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RESUMO

A miltefosina tem sido utilizada com sucesso para o tratamento de LV na india, com
um indice de cura de 94%. Entretanto, um ensaio clinico realizado pela primeira vez
no Brasil demonstrou que cerca de 50% dos pacientes com LV apresentou falha
apos o tratamento. Uma hipotese para justificar a ocorréncia de falha terapéutica em
pacientes tratados no Brasil seria a ocorréncia de sensibilidade variada a miltefosina
entre os isolados de L. chagasi. A variagdo na sensibilidade a miltefosina tem sido
relacionada a diferencas na capacidade de internalizacdo da droga como resultado
direto de um defeito na maquinaria de translocacédo presente na membrana celular
da Leishmania, composta por pelo menos duas proteinas, LAMT, e sua subunidade
B, LdRos3. Sendo assim, os objetivos desse estudo foram avaliar se ha correlagao
entre a sensibilidade in vitro a miltefosina de isolados de L. chagasi com a resposta
ao tratamento, e correlacionar a suscetibilidade a miltefosina com a expressédo de
proteinas relacionadas a sua maquinaria de translocacdo. Utilizando ensaios de
infeccdo de macroéfagos, os resultados obtidos mostraram que todos os isolados de
pacientes curados apos o tratamento foram sensiveis in vitro a miltefosina (Clsp 2,6 -
7,94 uM), enquanto 10 dos 12 isolados de pacientes que apresentaram falha ao
tratamento mostraram-se resistentes (Clsp > 15 pM). Os dois isolados que
mostraram-se sensiveis antes do tratamento tornaram-se resistentes, mostrando a
aquisicao de resisténcia durante o tratamento. Esses dados sugerem que a falha de
tratamento observada em pacientes portadores de LV no Brasil esta relacionada a
resisténcia do parasita a droga. Por outro lado, a andlise da expressdo génica de
proteinas responsaveis pela captacdo da miltefosina ndo mostrou diferenca entre os
isolados sensiveis e resistentes. Diante destes resultados acreditamos que o
monitoramento da sensibilidade de isolados clinicos de Leishmania a miltefosina
seja de grande relevancia para predizer falha de tratamento. Além disso,
considerando que testes in vitro de infeccdo de macréfagos séo laboriosos e
demorados, a busca de marcadores de resisténcia utilizando metodologias mais

simples e rapidas é importante para facilitar esse monitoramento.

Palavras-chave: L. chagasi. Miltefosina. Ensaio in vitro. Expressao génica.



ABSTRACT

The miltefosine has been used successfully for treatment of VL in India, with a cure
rate of 94%. However, a clinical trial demonstrated that, in Brazil, about 50% of
patients with VL failed after treatment. One hypothesis to explain the occurrence of
therapeutic failure in patients treated in Brazil would be the occurrence of variable
sensitivity to miltefosine among L. chagasi isolate. The variation in the sensitivity to
miltefosine has been related to differences in the ability to internalize the drug as a
direct result of a defect in the translocation machinery present in the cell membrane
of Leishmania, comprising at least two proteins, LAMT and its 8 subunit, LdRos3.
Therefore, the objectives of this study were to evaluate the correlation of in vitro
sensitivity to miltefosine in L. chagasi isolates with the response to treatment, and
correlate miltefosine susceptibility with the expression of proteins related to their
translocation machinery. Using macrophage infection assays, our results showed
that all strains obtained from patients cured after treatment were susceptible to
miltefosine in vitro (ICsp 2.6 - 7.94 mM), whereas 10 of 12 samples of patients who
presented treatment failure were resistant (IC5o> 15 mM). Those two isolates that
were sensitive pre-treatment have become resistant, indicating the acquisition of
resistance during the treatment. Therefore, these data suggest that the treatment
failure observed in patients with VL in Brazil is related to parasite drug resistance. On
the other hand, the analysis of gene expression of proteins responsible for
miltefosine uptake showed no difference between sensitive and resistant isolates.
Considering these results, we believe that monitoring the sensitivity of clinical
isolates of Leishmania to miltefosine is highly relevant for predicting treatment failure.
Moreover, since in vitro infection of macrophages used to evaluate the parasite
sensitivity to the drug is laborious and time consuming, the search for drug resistance

markers using simple and rapid methods is important to facilitate this monitoring.

Keywords: L. chagasi. Miltefosine. In vitro assay. Gene expression.
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1 INTRODUCAO

As primeiras drogas anti-Leishmania, os antimoniais pentavalentes, foram
inicialmente utilizados nas décadas de 1920-1940 e ainda sdo os agentes de
primeira escolha para o tratamento da leishmaniose visceral (LV). Embora seja
possivel obter indices de cura de até 90% com estes medicamentos, existem varias
desvantagens em relacdo a sua utilizacdo; o tratamento € longo (20-28 dias)
(HERWALDT E BERMAN, 1992; BRASIL, 2003), os efeitos colaterais sao
frequentes, podendo em alguns casos levar ao 6bito, e sdo drogas de uso parenteral
exclusivo. O desoxicolato sodico de anfotericina B € a droga de segunda escolha
para o tratamento da doenca. Apesar de ser o0 medicamento anti-Leishmania mais
potente disponivel, seu uso é restrito a via parenteral e seus efeitos colaterais sao
frequentes (THAKUR et al., 1999). As novas formulacbes da anfotericina B
(dispersédo coloidal e liposomal) sdo menos toxicas que o desoxicolato, porém
apresentam custo elevado e podem ser utilizadas apenas por via parenteral
(BERMAN et al., 1998; MURRAY, 2004).

Um dos maiores avanc¢os na pesquisa de drogas com atividade anti-Leishmania foi a
descoberta de uma droga oral, a miltefosina (CROFT, SEIFERT E DUCHERE,
2003). A miltefosina € uma acilfosfocolina, inicialmente desenvolvida como droga
anti-cancer, que também mostra atividade anti-Leishmania. A miltefosina tem sido
utilizada com sucesso para o tratamento de LV na india, com um indice de cura de
94%, incluindo os casos resistentes ao tratamento convencional com antimoniais
pentavalentes (SUNDAR et al., 2002a). Um ensaio clinico realizado pela primeira
vez no Brasil para avaliar a eficacia da miltefosina em pacientes portadores de LV,
demonstrou que diferente dos resultados encontrados nos ensaios clinicos
desenvolvidos na india, cerca de 50% dos pacientes avaliados no Brasil apresentou
falha apos o tratamento, levando a interrupcdo do estudo. Uma hipdtese para
justificar a ocorréncia de falha terapéutica em pacientes tratados no Brasil seria a
ocorréncia de sensibilidade variada a miltefosina entre os isolados de Leishmania

chagasi.
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A variacdo na sensibilidade a miltefosina tem sido relacionada a diferengas na
capacidade de internalizacdo desse farmaco (PEREZ-VICTORIA et al., 2003a). A
inabilidade em captar a miltefosina tem sido descrita como resultado direto de um
defeito na maquinaria de translocacdo presente na membrana celular da
Leishmania. Essa maquinaria € composta por pelo menos duas proteinas, LAMT, um
membro da subfamilia P4 das ATPases envolvidas na translocacéo de fosfolipideos
e sua subunidade B, LdRos3, membro da familia Lem3/CDC50, descritas em
Leishmania donovani e Leishmania braziliensis (PEREZ-VICTORIA et al., 2003b,
2006b; SANCHEZ-CANETE et al., 2009).

Neste contexto, um dos objetivos deste estudo foi avaliar se h&a correlacdo entre a
sensibilidade in vitro & miltefosina de isolados de L. chagasi com a resposta ao
tratamento. Além disso, este estudo pretende também correlacionar a
suscetibilidade a miltefosina com a expressao de mRNA de proteinas relacionadas a
maquinaria de translocacao da miltefosina, com o objetivo de explorar seu potencial

como marcadores de resisténcia & miltefosina em isolados clinicos de L. chagasi.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Os relatos de LV na histdria aparecem principalmente apds 1824. Nesse ano, um
surto cronico de febre ocorreu em Jessore (Bangladesh), acompanhado de caquexia
marcante, anemia e resisténcia a quinina. Esse surto alcancou a cidade de Burdwan
em 1862 e passou a ser chamado de “febre Burdwan”, “doenca negra” ou “kala
azar’. Relatos de baco aumentado, febre intermitente ou remitente e resisténcia a
quinina foram descritos nesses surtos. Em 1898, Rogers e Ross chegaram a
conclusdo que o kalazar era uma forma virulenta de malaria, apesar de nenhuns ou
poucos parasitas da malaria terem sido encontrados nos pacientes investigados
(COX, 1996).

Em 1900, o médico escocés William Leishman reconheceu os parasitas causadores
do kalazar pela primeira vez. Leishman utilizou sua propria versao da coloracdo de
Romanowsky para corar esfregacos do baco de um soldado de Dum Dum, Calcutta,
gue havia morrido de disenteria com emagrecimento e aumento do baco. O médico
entado sugeriu que os parasitas poderiam ser “tripanosomas”. Donovan, professor da
Universidade de Madras (hoje Channai, india), enviou em 1903 para Ronald Ross
um esboco do parasita que havia encontrado no bago de um paciente que sofria de
febre remitente e aumento do bago. Como os parasitas descritos por Leishman e
Donovan pareciam ser os mesmos, Ross criou em 1903 o género Leishmania em
homenagem aos descobridores. As formas do parasita no baco passaram a ser
referidas como corpos de Leishman-Donovan e o parasita foi chamado de
Leishmania donovani (COX, 1996).

Nas Ameéricas, o0 primeiro caso autéctone registrado foi diagnosticado no Paraguai
por Migone em 1913, tendo sido posteriormente assinalados outros na Argentina,
Brasil, Venezuela, Bolivia, Colébmbia, Guatemala, México, El Salvador, Honduras,
Suriname e Guadalupe (LAINSON et al., 1986).

No Brasil, casos de LV comecaram a ser relatados em 1934, quando o médico
Henrique Penna examinou amostras de figado de pacientes que haviam

supostamente morrido de febre amarela em varias areas rurais. O médico
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comprovou que 41 amostras continham formas de Leishmania. Carlos Chagas,
famoso por descobrir as formas de Tripanosoma cruzi, enviou seu filho Evandro
Chagas a Belém, Para, para estudar a LV. Em 1937, Chagas e Cunha deram o
nome de Leishmania chagasi ao parasita causador da LV no Brasil em homenagem
a Carlos Chagas que havia falecido no ano anterior (COX, 1996). O nome L. chagasi
foi dado ao agente etiologico da LV na América do Sul para distingui-la da
Leishmania infantum e L. donovani. A principio, a L. chagasi foi considerada uma
espécie a parte porque nao infectava animais de laboratorio e sorologicamente era
diferente das outras espécies de Leishmania. Da Cunha e Adler, em 1938,
demonstraram que L. chagasi infectava hamsters e Da Cunha, ainda mostrou que

cachorros também poderiam ser infectados (ADLER, 1940).

Atualmente, sabe-se que a LV é uma infeccdo sistémica causada pelo protozoario
do género Leishmania, a qual é fatal se ndo tratada. A LV é causada pelas espécies
L. donovani no continente indiano, Asia e Africa; L. infantum na base do
mediterrdneo e L. chagasi (sinonimia L. infantum) na América do Sul. Essa doenca é
endémica em regides tropicais e subtropicais, e na base do Mediterraneo. A
estimativa € de 500.000 novos casos anuais no mundo, dos quais cerca de 90%
ocorrem em cinco paises: India, Bangladesh, Nepal, Suddo e Brasil. Ocorre em
quatro continentes (Américas, Europa, Asia e Africa), com distribuicido geogréfica
representada na figura 1 (WHO, acesso em 08 dez. 2011).
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Figura 1 - Distribuic&o geograficada LV no velho e novo mundo.
Fonte: WHO (2010).

Nas Américas, a LV humana ocorre desde o sul do México até o norte da Argentina,
sendo que 90% dos casos registrados ocorrem no Brasil, onde esta distribuida em
19 das 27 unidades federativas, atingindo quatro das cinco regides brasileiras. Na
década de 90, aproximadamente noventa por cento (90%) dos casos notificados de
LV ocorreram na Regido Nordeste. A medida que, a doenca se expande para as
outras regidbes e atinge areas urbanas e periurbanas, esta situacdo vem se
modificando e no periodo de 2000 a 2002, a Regido Nordeste passou a representar
77% dos casos do Pais. Segundo o Ministério da Saude, em 19 anos de notificacdo
(1984-2002), foram 48.455 casos de LV no Brasil. Nos dltimos dez anos, a média
anual foi de 3.156 casos no pais e a incidéncia foi de dois casos / 100.000
habitantes (BRASIL, 2006).

O principal mecanismo de transmissédo de L. chagasi em condi¢cdes naturais ocorre
através da picada da fémea do mosquito vetor (flebotomineo) que ao realizar seu
repasto sanguineo, deposita na pele do hospedeiro vertebrado as formas
promastigotas infectantes. As promastigotas apos serem fagocitadas por células do
sistema mononuclear fagocitario se diferenciam em amastigotas e iniciam o
processo de reproducdo assexuada por divisdo binaria. Quando os macrofagos

estdo densamente parasitados, rompem-se liberando as amastigotas que irdo
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parasitar novos macrofagos. Ao se alimentar em um hospedeiro vertebrado
infectado, 0 mosquito vetor ingere com o sangue 0os macrofagos parasitados que, ao
chegarem ao intestino do mosquito, se transformam em promastigotas (Figura 2)
(SACKS E KAMHAWI, 2001).
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Figura 2 — Ciclo de transmisséo das espécies de Leishmania causadoras de LV.
Fonte: Adaptado de CDC (2010).

A infeccdo causada por L. chagasi apresenta um espectro clinico amplo que varia
desde formas completamente assintomaticas, passando por formas clinicas com
sintomatologia discreta ou moderada, até aquelas de apresentacdo mais grave
(DIETZE E CARVALHO, 2003). No Brasil, a proporcao € de 8 a 18 assintomaticos
para um caso sintomatico (BADARO et al., 1986; EVANS et al., 1992; COSTA et al.,
2002). A forma clinica é caracterizada por febre prolongada, perda de peso,
hepatomegalia, esplenomegalia, hipergamaglobulinemia e pancitopenia (WERNECK
et al., 2003).

22



Os primeiros farmacos para o tratamento da LV foram os antimoniais pentavalentes,
antimoniato de meglumina (Glucantime) e estibogluconato de sodio (Pentostan), que
permanecem como a primeira linha de tratamento em muitos paises
(MATLASHEWSKI et al., 2011). Inicialmente, o esquema terapéutico era de 10mg/kg
por 6-10 dias, com taxa de cura acima de 90%. Porém, ap6s o primeiro caso de
falha ao tratamento ocorrido na india vinte anos apds o inicio de seu uso, maiores
doses e esquemas prolongados de antimonal pentavalente (acima de 20 mg/Kg por
30 dias) foram introduzidos gradualmente e em paralelo com o0 aumento nas taxas
de nado resposta a esse farmaco. A diminuicdo na eficacia do tratamento com
antimonial e a emergéncia de parasitas resistentes a esse farmaco na india prova
que o parasita conseguiu se adaptar a pressado da droga (RIJAL et al.,, 2003;
SUNDAR et al.,, 2000b). Porém, continuam sendo a primeira escolha em muitas
areas endémicas para LV, incluindo o Brasil, com eficacia entre 90-95%
(MALTEZOU et al.,, 2000; MINODIER et al., 1998; RAGUENAUD et al.,, 2007;
GRADONI et al, 2008). O baixo custo é a maior vantagem, entretanto as
desvantagens incluem administracdo intramuscular, tratamento prolongado, com
efeitos adversos ocasionais que podem proporcionar risco de vida, como arritmia
cardiaca, aumento das transaminases hepaticas, pancreatite e pneumonia
(MALTEZOU et al.,, 2000; MINODIER et al., 1998, RAGUENAUD et al.,, 2007;
SUNDAR et al., 2000b).

A anfotericina B desoxicolato tem sido usada como segunda linha de tratamento
para LV desde a década de 1960 (MALTEZOU, 2009), e induz altas taxas de cura
(acima de 97%) em doses de 0,75-1,00 mg/Kg em 15 infusbes em dias alternados.
As desvantagens incluem prolongada administracdo e efeitos adversos frequentes,
como febre e calafrios relacionados a infusdo, nefrotoxicidade e hipocalemia
(SUNDAR et al., 2007).

A necessidade de desenvolver uma formulacdo menos téxica de anfotericina B levou
ao desenvolvimento de trés novas preparacgdes clinicas nas quais o desoxicolato foi
substituido por outros lipideos: anfotericina B lipossomal (AmBisome®), anfotericina
B disperséo coloidal (Amphocil®) e anfotericina B complexo lipidico (Abelcet®).

Essas formulagbes séo captadas seletivamente pelo sistema reticulo-endotelial,
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onde os parasitas de Leishmania residem, diminuindo a acdo téxica sobre o rim
(BERMAN et al., 1998). A principal formulacdo é a anfotericina B lipossomal, que
atualmente é a primeira linha de escolha para tratamento em paises endémicos da
Europa e em outros paises desenvolvidos, jA que as taxas de cura sdo proximas a
100% com esquema de 3-5 dias de tratamento, tornando-se mais conveniente para
0 paciente e diminuindo os custos com o sistema de saude (GRADONI et al., 2008;
TAKUR et al., 1996; SUNDAR et al., 2002b). Entretanto, em paises pobres esse
tratamento é inacessivel e a selecdo de farmacos para tratar a LV torna-se mais
dificultada pelo custo do que pela eficacia ou toxicidade (GRADONI et al., 2008;
SUNDAR et al., 2007).

Um dos maiores avancos para o tratamento das leishmanioses foi a descoberta da
miltefosina. A  miltefosina, uma fosforilcolina éster de hexadecanol
(hexadecilfosfocolina), foi sintetizada pelo Max-Planck-Institut (Alemanha), e
utilizada com sucesso para tratar metastases em pacientes com cancer. Entretanto,
esse farmaco ndo pode ser desenvolvido como um agente oral devido a toxicidade
gastrointestinal, e apenas uma formulacdo topica foi aprovada para tratar
metastases de pele (VERWELJ et al., 1992; DUMMER et al., 1993).

A atividade in vitro e in vivo anti-Leishmania da miltefosina foi inicialmente descrita
por CROFT et al. em 1987; e em 1992 sua atividade foi demonstrada apés a
administragao oral em animais (KUHLENCORD et al., 1992).

O primeiro ensaio clinico realizado para demonstrar a eficacia da miltefosina no
tratamento da LV humana foi realizado por Sundar et al., em 1998, na india. Nesse
estudo, os pacientes foram divididos em seis grupos de tratamento com diferentes
doses de miltefosina durante 28 dias. Os resultados demonstraram que 95% dos
pacientes tratados com doses acima de 100mg/dia curaram, incluindo aqueles que
haviam apresentado previamente falha no tratamento com antimonial pentavalente.

Posteriormente, o mesmo resultado foi encontrado por Jha et al., em 1999.

Uma vez que a dose efetiva de miltefosina havia sido estabelecida, este tratamento
foi comparado ao tratamento padrdo com anfotericina B, considerado o mais efetivo

para LV. Nesse estudo, pacientes com idade acima de 12 anos foram tratados com
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miltefosina na dose de 50 ou 100 mg (cerca de 2,5 mg/Kg), por 28 dias, e 0 grupo
tratado com anfotericina B recebeu 1 mg/Kg em dias alternados, no total de 15
infusdes. Os resultados demonstraram um indice de cura de 97% para miltefosina e
100% para anfotericina B (SUNDAR et al., 2002a). Em marco de 2002, a miltefosina
(ImpavidoTM) foi aprovada como a primeira droga de administragcdo oral para o
tratamento da leishmaniose visceral na India (SUNDAR e CHATTERJEE, 2006).
Posteriormente, estudos de fase IV realizados na india para avaliar a viabilidade do
tratamento com miltefosina confirmaram os indices de cura de 95%
(BHATTACHARYA et al., 2007).

Diversos ensaios clinicos também avaliaram a eficacia da miltefosina para tratar
outras formas de leishmanioses. Para leishmaniose cutanea (LC), os estudos
revelaram diferentes respostas a miltefosina. Soto et al. (2001) realizaram um ensaio
clinico na Colémbia para tratamento de LC em infec¢Bes causadas por Leishmania
amazonensis e Leishmania panamensis. Os indices de cura foram de 94% para 0s
pacientes tratados com alta dose do farmaco (133-150 mg/dia por 3-4 semanas), e
de 66% para doses entre 50-100 mg/dia por 3 semanas. Outro estudo realizado pelo
mesmo grupo, em 2004, no qual os pacientes foram tratados com 2,5 mg/Kg/dia de
miltefosina por 28 dias, revelou indices de cura para LC de 91% na Colémbia
(infeccdes por L. panamensis). Na Guatemala, a taxa de cura para L. braziliensis foi
metade em relagdo a Leishmania mexicana (L. braziliensis — 33%; L. mexicana —
60%) (SOTO et al.,, 2004). Em 2008, um novo estudo realizado por Soto et al. na
Bolivia encontrou 88% de cura para pacientes tratados com 2,5 mg/Kg/dia de
miltefosina por 28 dias, em infec¢cdes por L. braziliensis. Esses resultados foram
similares ao de um estudo realizado no Brasil, no qual os pacientes foram
submetidos a0 mesmo regime de tratamento e mostraram indices de cura de 75%
em infeccbes por L. braziliensis (MACHADO et al.,, 2010). Para infeccbes por
Leishmania guyanensis, 0 mesmo regime de tratamento mostrou indices de cura de
71,4% (CHRUSCIAK-TALHARI et al., 2011). Para leishmaniose mucosa, Soto et al.
(2007) realizaram um estudo em que pacientes com infeccdo por L. braziliensis
foram tratados com 2,5 mg/kg/dia de miltefosina por 28 dias. Os indices de cura
encontrados foram de 83% em pacientes com a forma branda da doenca e 58%

para a forma grave.
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Estes estudos, portanto sugerem que a taxa de cura utilizando miltefosina pode
variar em diferentes areas geograficas dependendo da sensibilidade a miltefosina
das espécies de Leishmania mais prevalentes.

Corroborando esses achados, uma alta taxa de recidiva foi observada em um estudo
realizado pelo nosso grupo de pesquisa para avaliar a eficacia e seguranca da
miltefosina em pacientes portadores de LV no Brasil. Diferente dos resultados
encontrados nos ensaios clinicos desenvolvidos na india, apenas 42% dos pacientes
tratados com 100 mg/dia durante 28 dias e 67% dos pacientes tratados por 42 dias
curaram apoés o tratamento (dados nao publicados). A partir desses dados, surgiu
entdo a hipétese de que a alta taxa de falha ao tratamento seja devido a menor
sensibilidade da L.chagasi a miltefosina causadora da LV no Brasil, comparada a L.
donovani responsavel pela LV na india.

Diferenca na sensibilidade a miltefosina entre as espécies causadoras de
leishmanioses tem sido demonstrada em diferentes estudos. Escobar et al. (2002)
avaliaram a sensibilidade in vitro de diferentes espécies de Leishmania utilizando
ensaios de infeccdo de macrofagos e demonstraram que a espécie com maior
sensibilidade foi a L. donovani, seguida de Leishmania aethiopica, Leishmania
tropica, L. mexicana, L. panamensis e Leishmania major. Yardley et al. (2005)
também demonstraram, por meio de testes in vitro, uma varia¢do na sensibilidade a
miltefosina em diferentes isolados clinicos do Peru e Nepal, obtidos de pacientes
tratados com antimonial. Todos os isolados de L. donovani (Nepal) e de Leishmania
lainsoni (Peru) foram sensiveis in vitro a miltefosina, enquanto a maior parte dos

isolados de L. braziliensis (Peru) foi resistente.

O mecanismo de acdo da miltefosina ndo estd propriamente esclarecido, mas uma
clara correlacdo entre o acumulo da droga no parasita e seus efeitos toxicos tem
sido descrita (PEREZ-VICTORIA et al., 2006a). Consequentemente, a variacdo na
habilidade de diferentes espécies de Leishmania em internalizar a droga parece
estar correlacionada com a susceptibilidade a miltefosina, como observado em
diferentes células eucaribticas (ZOELLER, LAYNE e MODEST, 1995; MOLLINEDO
etal., 1997; SMALL, STRUM e DANIEL, 1997).
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Em 2003a, Pérez-Victoria et al. estudaram a habilidade de promastigotas de L.
donovani resistentes a miltefosina em captar esse farmaco e demonstraram que

parasitas resistentes apresentavam reducéo de 95% na captacao da droga.

Estudos subsequentes revelaram que a insercdo de um suposto transportador de
miltefosina em uma linhagam de L. donovani resistente aumentava a sensibilidade a
droga; além disso, a superexpressao desse transportador em Leishmania tarentolae,
espécie naturalmente resistente a miltefosina, também aumentava a captacdo do
farmaco. Esse transportador localizado na membrana plasmatica € um membro da
familia das ATPases do tipo P e estd envolvido na translocacdo de fosfolipideos.
(PEREZ-VICTORIA et al., 2003b). O transportador foi denominado de LdAMT
(transportador de miltefosina de Leishmania donovani) e posteriormente foi também
caracterizado em L. braziliensis (SANCHEZ-CANETE et al., 2009).

Em 2006, esse mesmo grupo mostrou que o transportador LAMT € essencial, mas
ndo suficiente para a translocacdo de fosfolipideos e, consequentemente, para a
acao da miltefosina. A subunidade B do LAMT que pertence a familia das proteinas
Lem3/CDC50, chamada LdRos3, foi entdo identificada como necessaria para a
translocacéo tanto de fosfolipideos quanto da miltefosina (PEREZ-VICTORIA et al.,
2006b). Logo, LAMT e LdRos3 tém sido descritos como parte da maquinaria que
permite a entrada da miltefosina na Leishmania, determinando sua sensibilidade a

esse farmaco (Figura 3).
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Figura 3 — Ligacdo e captacdo da miltefosina (MIL) em parasitas de Leishmania. (A) Ligagédo do
farmaco a regido extracelular da membrana plasmatica. A miltefosina é recrutada pela soro albumina
bovina (BSA), que atua como reservatoério do farmaco. (B) A fracdo ligada a membrana plasmatica €
internalisada por proteinas com atividade “flipase” (F), presentes na bicamada lipidica. Essa
magquinaria de translocacao inclui ainda duas proteinas da membrana plasmatica: o transportador de
miltefosina LAMT e sua subunidade LdRos3.

Fonte: Adaptado de Pérez-Victoria et al. (2006a).

Confirmando esses dados, estudos posteriores demonstraram que 0S hiveis de
captacdo, e consequentemente a sensibilidade, dependem dos niveis de expressao
da maquinaria de translocacdo da miltefosina na membrana. Em uma linhagem
experimental resistente a miltefosina, a qual continha polipeptideos do LdAMT
inativados, a expressdo de uma quimera LAMT-GFP restabeleceu a captacdo de
miltefosina e a sensibilidade. Quando parasitas selvagens super-expressavam o
transportador LAMT, tornavam-se hipersensiveis ao farmaco, devido a capacidade
de capta-lo em maior quantidade (PEREZ-VICTORIA et al., 2003b). A introduc&o de
uma quimera LdRos3-GFP no parasita também aumentou a captacdo de miltefosina
e a sensibilidade. Esses dados indicam que tanto LAMT quanto LdRos3 séo

proteinas essencias para a captacao de miltefosina.

Outro mecanismo que pode reduzir o acumulo intracelular de miltefosina, e
consequentemente ser responsavel pela aquisicdo de resisténcia do parasita a
miltefosina é a superexpressdo dos transportadores ABC. Esses transportadores
localizados na membrana plasmatica do parasita atuam como proteinas

responsaveis pela eliminacéo da droga (PEREZ-VICTORIA et al., 2001a).
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Na tentativa de avaliar se a falha ao tratamento anti-Leishmania & devido a
resisténcia do parasita a droga, varios estudos tem tentado correlacionar o resultado

ao tratamento com a sensibilidade do parasita a droga.

Testes de sensibilidade in vitro realizados em isolados de L. donovani na india (LIRA
et al., 1999; DUBE et al., 2005; SINGH et al., 2006) e em isolados de L. tropica no
Ird (HADIGHI et al., 2006) mostraram que 0s pacientes que responderam a terapia
com antimonial pentavalente apresentavam isolados sensiveis, enquanto pacientes
gque ndo responderam a terapia apresentavam isolados resistentes a droga,
sugerindo que a falha ao tratamento estava relacionado com a resisténcia do
parasita ao antimonial. O mesmo resultado foi observado por FARAUT-
GAMBARELLI et al. (1997) ao avaliar a sensibilidade in vitro de isolados de L.
infantum obtidos de pacientes que apresentaram falha ao tratamento com

antimonial.

Rojas et al. em 2006, também sugeriram uma correlacdo entre a resisténcia do
parasita a droga e a falha ao tratamento. Esses autores demonstraram que a falha
ao tratamento com antimonial observada em pacientes infectados com L.
panamensis era devido a resisténcia primaria do parasita a droga ou devido a

resisténcia secundaria adquirida pelo parasita durante o tratamento.

Por outro lado, outros autores ndo encontraram correlacdo entre resposta clinica e
sensibilidade in vitro em testes realizados com isolados de L. braziliensis, L.
guyanensis e L. lainsoni no Peru (YARDLEY et al.,, 2006), L. donovani no Nepal
(RIJAL et al.,, 2007), L. braziliensis e L. amazonensis no Brasil (ZAULI-
NASCIMENTO et al., 2009). Esses autores sugerem que outros fatores como

agueles relacionados ao hospedeiro podem estar associados a falha ao tratamento.

Portanto, considerando que os estudos relatados se referem a falha ao tratamento
com antimoniais, 0 nosso estudo tem como objetivo avaliar a sensibilidade in vitro a
miltefosina de isolados de L. chagasi obtidos de pacientes que apresentaram
diferentes respostas ao tratamento, na tentativa de correlacionar a suscetibilidade do
parasita a droga com a resposta do paciente ao tratamento com miltefosina. Além

disso, esse estudo pretende correlacionar a sensibilidade in vitro a miltefosina com a
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expressdo de genes relacionados a resisténcia do parasita a droga e avaliar seu

potencial como marcadores de resisténcia.

30



OBJETIVOS




3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se a resposta ao tratamento com miltefosina esta relacionada com a
sensibilidade in vitro do parasita e avaliar o perfil de expressdo de genes
relacionados ao transporte desse farmaco, em busca de marcadores de resisténcia

do parasita a miltefosina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a sensibilidade in vitro a miltefosina de isolados de L. chagasi obtidos de

pacientes portadores de LV e correlacionar com a resposta clinica ao tratamento;
- Comparar a sensibilidade in vitro a miltefosina das cepas isoladas antes e apés a

falha ao tratamento;

- Avaliar o perfil de expressao dos genes para o transportador de miltefosina (LcMT)
e sua subunidade B (LcRos3) em isolados clinicos de L.chagasi obtidos de pacientes

portadores de LV e comparar com a sensibilidade in vitro a miltefosina.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, do Centro de Ciéncias
da Saude, Universidade Federal do Espirito Santo, sob o numero de registro CEP-
066/07. Titulo: “Avaliagdo da sensibilidade in vitro a miltefosina de cepas de

Leishmania chagasi isoladas de pacientes portadores de leishmaniose visceral’.

Os experimentos em animais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais, do Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Espirito Santo,
sob o numero de registro 009/2010. Titulo: “Avaliagdo da sensibilidade in vitro a
miltefosina de cepas de Leishmania chagasi isoladas de pacientes portadores de

leishmaniose visceral’.

4.2 PACIENTES E PARASITAS

Os isolados de L. chagasi foram obtidos a partir de aspirados de medula 6ssea
coletados antes do tratamento de 27 pacientes com diagndstico positivo para LV que
participaram de um ensaio clinico realizado em Montes Claros (Minas Gerais) e
Teresina (Piaui), no qual foi avaliada a eficacia e seguranca da miltefosina para o
tratamento da LV no Brasil. Todos os pacientes foram diagnosticados
parasitologicamente para LV por exame microscopico direto e/ou cultura dos
aspirados de medula éssea. Dos pacientes que apresentaram falha terapéutica

foram também avaliados isolados obtidos apds o tratamento e no momento da falha.

Os pacientes foram tratados com 2,5 mg/Kg/dia de miltefosina (Zentaris) por 28 ou

42 dias, e a resposta ao tratamento foi avaliada por uma nova coleta do aspirado de
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medula éssea no fim do tratamento. A definicdo de cura inicial foi baseada na
auséncia de sinais ou sintomas da doenca e aspirado de medula 0ssea negativo,
enquanto falha parasitologica inicial foi considerada para o0s pacientes que
apresentaram aspirado de medula 6ssea positivo e auséncia de sinais e sintomas da
doenca. Todos os pacientes foram avaliados por no minimo seis meses apdés o fim
do tratamento e foram considerados curados aqueles que ndo apresentavam sinais
e sintomas da doenca. O diagnostico de falha ao tratamento ocorreu entre um e seis

meses apos a conclusao do tratamento.

Os isolados obtidos por puncao de medula 6ssea foram cultivados em meio bifasico
contendo &gar sangue, Novy-MacNeal-Nicolle — NNN (NOVY & MCNEAL, 1903;
NICOLLE, 1908), associado ao meio liquido Liver Infusion Tryptose — LIT
(CAMARGO, 1964) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e
criopreservados no banco de cepas do Nucleo de Doencgas Infecciosas da
Universidade Federal do Espirito Santo.

4.3 CULTIVO DAS FORMAS PROMASTIGOTAS

Os parasitas criopreservados foram inicialmente cultivados em meio bifasico NNN-
LIT suplementado com 10% de SFB. As culturas foram mantidas a 25+1°C, e apos
trés passagens os parasitas foram subcultivados em LIT contendo 10% SFB e 2%

de urina masculina, até alcancarem a fase de crescimento desejada.

Todos os isolados obtidos nesse estudo foram caracterizados previamente como L.
chagasi utilizando a reacdo em cadeia da polimerase para analise do polimorfismo
dos fragmentos de restricdo (PCR-RFLP) (SEGATTO et al., 2012).
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4.4 ENSAIOS in vitro DE INFECCAO DE MACROFAGOS

4.4.1 Preparo das formas promastigotas de Leishmania sp. para 0os ensaios in

vitro de infeccdo de macréfagos murinos

Parasitas de sete dias de crescimento (fase estacionaria), cultivados em meio LIT
suplementado com 10% de SFB e 2% de urina masculina, foram transferidos para
tubos de polipropileno de 50 mL (Falcon®, Becton Dickinson, San Diego),
homogeneizados em vortex a baixa rotacdo para desfazer os grumos e submetidos
a centrifugacao diferencial (200 x g, 25°C, 10 minutos) para remocé&o das formas nédo
viaveis e grumos de parasitas. Os parasitas foram deixados em repouso durante 10
minutos a temperatura de 25+1°C em estufa B.O.D. para a recuperacdo dos
mesmos no sobrenadante. Apds este periodo, o sobrenadante foi coletado,
transferido para outro tubo de polipropileno de 50 mL e lavado em solucdo salina
tamponada — PBS (0,15M, 8,0 g/L de NaCl, 0,2 g/L de KH,PO, e 1,115 ¢g/L de
Na,POy4, pH 7,2, Sigma Chemical Corp., St Louis, USA), por centrifugacéo a 1.000 x
g, 4°C, durante 10 minutos, por duas vezes. Ao final das etapas de lavagem, o
sedimento contendo as formas promastigotas foi ressuspendido em 5 mL de meio
RPMI — 1640 (Sigma Chemical Corp., St Louis, USA) suplementado com 10% de
SFB para a contagem do numero de parasitas nha camara de Neubauer e posterior

ajuste da sua concentracao para os ensaios de infeccdo de macréfagos.

4.4.2 Droga

Para o estudo utilizou-se a miltefosina (hexadecilfosfocolina) cedida pela Zentaris,
Alemanha. A droga foi diluida em diferentes concentracdes em meio de cultura

imediatamente antes dos ensaios.
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4.4.3 Ensaios in vitro de atividade anti-Leishmania

Para os experimentos in vitro, foram utilizados camundongos suicos fémeas com
idade entre quatro e oito semanas adquiridos do Instituto de Defesa Agropecuaria e
Florestal do Espirito Santo (IDAF). Macréfagos peritoneais residentes foram obtidos
por lavagem com meio RPMI — 1640 (Sigma-Aldrich®). Os macréfagos foram
centrifugados e ajustados para uma concentracédo de 8 x 10° células/ml em meio
RPMI - 1640 contendo 10% de SFB (RPMI - 10% SFB). As células foram
adicionadas (100 pl) em laminas de cultura de 16 pocos (LAB-TEK®, Nunc, USA) e
incubadas por 24h a 37°C em estufa com 5% de CO,. As células ndo-aderentes
foram removidas e os macrofagos aderentes foram infectados com promastigotas na
razdo de 7:1 parasitas/macrofagos e incubadas a 37°C em estufa de CO,. Apos 24
horas de incubacédo os parasitas ndo fagocitados foram removidos por lavagem das
células com meio RPMI-1640. Os macrofagos infectados foram incubados com
diferentes concentracdes de miltefosina (15, 5, 1,67 e 0,55 uM) durante 72 horas,
em triplicata. ConcentracBes acima de 15 uM néo foram testadas devido a alta
toxicidade para os macrofagos, inviabilizando a visualizacdo dessas células. As
laminas de cultura foram lavadas e coradas utilizando a técnica de Panético Rapido
(Laborclin, PR, Brasil). A atividade da droga foi determinada pela porcentagem de
células infectadas tratadas com miltefosina em comparacdo com o controle nao
tratado. Para cada ensaio foram avaliados 100 macréfagos em cada poco das
laminas de cultura. A concentracao inibitéria de 50% (Clso) foi calculada através da
analise de regressdo sigmoide utilizando o programa Prism versdo 5.0. Os
resultados foram expressos como a média com os desvios padrées (DP). Para todos

os isolados foram realizados trés experimentos independentes.
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4.5 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR PCR EM TEMPO REAL

4.5.1 Preparo das formas promastigotas de L. chagasi para os ensaios de
gPCR

Parasitas de quatro dias de crescimento (fase log), cultivados em meio LIT
suplementado com 10% de SFB e 2% de urina masculina, foram transferidos para
tubos de polipropileno de 50 mL, homogeneizados em vortex a baixa rotacdo para
desfazer os grumos e submetidos a centrifugagdo diferencial (200 x g, 25°C, 10
minutos) para remocao das formas nao viaveis e grumos de parasitas. Os parasitas
foram deixados em repouso durante 10 minutos a temperatura de 25+1°C em estufa
B.O.D. para a recuperacdo dos mesmos no sobrenadante. Apds este periodo, o
sobrenadante foi coletado, transferido para outro tubo de polipropileno de 50 mL e
lavado em PBS por centrifugagdo a 1.000 x g, 4°C, durante 10 minutos, por duas
vezes. Ao final das etapas de lavagem, o sedimento foi ressuspendido em 1 mL de
PBS e transferido para microtubo de 1,5 mL (Axygen, EUA). Nesse momento, uma
aliquota foi retirada para contagem dos parasitas em camara de Neubauer. Os
parasitas foram entdo centrifugados a 1.000 x g, 4°C durante 10 minutos e

armazenados a -70°C até o momento do uso.

4.5.2 Extracao de RNA

O RNA total foi isolado de aproximadamente 10° parasitas utilizando o reagente
Trizol® (Invitrogen, EUA). Ao concentrado de parasitas obtidos apos lavagem com
PBS, foram adicionados 500 pL do reagente Trizol® e homogeneizados
vigorosamente até o sedimento se desfazer. Apdés a homogeneizacdo, foram
adicionados 200 pL de cloroférmio em cada microtubo, homogeneizados novamente
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por 15 segundos e incubados em gelo por 15 minutos. Em seguida, a mistura foi
submetida a centrifugacdo a 12.000 x g, por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante
incolor foi cuidadosamente retirado e transferido para um novo microtubo, ao qual foi
adicionado igual volume de isopropanol gelado. As amostras foram entdo estocadas
por 12 horas a -70°C.

Posteriormente, as amostras foram submetidas a centrifugagdo a 12.000 x g, por 15
minutos a 4°C. ApOs essa etapa, foi observada a formacdo de um precipitado de
RNA, de coloracdo branca. O sobrenadante foi retirado cuidadosamente, e ao
precitado foi adicionado aproximadamente 800 pL de etanol a 70% gelado. Apo6s
centrifugacdo a 12.000 x g, por 8 minutos a 4°C, o sobrenadante foi retirado com
cuidado e o microtubo permaneceu invertido sobre papel absorvente a temperatura
ambiente, para remover todo o etanol residual. Ao sedimento foram adicionados 50
pL de agua DEPC, e a concentracdo de RNA foi determinada em espectrofotdmetro
(Nano Drop® ND-1000, EUA) a 260 e 280 nm. As amostras foram estocadas a -70°C

até o momento do uso.

4.5.3 Sintese de cDNA

Primeiramente o RNA foi tratado com o kit Turbo DNA-free (Ambion®, EUA) para
excluir qualquer contaminacdo com DNA gendémico. A concentra¢do de 10 pg de
RNA, foram adicionados agua, tampao e a enzima DNAse turbo de acordo com as
especificagdes do fabricante. A mistura foi incubada a 37° C por 30 minutos, e apos
a incubacdo foi adicionado 5 pL do tampédo de inativacdo. Apés 5 minutos de
incubacéo, os microtubos foram centrifugados a 13.000 rpm por 2 minutos, € o

sobrenadante coletado foi transferido para outro microtubo.

Para sintese do cDNA, utilizou-se o kit High Capacity (Applied Biosystems®, EUA)
seguindo as instru¢gdes do fabricante. Para 10 pL da amostra de RNA tratado com

DNAse, foi adicionado igual volume da mistura do kit. Os microtubos foram entao
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incubados em temperaturas diferentes na seguinte ordem: 25°C por 10 minutos,
37°C por 120 minutos, 85°C por 5 minutos. O cDNA produzido foi armazenado a -
20°C.

Apos a sintese do cDNA, foi feita uma PCR para amplificacdo do gene GAPDH com
0 objetivo de verificar se o cDNA foi sintetizado corretamente. Para cada tubo de
reagao foi utilizado: 2 pL de cDNA do isolado; 1U de Taq Platinum DNA polimerase
(Invitrogen®); 200 pM de cada desoxirribonucleotideo trifosfatado (dNTPs)
(Promega®); 10 pmoles de cada iniciador; 1 pL de solucdo tampé&o 10X (Invitrogen®);
1,5 mM de MgCl,, em um volume final de 10 pL. Foram utilizadas as seguintes
condicdes de amplificacdo: desnaturacéo inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 30
ciclos de 95°C por 1 minuto, anelamento a 65°C por 1 minuto, extens&o a 72°C por 1
minuto e extensdo final a 72°C por 5 minutos. Todas as reacdes foram feitas em
termociclador Axygen Maxigene Cycle (Axygen, USA). ApGs corrida em gel de
agarose a 2% e coloracdo com brometo de etideo, os fragmentos de cDNA de cada

isolado foram comparados a um controle positivo incluido na reacéo.

4.5.4 PCR quantitativo (QPCR)

4.5.4.1 Controle endbégeno

Para a validacdo dos resultados de PCR em tempo real, fez-se necessério a
determinacdo de um controle enddgeno, que serviu como padrdo normalizador para
a andlise das variagbes de expressdo dos genes testados. Segundo Livak e
Schmittgen (2001), controles endégenos adequados incluem GAPDH, B-actina, p2-
microglobulina e rRNA. Sendo assim foi tomado por base o trabalho desenvolvido
por Kumar et al. (2009), onde os autores selecionaram o gene gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) como controle endégeno para a deteccdo dos niveis de
expressao dos genes LAMT e LdRos3 em isolados de L. donovani.
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4.5.4.2 Determinacéo da eficiéncia de amplificacao

De acordo com o Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time
PCR Experiments (Informag&o Minima para Publicagdo de Experimentos de PCR em
Tempo Real Quantitativo), publicado por Bustin et al. em 2009, ensaios de qPCR
robustos e precisos sao correlacionados com alta eficiéncia da reagao. A eficiéncia
da PCR é particularmente importante quando sdo reportadas concentracfes de
MRNA para o gene alvo relativo ao gene de referéncia. Esses dois genes devem ser

amplificados com eficiéncias comparaveis, para garantir a acuracia da comparacao.

As eficiéncias da amplificacdo foram obtidas para os dois genes relacionados a
resisténcia, o gene para o transportador de miltefosina de L. chagasi (LcMT) e sua
subunidade B Ros3 (LcRos3), e para o gene de referéncia o GAPDH. As curvas de
eficiéncia relativas foram construidas a partir da diluicio do cDNA da amostra
calibradora (cepa padrdo de L. chagasi), nas mesmas condi¢cfes utilizadas para a
determinacdo da expressdo génica, descrita abaixo. A partir de cinco pontos de
diluicdo 1:5 do cDNA, em triplicata, foi estabelecido o valor de Ct para cada ponto no
gPCR. As curvas de calibracdo, os valores de inclinagéo, coeficiente de correlacao
(R? e a eficiéncia de cada curva foram gerados pelo sistema ABI Prism 7500 Fast
Sequence Detection System SDS (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

4.5.4.3 Determinacédo da expressao génica

O nivel de expressao dos genes para o transportador de miltefosina (LcMT) e sua
subunidade B (LcRos3) foram avaliados utilizando a técnica de PCR quantitativo.

Para normalizacdo da expressao génica foi utilizado o gene de referéncia GAPDH.

As sequéncias dos genes relacionados ao transportador foram obtidas de genes
ortélogos para L. donovani, e o numero de acesso no banco de dados GenBank foi
AY321297 para o transportador LcMT, e DQ205096 para LcRos3. Para o gene de
referéncia GAPDH, a sequéncia foi obtida do gene ortdlogo de L. infantum, com o
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namero de acesso XM_001467109 no banco de dados GenBank. As sequéncias dos

iniciadores utilizados na reacao de gPCR estao listadas na tabela 1.

O nivel de expressdo desses genes foi determinado utilizando-se SYBR® Green
gqPCR SuperMix (Invitrogen™, EUA), 10 pmol de cada iniciador e 5 pL de cDNA
diluido 1:10 em um volume final de 20 pL. As reacdes foram realizadas utilizando o
sistema ABI Prism 7500 Fast Sequence Detection System SDS. O protocolo de
amplificacdo constituiu-se de desnaturacao inicial a 95°C por 10 minutos, seguido de
40 ciclos de desnaturacédo a 95°C por 15 segundos e anelamento/extencdo a 60°C
por 1 minuto. Em todas as reacdes realizadas havia um controle negativo,

constituido por 10 uL de SYBR Green SuperMix e 10 pmol de cada iniciador.

A quantidade relativa dos produtos de PCR gerados para cada grupo de iniciadores
foi determinada baseado no valor de Ct (threshold cycle) e na eficiéncia de
amplificagcdo. O Ct obtido para o gene de interesse (LcMT ou LcRos3) foi
normalizado subtraindo-se o valor do Ct obtido para o gene de referéncia (GAPDH)
para cada amostra. Com esse valor, agora chamado de ACt, calculou-se o AACH,
que corresponde ao ACt amostra — ACt do calibrador. Nesse estudo, o calibrador
utilizado foi a cepa de referéncia de L. chagasi PP75. A relacdo da expressao génica
entre a amostra e o calibrador foi calculado utilizando a férmula 2 “22°* (LIVAK E
SCHMITTGEN, 2001). Os resultados foram obtidos no software SDS 7500 versao

2.0.4 e analisados no Microsoft Office Excel.

Todas as amplificacbes foram seguidas de uma curva de dissociacdo, chamada
“‘melting”, na qual foi avaliado se ndo houve formagao de produtos inespecificos,

comprovando a especificidade da reagao.
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Tabela 1 - Sequéncia dos genes amplificados na PCR quantitativa.

Genes Iniciadores Sequéncia Tamanho do produto
(bp)
LdMT Senso 5-CAAGTGCCTTTCCACCAGAATC 206
Antisenso 5- CTCACCTTTTTGAACTCCAACAGG
LdRos3 Senso 5-ACGACACGGCTTGATTTTCG 228
Antisenso 5-GAGTAGTCCACGGAGGCAGTAAAG
GAPDH Senso 5-GAAGTACACGGTGGAGGCTG 238
Antisenso 5-CGCTGATCACGACCTTCTTC

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os valores de Clso foram representados como média + DP. Para avaliar a correlacéo
entre a sensibilidade (sensivel ou resistente) e a resposta clinica (cura ou falha) foi
utilizado o Teste Exato de Fisher, calculado no programa Epi Info 3.5.2. O nivel de
significancia estabelecido foi p < 0,05.

Os resultados de expressao génica foram expressos como média + DP. Para avaliar
se houve diferenca na expressao génica dos isolados entre 0s grupos sensiveis e
resistentes in vitro foi utilizado o Teste t de student calculado no programa Prism

versdo 5.0. O nivel de significancia estabelecido foi p < 0,05.

43



RESULTADOS




5 RESULTADOS

5.1 SENSIBILIDADE in vitro A MILTEFOSINA DOS ISOLADOS DE L. chagasi

Primeiramente, a sensibilidade a miltefosina das cepas de referéncia de L. chagasi
(MHOM/BR/74/PP75) e L. donovani (MHOM/IN/80/DD8) foram comparadas para
avaliar se a alta taxa de falha ao tratamento com miltefosina observada no Brasil foi
devido a diferenca na susceptibilidade entre essas espécies. Os resultados
mostraram que as duas espécies apresentam susceptibilidade a miltefosina similar,

com Clsp de 3,14 uM para L. chagasi e de 3,48 uM para L. donovani.

Posteriormente avaliamos a sensibilidade a miltefosina dos isolados de L.chagasi
obtidos de pacientes com diferentes respostas ao tratamento, com o0 objetivo de
verificar se a falha ao tratamento era devido a baixa sensibilidade desses isolados a

miltefosina.

Os dados demograficos e clinicos dos pacientes cujos isolados foram utilizados
nesse estudo estdo representadas na tabela 2. Dos 26 pacientes tratados, 14
responderam ao tratamento, enquanto 12 apresentaram falha terapéutica, sendo

posteriormente tratados com sucesso com anfotericina B lipossomal.
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Tabela 2 - Dados demogréaficos e clinicos dos pacientes que responderam ou ndo ao
tratamento com miltefosina.

Idade  Tempo de Tempo de Resposta

Isolado? Regido Sexo” (Anos) doenca tratamento clinica
MHOM/BR/05/MG12 Montes Claros-MG M 2 10 dias 28 dias Cura
MHOM/BR/05/MG14 Bocaiuva-MG M 18 60 dias 28 dias Cura
MHOM/BR/05/MG19 Catuni-MG M 4 15 dias 28 dias Cura
MHOM/BR/06/MAO1 Paraibano-MA M 21 9 dias 42 dias Cura
MHOM/BR/05/MA02 Codé-MA F 2 28 dias 42 dias Cura
MHOM/BR/06/MAO3 Timon-MA M 27 60 dias 42 dias Cura
MHOM/BR/06/MA04 Codé-MA M 28 60 dias 42 dias Cura
MHOM/BR/05/MAQO5 Timon-MA F 2 40 dias 42 dias Cura
MHOM/BR/05/P104  Valenga do Piaui-PI M 5 28 dias 42 dias Cura
MHOM/BR/06/PI05  Valenga do Piaui-PlI M 40 21 dias 42 dias Cura
MHOM/BR/06/PIO7  Piripiri-PlI F 3 60 dias 42 dias Cura
MHOM/BR/05/P108  Altos-PI M 28 28 dias 42 dias Cura
MHOM/BR/05/PI09 Nova Santa Rita-PlI M 53 20 dias 42 dias Cura
MHOM/BR/06/P110  Teresina-PI F 4 30 dias 42 dias Cura
MHOM/BR/05/MG11 Montes Claros-MG F 3 90 dias 28 dias Falha
MHOM/BR/05/MG13 S#o Francisco-MG F 11 30 dias 28 dias Falha
MHOM/BR/05/MG15 Montes Claros-MG F 2 30 dias 28 dias Falha
MHOM/BR/05/MG16 Bocaiuva-MG M 3 12 dias 28 dias Falha
MHOM/BR/05/MG17 Porteirinha-MG M 10 15 dias 28 dias Falha
MHOM/BR/05/MG18 Montes Claros-MG F 5 15 dias 28 dias Falha
MHOM/BR/06/MAQ7 Caxias-MA M 12 28 dias 42 dias Falha
MHOM/BR/06/PI01  José de Freitas-PI M 41 60 dias 42 dias Falha
MHOM/BR/06/PI02  Valenca do Piaui-PI M 4 30 dias 42 dias Falha
MHOM/BR/06/PI03  Cabeceiras-PI M 40 60 dias 42 dias Falha
MHOM/BR/06/PI11  José de Freitas-PI M 15 21 dias 42 dias Falha
MHOM/BR/05/PI12  Lima Campos-PI M 2 120 dias 42 dias Falha

#Todos os isolados foram previamente caracterizados como L. chagasi por PCR-RFPL.
® F: Feminino; M: Masculino.

Os resultados mostraram que dos 26 isolados de L. chagasi obtidos antes do
tratamento 16 (61,5%) apresentaram Clso variando entre 2,6 e 7,9 uM e foram
considerados sensiveis in vitro a miltefosina, enquanto 10 (38,5%) isolados
apresentaram Clsg maior que 15 puM, concentragdo maxima utilizada nos ensaios, e
foram considerados resistentes in vitro a miltefosina. Concentragdes de miltefosina
acima de 15 uM ndo foram utilizadas devido a toxicidade para os macrofagos,

inviabilizando os experimentos (Figura 4).
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Figura 4 - Ensaios in vitro utilizando diferentes concentra¢c8es de miltefosina. (A) Cultura com
30 puM de miltefosina; (B) Cultura com 15 pM de miltefosina; (C) Cultura com 5 pM de miltefosina; (D)
Cultura com 1,67 uM de miltefosina; (E) Cultura com 0,55 pM de miltefosina; (F) Controle sem

miltefosina.
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Tabela 3 - Sensibilidade in vitro a miltefosina de isolados de L. chagasi obtidos de pacientes
com diferentes respostas ao tratamento.

Sensibilidade
Isolado Resposta clinica Clsg £ DP pré-tratamento*
a miltefosina

MHOM/BR/05/MG12 Cura 45+15 Sensivel
MHOM/BR/05/MG14 Cura 6,210,2 Sensivel
MHOM/BR/05/MG19 Cura 6,5£2,4 Sensivel
MHOM/BR/05/P104 Cura 4,613,2 Sensivel
MHOM/BR/05/MAOQ2 Cura 58+1,5 Sensivel
MHOM/BR/06/PI05 Cura 2,6+0,7 Sensivel
MHOM/BR/05/PI08 Cura 3,8%£1,2 Sensivel
MHOM/BR/05/MAQ5 Cura 2,9+1,2 Sensivel
MHOM/BR/06/MAQ03 Cura 3,9+1,4 Sensivel
MHOM/BR/05/PI09 Cura 7,9+0,7 Sensivel
MHOM/BR/06/PIO7 Cura 7,9+2,4 Sensivel
MHOM/BR/06/MAO1 Cura 5,4+0,8 Sensivel
MHOM/BR/06/MAQ4 Cura 5,2+1,0 Sensivel
MHOM/BR/06/PI110 Cura 3,1+0,5 Sensivel
MHOM/BR/05/MG17 Falha 3,927 Sensivel
MHOM/BR/06/PI01 Falha 3,7£1,0 Sensivel
MHOM/BR/05/MG13 Falha >15 Resistente
MHOM/BR/05/MG11 Falha >15 Resistente
MHOM/BR/05/MG15 Falha >15 Resistente
MHOM/BR/05/MG18 Falha >15 Resistente
MHOM/BR/05/MG16 Falha >15 Resistente
MHOM/BR/06/PI11 Falha >15 Resistente
MHOM/BR/06/P102 Falha >15 Resistente
MHOM/BR/05/PI12 Falha >15 Resistente
MHOM/BR/06/PI03 Falha >15 Resistente
MHOM/BR/06/MAOQ7 Falha >15 Resistente

L. chagasi - 3,1+1,3 Sensivel

L. donovani - 3,5+1,6 Sensivel

* Os valores de Clso foram demonstrados como a média e o desvio padrdo em uM; DP = desvio

padréo.
** A % de infeccdo foi obtida como média de trés experimentos.

Uma vez determinada a sensibilidade in vitro dos diferentes isolados, os resultados
foram correlacionados com a resposta clinica dos pacientes (tabela 3). Todos os
isolados de pacientes curados ap0s o tratamento com miltefosina foram sensiveis in
vitro (Clsp entre 2,6 a 7,94 uM). Por outro lado, os isolados de pacientes que
apresentaram falha ao tratamento com miltefosina mostraram-se resistentes in vitro
(Clsp > 15 pM), demonstrando a correlagédo entre falha ao tratamento e resisténcia
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intrinseca dos isolados a miltefosina (p=0,000), com excecdo dos isolados MG17
(Clso= 3,9 uM) e PI01 (Clso = 3,7 uUM) que mostraram-se sensiveis.

Como os isolados MG17 e PI01 foram obtidos de pacientes que apresentaram falha
ao tratamento, mas eram sensiveis in vitro a miltefosina, nés avaliamos se a falha ao
tratamento poderia ser devido a resisténcia secundaria, ou seja, aquela adquirida
durante o tratamento. Para isso, foi analisada a sensibilidade dos isolados obtidos
desses pacientes apdés o tratamento e no momento da falha terapéutica. Os
resultados mostraram que os isolados obtidos dos dois pacientes ap0s o tratamento
mostraram-se resistentes, com Clso >15 pM, sugerindo que a falha de tratamento
poderia ser devido a aquisicao de resisténcia apos tratamento (Tabela 4, Figura 5A).
Entretanto, isolados sensiveis a miltefosina obtidos de pacientes que curaram apos
o tratamento, porém apresentaram falha parasitolégica inicial, mostraram-se

resistentes apoés o tratamento (Tabela 4).

Tabela 4 - Sensibilidade in vitro a miltefosina em isolados obtidos antes do tratamento, apds o
tratamento e no momento da falha terapéutica.

Cédigo Regppsta Sensib!lidade CIS&Z_DP Clso pOs- . Clsg na fglha
clinica In vitro tratamento* tratamento* terapéutica

MHOM/BR/05/MG14 Cura Sensivel 6,25+0,23 >15 -

MHOM/BR/05/MG19 Cura Sensivel 6,53+2,43 >15 -

MHOM/BR/05/MG17 Recidiva Sensivel 3,92+2,7 >15 >15
MHOM/BR/06/PI01  Recidiva Sensivel 3,75+1,0 >15 >15
MHOM/BR/05/MG15 Recidiva Resistente >15 >15 >15
MHOM/BR/05/MG16 Recidiva Resistente >15 >15 >15
MHOM/BR/05/MG18 Recidiva Resistente >15 >15 >15
MHOM/BR/06/PI02  Recidiva Resistente >15 - >15
MHOM/BR/06/PI03  Recidiva Resistente >15 - >15
MHOM/BR/06/PI11  Recidiva Resistente >15 - >15
MHOM/BR/05/PI12 Recidiva Resistente >15 - >15
MHOM/BR/06/MAQ7  Recidiva Resistente >15 - >15

* Os valores de Cls, foram demonstrados como a média e o desvio padrao em pM; DP = desvio
padréo.
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Posteriormente, com o objetivo de avaliar se o fenétipo de resisténcia dos isolados
se mantinha ao longo do acompanhamento do paciente apos o tratamento, a
sensibilidade a miltefosina foi avaliada em isolados de oito pacientes, obtidos apds o
tratamento e no momento da falha terapéutica (tabela 4, figura 5B). Os resultados
mostraram que todos os isolados obtidos apds o tratamento e no momento da falha

terapéutica eram resistentes a miltefosina, demonstrando que o fenoétipo de

resisténcia era estavel uma vez tenha ocorrido.

(A)
100
80 :l N
Clgy > 15 uM
60 - — M Pré-tratamento
40 - @ Pds-tratamento
o =3,92 uM o
20 - Falha terapéutica
0 T T T 1
0 5 10 15 20
(B)
100
80 -
Cl, > 15 uM
60 - M Pré-tratamento
40 - @ Pos-tratamento
Falha terapéutica
20 -
0 T T T 1

Figura 5 - Curva dose-resposta ilustrativa da diferenca entre o Clsg de isolados de L. chagasi
antes e ap6s o tratamento com miltefosina. (A) Isolado sensivel que se tornou resistente apés o
tratamento. (B) Isolado resistente que manteve a resisténcia apés o tratamento e no momento da
falha.
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5.2 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

5.2.1 Sintese de cDNA

Apés a sintese do cDNA, foi realizada uma PCR para avaliar se o produto esperado
havia sido amplificado. Além disso, foram preparadas reacfes sem a enzima
transcriptase reversa para cada isolado, com o objetivo de avaliar se 0 RNA néo
estava contaminado com DNA gendmico. Essas reacdes foram submetidas ao
mesmo procedimento que as amostras para a sintese de cDNA. Os resultados
mostraram apenas a formacdo de uma banda para todos os isolados, com o
tamanho correspondente ao gene testado. Nas reacdes sem a transcriptase reversa,
nao houve amplificacdo durante a PCR. Como controle negativo, foi utilizada a
mistura da reacdo da PCR sem o DNA; como controle positivo foi utilizado o DNA
extraido da cepa de referéncia de L. chagasi (Figura 6).

15 16 17 18 19 20 21 22

Figura 6 — Gel de agarose representativo das andlises apos a producdo do cDNA. As bandas
positivas possuem 238 bp. Pocos de 1-10: Bandas positivas para cDNA. Poco 11: Peso molecular
(100kb). Pogco 12: Controle negativo. Poco 13: Controle positivo. Pogos 14-22: Reagdes sem a
transcriptase reversa.
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5.2.2 Avaliacéo da eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores

As eficiéncias de amplificacdo dos trés genes estudados foram obtidas através de
retas de eficiéncia relativas, construidas a partir da diluicdo do cDNA da amostra
calibradora (Figura 7). Os valores de inclinacdo de todas as retas mostraram-se
proximos ao desejado (-3,32). Esse dado confirma a eficiéncia préxima a 100%
encontrada para todos os genes. O coeficiente de correlagédo encontrado foi de 0,99
(Tabela 5).

35,0
325 1
30,0 A
27.5 - B
— 250
© 251 c
20,0 -
17.5 1
15.0
1 2 3 4 5 l‘(J 2;3 _IJ 1("13 Z*ZJJ 1'.';33 éi):l

Quantidade

Figura 7 - Medida da eficiéncia de amplificacdo relativa para os trés genes utilizados no
estudo. Alvos com eficiéncias similares (curvas paralelas) podem ser comprados em qualquer ponto
de diluicdo. A: LcRos3; B:LcMT; C:GAPDH.
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Tabela 5. Resultado das curvas de eficiéncia de amplificacdo relativa para os trés genes
estudados.

LcMT LcRos3 GAPDH

Inclinagéo -3,31 -3,32 -3,33

Eficiéncia 100,3% 100,0% 99,6%
R® 0,99 0,99 0,99

5.2.3 Andlise relativa da expresséo génica por gPCR

Os ensaios de gPCR foram realizados para avaliar o perfil de expressao dos genes
LcMT e LcRos3 de 26 isolados de LV (16 sensiveis in vitro e 10 resistentes in vitro a
miltefosina) em relacdo a cepa de referéncia de L. chagasi (MHOM/BR/74/PP75),
sensivel a miltefosina. Para cada isolado foram obtidos resultados de pelo menos
dois experimentos diferentes. O resultado final foi demonstrado na forma de 2 4¢t,
gue indica quantas vezes 0 gene alvo esta expresso em relacdo ao calibrador, que
neste estudo era a cepa de referéncia L. chagasi. Os valores de 2722 + DP estdo
representados na figura 8. Resultados maiores que 1 indicam que o gene foi mais
expresso no isolado em comparacdo com a cepa de referéncia L. chagasi.
Resultados menores que 1 indicam que o gene foi menos expresso no isolado em

comparacao a cepa de referéncia da L. chagasi.

Para o gene LcMT, os resultados mostraram que 8 isolados resistentes in vitro (80%)
apresentaram diminuicdo na expressdo desse gene, enquanto 2 (20%) desses
isolados apresentaram um maior nivel de expressdo do transportador LcMT em
relacdo a cepa de referéncia. Da mesma forma, a maior parte dos isolados sensiveis

in vitro (68,75%) apresentou uma expressdo reduzida desse gene. Apenas cinco
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(31,25%) deles expressaram igual ou em maior quantidade o transportador de

miltefosina LcMT, quando comparados a cepa de referéncia de L. chagasi.

O resultado para a expressao da B-subunidade LcRos3 foi diferente do encontrado
para o gene LcMT. Nos isolados resistentes, apenas 50% apresentou uma
expressao diminuida do gene LcRos3. Dentre os isolados sensiveis, cinco (31,25%)
apresentaram um menor nivel de expressdo em comparagdo com a cepa de
referéncia PP75, enquanto 11 (68,75%) expressaram nivel igual ou maior de

expressao.

O resultado do teste t de student mostrou que ndo houve diferenca de expressao
génica entre 0os grupos sensivel e resistente para os dois genes analisados (LcMT —
p=0,1411; LcRos3 — p=0,5338).
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Figura 8 - Niveis de expressédo dos genes LcMT e LcRos3 em diferentes isolados clinicos,
representado pela razdo de expressao génica relativa a cepa de referéncia de L. chagasi. Os
niveis de expressdo em azul representam isolados sensiveis in vitro, e os em vermelho representam
isolados resistentes in vitro a miltefosina. (A) Andlise de expressao génica para o transportador de
miltefosina LcMT. (B) Andlise de expressdo génica para a subunidade B LcRos3. Os dados
representam a média de pelo menos dois experimentos independentes + desvio padréo.
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6 DISCUSSAO

Miltefosina, a primeira droga administrada por via oral para LV, esta associada com
altas taxas de cura na India, incluindo os casos resistentes aos antimoniais
pentavalentes (SUNDAR E CHATTERJEE, 2006). Entretanto, um ensaio clinico
realizado com esse farmaco no Brasil mostrou resultados diferentes, sendo que
cerca de 50% dos pacientes com LV tratados com miltefosina apresentaram falha ao
tratamento. Com base nesses achados, o objetivo do nosso estudo foi avaliar se a
resposta ao tratamento com miltefosina esta relacionada com a sensibilidade in vitro
do parasita e avaliar o perfil de expressdo de genes relacionados ao transporte

desse farmaco, em busca de marcadores de resisténcia a miltefosina.

A contribuicdo do tratamento com miltefosina para selecéo de parasitas resistentes
ainda desconhecida. Além disso, as bases multifatoriais da resposta terapéutica tém
dificultado o entendimento da relacdo entre susceptibilidade a droga e a resposta
clinica. Neste contexto, estudos tém revelado que a imunidade do hospedeiro
(ALVAR et al., 1997; GROGL, THOMASON E FRANKE, 1992; FARAUT-
GAMBARELLI et al., 1997), fatores farmacolégicos (AL JASER et al., 1995), e a
susceptibilidade e biologia das diferentes espécies de Leishmania (ROMERO et al.,
2001; NAVIN et al., 1992), individualmente ou coletivamente podem influenciar a

resposta ao tratamento.

Neste sentido, varios estudos tém sugerido que a sensibilidade variavel do parasita
a droga seja um dos fatores responsaveis pela falha ao tratamento de pacientes
portadores de leishmanioses. Diferente dos dados obtidos para o tratamento de LV
na india, causada por L. donovani, cujo indice de cura foi de 97% (SUNDAR et al.,
2002a), nosso grupo encontrou no Brasil apenas cerca de 50% de cura para o
tratamento de LV causada por L. chagasi (dados n&o publicados). Da mesma forma,
nos ensaios clinicos para o tratamento para LC, 91% dos pacientes infectados com
L. panamensis curaram apoés o tratamento na Colémbia, enquanto na Guatemala o
indice de cura foi de apenas 33% para 0s pacientes infectados com L. braziliensis e

de 60% para os pacientes infectados com L. mexicana (SOTO et al.,, 2004). As
57



diferencas observadas nesses ensaios clinicos corroboram a hipétese de que a
variacdo na sensibilidade a miltefosina entre as diferentes espécies de Leishmania

esteja relacionada com as diferentes taxas de cura observadas.

Sensibilidade variada de diferentes espécies a miltefosina tem sido descrita por
diversos autores por meio de testes in vitro de infeccdo de macrofagos. Esses
estudos tém demonstrado a alta sensibilidade in vitro da espécie L. donovani a
miltefosina, comparadas as espécies L. panamensis, L. mexicana e L. major
(CROFT et al.,, 1987,1993; KUHLENCORD et al., 1992; CROFT et al.,, 1996;
ESCOBAR et al.,, 2002). Posteriomente, Yardley et al. em 2005 confirmaram a
sensibilidade intrinseca de isolados de L. donovani e encontraram resisténcia a
miltefosina na maior parte dos isolados de L. braziliensis avaliados. Portanto, a
sensibilidade intrinseca da espécie L. donovani pode justificar o sucesso do
tratamento com miltefosina na india, enquanto a baixa sensibilidade da espécie de L.
braziliensis a droga pode justificar os baixos indices de cura encontrados nha

Guatemala, onde L. braziliensis € uma das espécies prevalentes na regido.

Na tentativa de verificar se o alto indice de falha ao tratamento encontrado no Brasil
era devido a diferenca de sensibilidade entre as espécies L. donovani e L. chagasi,
nos avaliamos a sensibilidade in vitro de uma cepa de referéncia de L. chagasi e
comparamos com a sensibilidade de uma cepa de referéncia de L. donovani.
Entretanto, nossos resultados ndo demonstraram diferenca na sensibilidade in vitro
a miltefosina entre as duas espécies. Apesar de esses resultados terem mostrado
gue a cepa padrdo de L. chagasi € sensivel a miltefosina, diversos estudos tém
demonstrado sensibilidade variada a droga dentro da uma mesma espécie e
correlacionado com a resposta ao tratamento (DUBE et al., 1994; LIRA et al., 1999;
SINGH et al., 2006; HADIGHI et al., 2006).

Neste sentido, nds avaliamos a sensibilidade de isolados de L. chagasi obtidos de
pacientes que apresentaram diferentes respostas ao tratamento com miltefosina,
com o objetivo de correlacionar a sensibilidade in vitro do parasita com a resposta

terapéutica.

58



Nossos resultados mostraram que, dos 14 isolados obtidos de pacientes que
curaram apoés o tratamento, todos foram sensiveis in vitro a esse farmaco. Por outro
lado, dos 12 isolados obtidos de pacientes que apresentaram falha a terapia com
miltefosina, 10 mostraram-se resistentes in vitro, sugerindo que a falha ao

tratamento com miltefosina seja devida a resisténcia primaria do parasita a droga.

Como dois isolados obtidos de pacientes que apresentaram falha ao tratamento
mostraram-se sensiveis a droga, nds avaliamos a possibilidade da aquisicdo de
resisténcia devido ao tratamento do paciente. Os isolados obtidos desses mesmos
pacientes logo ap6s o tratamento com miltefosina mostraram-se resistentes,

demonstrando a aquisicao de resisténcia durante o tratamento.

A aquisicdo de resisténcia pelo parasita ou a diminuicdo da sensibilidade aos
antimoniais tém sido descritas. Faraut-Gamberelli et al., em 1997, relatou a
diminuicdo da sensibilidade de 13 isolados de L. infantum obtidos de pacientes apos
o tratamento comparada com os isolados obtidos dos mesmos pacientes antes do
tratamento. Esses autores sugeriram que a falha ao tratamento poderia ser devida
pelo menos parcialmente ao decréscimo da sensibilidade dos isolados a droga.
Resultados semelhantes foram encontrados por Rojas et al. (2006) que
demonstraram que isolados de L. panamensis previamente sensiveis in vitro
mostraram-se resistentes na falha terapéutica, justificando a resposta clinica dos

pacientes.

Testes em laboratério tém demonstrado que a resisténcia em cepas de L. donovani
a miltefosina pode ser gerada facilmente sob pressdo da droga (SEIFERT et al.,
2003). Linhagens resistentes estaveis sao geradas rapidamente em concentracdes
de miltefosina de até 40uM adicionadas ao meio de cultura e o aumento na Clsg
chega a ser até de 15 vezes na cepa resistente quando comparada a cepa selvagem
(PEREZ-VICTORIA et al., 2003a, 2003b). Esses dados corroboram a hipétese de
aguisicdo de resisténcia pelo parasita durante o tratamento do paciente com

miltefosina.

Embora os resultados do nosso trabalho fortemente sugiram que a resisténcia

primaria e secundaria do parasita a miltefosina contribuam para a falha terapéutica,
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a aquisicdo de resisténcia pelos parasitas obtidos de dois pacientes nao foi
suficiente para determinar a falha terapéutica, uma vez que esses pacientes curaram
apos o tratamento. Contudo, esses pacientes apresentaram falha parasitologica
inicial, ou seja, cultura positiva apés o tratamento. Esses dados, portanto sugerem
que outros fatores podem estar associados a resisténcia do parasita a droga para
determinar o desfecho clinico.

No sentido de avaliar o mecanismo de resisténcia a miltefosina, estudos tém
demonstrado que a caracteristica comum em todas as linhagens de Leishmania
resistentes € a diminuicdo no acumulo desse farmaco. Geralmente, baixas
concentracdes intracelulares de uma droga ativa podem ser alcancadas por meio de
pelo menos quatro mecanismos: diminuicdo na captacédo, aumento no efluxo, rapido
matabolismo e alteracdo na permeabilidade da membrana plasmatica. Entretanto,
apenas o0s dois primeiros mecanismos tém sido descritos em linhagens
experimentais resistentes a miltefosina (PEREZ-VICTORIA et al., 2006a).

Por meio de estudos utilizando linhagens selvagens, os autores concluiram que a
miltefosina € captada ativamente por um mecanismo mediado por proteina e
dependente de energia, que consiste na translocacao especifica do farmaco de fora
para dentro da membrana plasmatica (PEREZ-VICTORIA et al., 2003a). Em uma
linhagem resistente de L. donovani gerada em laboratorio, essas proteinas foram
caracterizadas como o transportador de miltefosina LAMT e sua subunidade f3
LdRos3. Em L. braziliensis, esse mecanismo também foi descrito como responsavel
pela determinacéo da sensibilidade a miltefosina (SANCHEZ-CANETE et al., 2009).
Nesse estudo, a baixa expressao da subunidade (3, chamada de LbRos3, foi a
principal responsavel pela diminuicdo da sensibilidade a miltefosina em isolados

clinicos.

Portanto, considerando a importancia desses transportadores na determinacao do
fenodtipo de resisténcia a miltefosina e na auséncia de estudos avaliando essas
proteinas em L. chagasi, nés avaliamos se a expressao dos genes que codificam o
transportador LcMT e sua subunidade B LcRos3 estdo relacionados com a
sensibilidade in vitro a miltefosina em promastigotas de isolados clinicos dessa

espécie.
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O resultado esperado seria uma diminuicdo na expressao tanto do gene para o
LcMT, quanto do gene para o LcRos3 nos isolados resistentes, justificando ent&o
que a baixa expressdo desses transportadores poderia ser responsavel pela
resisténcia a miltefosina encontrada nesses isolados. Porém, os resultados obtidos
mostraram que nao houve diferenca de expressao génica entre os isolados
sensiveis e resistentes para os dois genes analisados. Kumar et al. (2009), ao
avaliarem cepas de L. donovani sensiveis in vitro a miltefosina, encontraram uma
diminuicdo na expressdao de LAMT e LdRo3, contradizendo os dados da literatura

obtidos com linhagens de laboratorio resistentes a droga.

Embora a andlise de expressdo génica tenha sido uma metodologia largamente
utilizada para avaliar a expressdo de uma determinada proteina por um organismo,
em tripanosomatideos isso pode ndo ser verdade, uma vez que diversos estudos
ndo tem encontrado correlacdo entre a quantidade de mRNA e de proteina, além do
fato de que a regulacdo génica em tripanosomatideos ocorrer principalmente apds a
transcricao (GALE, CARTER e PARSONS, 1994; MAYHO et al., 2006; NARDELLI et
al., 2007). Sendo assim, o fato da expressdo génica em Leishmania ser regulada
apos a transcricao pode justificar o fato de ndo termos encontrado correlacdo entre a
expressdo génica dos transportadores de miltefosina e a sensibilidade in vitro.
Portanto, para alcancar esse objetivo seria importante avaliar a expressao dessas

proteinas através da deteccdo das mesmas, nesses isolados.

Além disso, seria também importante investigar outro mecanismo relacionado a
aquisicdo de resisténcia a miltefosina em Leishmania. A superexpressdo dos
transportadores ABC leva a reducdo do acumulo intracelular de miltefosina. Esses
transportadores usam a energia gerada pela hidrélise do ATP para translocar seus
substratos (ions, metais pesados, carboidratos, aminoacidos, antibiéticos, drogas
anti-cancer, proteinas, fosfolipideos, esterdis ou pigmentos) através da membrana
celular (CASTANYS-MUNOZ et al., 2008). As seqiiéncias dos genomas de L. major
e L. infantum revelaram a presenca de 42 proteinas ABC no género Leishmania
(LEPROHON et al., 2006), e algumas delas tém mostrado envolvimento na
resisténcia experimental & droga (PEREZ-VICTORIA et al., 2001a). Dentro da familia

ABC, a proteina LMDR1 foi a primeira proteina relacionada a resisténcia para a
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miltefosina (PEREZ-VICTORIA et al., 2001b), devido a diminuicdo do actmulo
intracelular por efluxo ativo desse farmaco (PEREZ-VICTORIA et al., 2006c). Além
dessa, mais recentemente, as proteinas LABCG4 e LABCG6 também foram
descritas como responsaveis pelos baixos niveis intracelulares de miltefosina
(BOSEDASGUPTA et al., 2008; CASTANYS-MUNOZ et al., 2007; CASTANYS-
MUNO?Z et al., 2008).

Outro fator que poderia ter influenciado nos resultados seria a fase de crescimento
das formas promastigotas avaliadas no nosso estudo. Como a analise de expressao
génica foi realizada com parasitas obtidos com quatro dias de cultura, e a andlise de
sensibilidade in vitro foi feita com parasitas de sete dias de cultivo, pode ser que haja
diferenca nos niveis de expressdo génica entre essas fases de cultivo. Entretanto,
estudos prévios avaliando genes relacionados a resisténcia a antimoniais mostraram
que ha diferencas significativas apenas quando fases de crescimento log-recente e
estacionaria sdo comparadas (DECUYPERE et al., 2008; ADAUI et al., 2011). De
forma semelhante, estudo publicado por Torres et al. (2010) também n&o encontrou
diferenca significativa na expressdo génica de parasitas L. braziliensis e L.

guyanensis nas fases de crescimento log tardia e estacionaria.

A forma do parasita analisado também poderia ter influenciado nos resultados de
expressao génica. Embora a forma amastigota seja a forma de Leishmania relevante
para a doenca humana, essas séo dificeis de obter em grande nimero para estudos
de caracterizacdo. Além disso, os protocolos atuais de analise de expressao génica
em amastigotas intracelulares requerem cuidado extremo para preservar o estado
biol6gico do parasita e assim garantir a confiabilidade e reprodutibilidade dos
resultados (DECUYPERE et al., 2008). Por outro lado, as formas promastigotas sao
faceis de cultivar e de manipular com risco minimo de alteracdo em seu estado
biolégico sob condi¢Bes in vitro bem controladas. Embora exista essa hipotese,
estudo publicado por Seifert et al. em 2007, mostrou que a inativagdo do
transportador LAMT em promastigotas de L.donovani, seja por muta¢gdes pontuais ou
por delecdo do gene, gera amastigotas intracelulares resistentes a miltefosina.
Corroborando esses achados, Sanchez-Canete et al. (2009) também demonstraram

gue a resisténcia a miltefosina € mantida de formas promastigotas para amastigotas
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em modelos in vitro utilizando linhagens resistentes de L. braziliensis. Isso sugere
que o padrdo de resisténcia observado em amastigotas € semelhante ao padrao

observado em promastigotas.

Concluindo, este estudo demonstrou pela primeira vez que ha correlacdo entre a
sensibilidade in vitro a miltefosina de isolados clinicos de L. chagasi, provenientes de
pacientes com diferentes respostas clinicas a esse farmaco. Tal fato sugere que a
falha terapéutica observada nesses pacientes seja devida a resisténcia do parasita a
droga. Entretanto, ndo foi possivel correlacionar a resisténcia a miltefosina com os

niveis de expressao de genes relacionados ao transporte da droga.

Embora no Brasil a miltefosina n&o tenha sido utilizada para o tratamento de LV,
mas tem sido sugerida como droga oral para o tratamento de LC, diante dos
resultados deste estudo, acreditamos que o monitoramento da sensibilidade de
isolados clinicos a miltefosina seja de grande relevancia, uma vez que a resisténcia
primaria a essa droga ja foi descrita em diferentes espécies e ha possibilidade de
aquisicao de resisténcia pelo parasita apos o tratamento. Além disso, considerando
que testes in vitro de infeccdo de macréfagos utilizados para avaliar a sensibilidade
do parasita a droga sdo laboriosos e demorados, a busca de marcadores de
resisténcia utilizando metodologias mais simples e rapidas é importante para facilitar

esse monitoramento.
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7 CONCLUSOES

- Ha correlacdo entre sensibilidade in vitro a miltefosina em isolados de L. chagasi e

resposta do paciente ao tratamento;

- O tratamento do paciente com miltefosina pode gerar parasitas resistentes a droga;

- Nao foi possivel associar a expressao dos genes LcMT e LcRos3 nos isolados de

L. chagasi com a sensibilidade in vitro a miltefosina.
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