gréfico 5: Atividade antipromastigota da Anfotericina B em uma cultura selvagem e em
mutantes de Leishmania (L.) amazonensis.
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Fonte: FRADE, D.K.G. Os resultados apresentados sdo as médias de trés experimentos
em duplicata, realizados com as culturas cultivadas com dez vezes o valor do 1Csy, em
contagens independentes em cAmara de Neubauer. Cada cultura foi testada com diferentes
concentragdes de Anfotericina B e incubadas por 72 horas a 25°C. O teste t foi realizado
para comparar a porcentagem de inibicdo de crescimento de cada cultura em relagdo ao
seu controle sem droga, sendo ** p<0,01; *** p<0,001. O ANOVA foi utilizado para
comparar 0s mutantes com o tipo selvagem (néo significativo).
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Analisando os resultados obtidos, percebe-se que as porcentagens de inibigéo da droga
na cultura selvagem, foram bastante semelhantes ao que foi observado nos dois mutantes
(Sblll 1 e Sblll 2), apresentando valores de 1Cso de 0,2 pg/mL (Sblll 1) e 0,16 pg/mL (Sblll
2), em comparagdo com a cultura selvagem que apresentou um valor de 0,2 pg/mL, néo
havendo diferencas significativas entre eles, indicando que os mutantes resistentes ao Sblll
ndo apresentaram uma resisténcia cruzada ao farmaco de referéncia Anfotericina B.

Estudos mostraram que o gene mrpa, um membro dos transportadores ABC (ATP-
binding cassette), esta amplificado em linhagens de Leishmania resistentes aos antimoniais, 0
qual € um membro da familia de proteinas de multirresisténcia a drogas, desempenhando um
papel importante na resisténcia a drogas neste parasito (CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2010;
MOREIRA et al., 2013). Desse modo, os mutantes resistentes que foram selecionados podem
eventualmente apresentar resisténcia cruzada com outra droga, ou mesmo resisténcia a
maltiplas drogas, uma vez que ndo se sabe o mecanismo que provoca o fenétipo de
resisténcia.

O mecanismo exato da resisténcia aos antimoniais que envolve os transportadores
ABC ainda ndo esta totalmente esclarecido (CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2010). No
entanto, duas vias de elimina¢do do farmaco foram descritas. A primeira € que 0s compostos
sdo sequestrados em um compartimento intracelular, e a segunda € que ocorre a eliminacao
direta por meio da membrana celular (OUELLETTE et al., 2004). Estudos mostram que o
mecanismo de resisténcia exercido pelo mrpa esta associado ao sequestro do Sblll em um
compartimento intracelular em Leishmania (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006), porém,
0S mecanismos de resisténcia continuam a ser esclarecidos.

Um estudo realizado por Purkait et al. (2011) em isolados clinicos de L. donovani
demonstrou que os transportadores ABC podem estar envolvidos na resisténcia dos parasitos
a Anfotericina B. Neste estudo, foi observado que o nivel de mRNA de mdrl, um
transportador ABC envolvido no efluxo de drogas, mostrou-se trés vezes superior em
promastigotas resistentes do que nas formas promastigotas sensiveis a Anfotericina B,
indicando uma possivel participagdo deste transportador no mecanismo de resisténcia. Para a
validacdo deste estudo, foi observado que quando utilizado o verapamil, um inibidor do
efluxo de farmacos através de transportadores ABC, ocorreu uma reversdo do fenotipo de
resisténcia.

Com base nos dados obtidos, e sabendo que 0 mecanismo de resisténcia a Anfotericina
B, que foi observado por Purkait et al. (2011), esta relacionado ao aumento da expresséo de

um gene envolvido no efluxo de drogas, e sabendo que neste mesmo estudo néo foi observado
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diferengas no nivel do MRNA do gene PgpA (mrpa), o qual diversos estudos demonstram o
seu possivel envolvimento no sequestro da droga em um compartimento intracelular, que esta
diretamente envolvido na resisténcia aos antimoniais, podemos inferir que 0 mecanismo de
acdo de resisténcia ao Sblll dos mutantes possivelmente néo esta relacionado com o efluxo da
droga, mas com o sequestro da mesma.

Dessa forma, no presente estudo foram obtidos dois mutantes resistentes ao Sblll, por
meio do cultivo em concentracdes crescentes da droga. Houve um impacto na biologia de L.
(L.) amazonensis, pois foi possivel observar alteragdes morfolégicas nos mutantes que eram
capazes de crescer em um meio contendo dez vezes o valor do ICso, as quais diminuiram com
o passar dos repiques em concentraces crescentes da droga. E pertinente ampliar estes
estudos realizando uma andlise ultraestrutural destes parasitos e também investigando
possiveis alteracdes bioquimicas e genéticas associados a estas diferencas morfologicas.

Um dos mutantes (Sblll 2) mostrou maior estabilidade em seu fen6tipo de resisténcia,
0 que pode indicar que os mesmos podem ter adquirido diferentes mecanismos de resisténcia
ao Sblll, sendo um dado promissor para realizar mais estudos a fim de investigar quais os
mecanismos de resisténcia adquiridos pelos mutantes, visto que este € um processo ainda com
muitas lacunas em Leishmania spp., podendo envolver diferentes vias celulares, como a
amplificagdo génica (MARY et al., 2010), a redugéo da capacidade de converter o ShV na
forma Sbill (DENTON; MCGREGOR; COOMBS, 2004), de promover o efluxo (RAI et al.,
2013) ou sequestro da droga (JEDDI et al., 2011), entre outras atividades.

Os mutantes resistentes ao Sblll apresentaram maior resisténcia a lise mediada pelo
complemento humano em comparagdo com o tipo selvagem, mostrando o impacto da
resisténcia ao Sblll em um dos pardmetros que a avalia a viruléncia do parasito. Contudo,
estudos de infecgdo in vitro e in vivo, utilizando os parasitos resistentes obtidos neste estudo,
sd0 necessarios para esclarecer se estes parametros estdo correlacionados em L. (L.)
amazonensis, sendo um dado capaz de contribuir no entendimento do processo de resisténcia
a drogas relacionado com a viruléncia do parasito, que implicaria em maiores dificuldades no

tratamento das leishmanioses.
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Conclusodes

Formas promastigotas da espécie Leishmania (L.) amazonensis adquirem altos niveis
de resisténcia quando expostos a crescentes concentracdes de antimonio trivalente
(Sbiy;

A resisténcia adquirida ao Sblll pode levar a alteragbes na morfologia de formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis;

O fendtipo de resisténcia ao Sblll adquirido por formas promastigotas de L.
amazonensis pode se expressar também nas formas amastigotas axénicas dos

parasitos;

A exposicdo de formas promastigotas de L. (L.) amazonensis a crescentes
concentracdes de Sblll pode selecionar mutantes resistentes com diferentes niveis de

estabilidade;

As formas promastigotas resistentes ao Shlll mostraram-se significativamente mais
resistentes a lise mediada pelo sistema complemento humano, quando comparado as
culturas selvagens, sugerindo que os parametros resisténcia a antimoniais e viruléncia

podem estar correlacionados em Leishmania (L.) amazonensis.

Os mutantes que sdo resistentes ao Sblll ndo apresentaram resisténcia cruzada ao

farmaco de referéncia Anfotericina B.
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