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SbV - Antimonial Pentavalente;

SDS - Duodecil sulfato de sodio;

SGBD - Sistema de Gerenciamento de Bancos de Dados;

SQL - “Structured Query Language”, linguagem para consultas de dados;
TDR - Redutase dependente de tiol;

®ou ™ > Marca registrada;

TSH - Tripanotiona;

UTR - Regi&o nao traduzida;

WTS - Populagao do tipo selvagem, populagao de Leishmania;
X0 - Centro, parametro da curva sigmoidal;

Unidades de medida:

b = Numero de bases nucleotidicas (multiplos Kb e Mb);
g = Grama (submultiplo pg);

L - Litro (submultiplos uL e mL);

m -> Metro (submultiplo mm);

M - Molaridade (submultiplos yM e mM);

m? > Metro quadrado (submuiltiplo cm?);

°C - Grau Celsius

t > Tempo (h — hora, min — minuto);

xg = Gravidade;
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RESUMO

Na primeira parte desta tese selecionamos in vitro popula¢des de Leishmania
Viannia guyanensis, L. (V.) braziliensis, L. Leishmania amazonensis e L. (L.) infantum
chagasi resistentes ao tartarato potassico de antiménio (Sblll) (Liarte & Murta, 2010). A
concentragao inibitéria de 50% (IC50) destas populagdes foi de 4 a 20 vezes maior do
que seus pares sensiveis. Nenhuma mudanga na resisténcia foi observada em L. (V.)
guyanensis e L. (L.) infantum chagasi apos 37-47 passagens em meio na auséncia de
Sblll. Entretanto, uma diminuigdo de duas vezes foi observada no indice de resisténcia
das populagdes L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis. Nenhuma das populagbes
resistentes ao Sblll apresentou resisténcia cruzada a anfotericina B e miltefosina.
Entretanto, as populacdes resistentes de L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensise L. (L.)
infantum chagasi foram também resistentes a paromomicina. Uma drastica redugéo na
infectividade de camundongos foi observada nas populagdes resistentes de L. (V.)
guyanensis, L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis.

Na segunda parte, analisamos a amplificagdo e delecdo de genes e
identificamos transcritos diferencialmente expressos nas populagdes de Leishmania spp.
sensiveis e resistentes ao Sblll utilizando a metodologia do microarranjo de DNA.
Ensaios de CGH (comparative genomic hybridization) permitiram a identificacdo de 124
CDS amplificadas e 128 CDS deletadas na populagao de L. (V.) braziliensis resistente
ao Sblll. Em L. (V.) braziliensis foi observada a amplificagdo de genes associados a
regido H e amplificagdes de regides dos cromossomos 17, 20 e 31. Foram identificados
560 transcritos mais expressos e 397 transcritos menos expressos na populacao de L.
(V.) braziliensis resistente ao Sblll. Dados de anotag&o funcional sugerem um aumento
na expressao de transcritos associados a replicacdo e a transcricdo do DNA e uma
diminuicdo na expressdo de transcritos associados ao metabolismo de lipidios, de
carboidratos e ao transporte de proteinas. Analises em bancos de dados de drogas
mostraram que 247 transcritos diferencialmente expressos em L. (V.) braziliensis
apresentam pelo menos um alvo para drogas. Destes 247, 15 possuem pouca
similaridade com proteinas humanas sendo, portanto bons alvos para quimioterapia. Um
banco de dados de resisténcia a drogas em Leishmania foi construido possibilitando a
integracdo de todos os dados obtidos nesta tese. A anadlise integrada dos dados
fenotipicos, genbmicos e transcriptomicos estdo permitindo estabelecer novas
estratégias de pesquisa basica e aplicada, dessa forma contribuindo para o

desenvolvimento de novas drogas para a quimioterapia das leishmanioses.
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ABSTRACT

In this thesis initially we selected in vitro populations from Leishmania Viannia
guyanensis, L. (V.) braziliensis, L. Leishmania amazonensis and L. (L.) infantum chagasi
that were resistant to potassium antimony tartrate (Sblll). The resistance index of these
populations varied from 4- to 20-fold higher than that of their wild-type counterparts. No
change in the resistance indexes of L. (V.) guyanensis and L. (L.) infantum chagasi was
observed after 37-47 passages in a culture medium without Sblll. In contrast, a decrease
in the resistance index was observed for L. (V.) braziliensis and L. (L.) amazonensis.
None of the antimony-resistant populations exhibited cross-resistance to amphotericin B
and miltefosina. However, the resistant populations of L. (V.) braziliensis, L. (L.)
amazonensis and L. (L.) infantum chagasi were also resistant to paromomycin. A drastic
reduction was observed in the infectivity in mice for the resistant L. (V.) guyanensis, L.
(L.) amazonensis and L. (V.) braziliensis populations.

In the second part of this thesis we analyzed gene amplification and deletion and
identified transcripts differentially expressed in Leishmania spp. populations susceptible
and resitant to Sblll using DNA microarray methodology. CGH assays (comparative
genomic hybridization) allowed the identification of 124 CDS amplified and 128 CDS
deleted in the Sblll-resistant L. (V.) braziliensis population. The amplification of the H
region and regions from chromosomes 17, 20 and 31 was observed in the Sblll-resistant
population from L. (V.) braziliensis. We identified 560 up-regulated transcripts and 397
down-regulated transcripts in Sblll-resistant L. (V.) braziliensis population. Functional
annotation data suggest an increased expression of transcripts related to DNA
replication and transcription and a decreased expression of transcripts associated with
metabolism of lipids and carbohydrates and transport of proteins. Drug bank analysis
showed that 247 transcripts differentially expressed in Sblll-resistant L. (V.) braziliensis
population present at least one target for drugs. 15 out of 247 transcripts present low
similarity with human proteins being then, a good target for chemotherapy. A database of
drug resistance in Leishmania was constructed, allowing the integration of all data
obtained in this thesis. The integrated analysis of phenotypic, genomic and
transcriptomic data, is allowing to define new strategies for basic and applied research,
thereby contributing to the development of new drugs for the Leishmaniasis

chemotherapy.
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1. INTRODUGAO

1.1. Epidemiologia e aspectos clinicos das Leishmanioses:

Leishmanioses sdo doengas causadas por protozoarios do género Leishmania
(Ordem Kinetoplastida; Familia Trypanosomatidae). Elas incluem um conjunto de
sindromes com caracteristicas clinico-patologicas representadas principalmente pelas
formas: visceral, cutdnea e muco-cutédneo. De acordo com a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS), as leishmanioses estdo entre as seis maiores doengas tropicais nos
paises em desenvolvimento. Estima-se que 12 milhdes de individuos estejam infectados
e cerca de 350 milhdes em risco de infeccao (CDC, 2007). Parasitos do género
Leishmania estao dispersos por todos os continentes, exceto Antartica. Estima-se que a
incidéncia mundial de leishmaniose visceral seja de 500.000 casos por ano, sendo
que 90% destes ocorrem em Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Sudao. Por outro
lado, estima-se que a incidéncia mundial de leishmaniose cutanea seja de 1,0 a 1,5
milhdes de casos por ano, sendo que 90% dos casos ocorrem no Afeganistao,
Paquistao, Algeria, Brasil, Ira, Peru, Arabia Saudita e Siria. As leishmanioses estao
associadas com aproximadamente 2,4 milhdes de anos de vida perdidos e 70.000
mortes por ano (revisado por Murray et al., 2005).

Consideradas primariamente como zoonoses, as leishmanioses podem
acometer o homem quando este entra em contato com o ciclo de transmissao do
parasito, transformando-se em uma antropozoonose (CDC, 2007). No entanto, ciclos
antropondticos da doenca ja sao observados na Turquia e Ird (Turgay et al., 2006;
Sadeghian et al, 2007; Akkafa et al., 2008). O género Leishmania compreende
protozoarios parasitas vivendo alternadamente em hospedeiros vertebrados e
insetos vetores, fémeas de dipteros pertencentes aos géneros Lutzomyia — no Novo
Mundo, e Phlebotomus — no Velho Mundo. Nos hospedeiros mamiferos, os parasitas
assumem a forma amastigota, arredondada e imovel, que se multiplicam
obrigatoriamente dentro de células do sistema monocitico fagocitario. Nos vetores,
as formas flageladas promastigotas das leishmanias vivem no meio extracelular, na
luz do trato digestivo (revisado por Gontijo & Carvalho, 2003).

Estudos recentes tém demonstrado a reativacdo de diversos focos das
leishmanioses na Italia, China, Brasil e Israel. Além destes paises, o surgimento de novos
focos epidémicos tem sido relatado em areas de Israel e Marrocos. Outros estudos
indicam uma subestimacdo da severidade dessas infecgbes e seu impacto socio-

econdmico. Além disso, a co-infecgdo de individuos com Leishmania e o virus da
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imunodeficiéncia humana (HIV) tem se tornado um problema cada vez maior tanto em
paises desenvolvidos quando em desenvolvimento (revisado por Bafiuls et al., 2007).

A classificacdo de Leishmania foi baseada inicialmente em critérios eco-
bioldgicos, tais como distribuicdo geografica do parasito, espécie do vetor, tropismo,
propriedades antigénicas e manifestagdes clinicas. Entretanto, estudos bioquimicos
e moleculares mostraram que critérios patologicos e geograficos estavam
frequentemente inadequados. Diante disso, outros critérios passaram a ser utilizados
(como polimorfismos exibidos por marcadores de DNA do cinetoplasto (kDNA),
proteinas ou antigenos). Os dois subgéneros, Leishmania e Viannia foram
separados com base na localizagdo do parasito no intestino do vetor (Lainson &
Shaw, 1987). Rioux e colaboradores (1990) utilizaram analises isoenzimaticas para
definir complexos de espécies dentro dos subgéneros (revisado por Bafiuls et al.,
2007).

A classificagdo das espécies também foi inicialmente baseada em varios
critérios extrinsecos, como caracteristicas clinicas, geograficas e bioldgicas. Por
exemplo, L. (V.) guyanensis, isolada na Guiana, e L. (L.) infantum, isolada de uma
crianga na Tunisia. Desde os anos 70, porém critérios intrisecos tais como dados
genéticos, bioquimicos e imunologicos passaram a ser utilizados para definir
espécies de Leishmania. O uso dessas técnicas levou a publicagdo de um esquema
taxondmico dos parasitos pela Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 1990). Novos
métodos de deteccdo, isolamento e identificagdo genética resultaram em um
aumento substancial no numero de espécies descritas (revisado por Bafuls et al.,
2007). A Figura 1 ilustra um esquema moderno de classificacdo de Leishmania.

Pelo menos 21 espécies de Leishmania infectam humanos (CDC, 2007). O
conjunto de sindromes que elas causam pode ser categorizado inicialmente em
Leishmaniose Visceral (LV) e Leishmaniose Tegumentar (LT). A LV é a forma mais
grave da doenga, na qual os parasitas deixam o local de inoculagao e proliferam no
figado, baco e medula éssea, levando a imunossupressao do hospedeiro e até
morte se nao for tratada. A LT pode ainda ser subdividida em Leishmaniose
Cutanea (LC), onde os parasitas permanecem no local de inoculagdo e causam uma
(Leishmaniose Cuténea Localizada) ou varias ulceragbes (Leishmaniose Cutanea
Disseminada); Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD), com lesées em placas
infiltradas, ndodulos, tubérculos associados a exulceragdes envolvendo grandes
areas do tegumento cutaneo e Leishmaniose Muco-Cuténeo (LMC), quando ocorre
uma destruicdo cronica de mucosas (Marsden, 1986; Marzochi, 1992; Costa, 1998).
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Embora caracteristicas genéticas do hospedeiro e do vetor, resposta
imunoldgica e fatores ambientais exergam influéncia no curso da infecgéo (Lipoldova
& Demant, 2006), acredita-se que o fator principal que determina a apresentagéo
clinica da doenga seja a espécie do parasito. Por exemplo, no Novo Mundo, L. (L.)
infantum chagasi é o agente causador da LV, enquanto L. (L.) amazonensis é
responsavel pela LC e LCD; e L. (V.) braziliensis é responsavel pela LC e LMC.
Algumas das principais espécies causadoras dessas formas clinicas estdo
apresentadas na Tabela 1. Na Tabela também estdo destacadas as espécies

estudadas neste trabalho.

Tabela 1: Sindromes clinicas e distribuicdo geografica das leishmanioses.

Sindromes Clinicas Subgénero Espécies® Epidemiologia

L. (L.) donovani, :
Leishmaniose Visceral Leishmania India, Mediterraneo
L. (L.) infantum

L. (L.) infantum

Leishmaniose Visceral Leishmania América Latina
chagasi
_ ; L. (L.) major, Asia, Africa, india,
Leishmaniose Cutanea Leishmania
L. (L.) tropica Oriente Médio
) ) L. (L.) mexicana,
Leishmaniose Cutanea Leishmania Ameérica Latina

L. (L.) amazonensis
L. (V.) panamensis,
Leishmaniose Cutanea Viannia L. (V.) braziliensis, Ameérica Latina
L. (V.) guyanensis
Leishmaniose Cutanea Difusa  Leishmania L. (L.) amazonensis Ameérica Latina
L. (V.) braziliensis,

Leishmaniose Muco-cutanea Viannia ) América Latina
L. (V.) panamensis

@ > em negrito estao destacadas as espécies utilizadas nesse estudo.

No Brasil, L. (L.) infantum chagasi € a espécie responsavel pela LV e o
fleb6tomo Lutzomyia longipalpis é o seu principal vetor (Dantas-Torres & Brandao-
Filho, 2006). A LV se encontra em franca expansdo. Desde a década de 90 vem
ocorrendo o aumento significativo do numero de casos da doenga, sendo que em
grandes cidades brasileiras como Belo Horizonte e Teresina, ela ja se tornou
endémica. A dificuldade em se controlar o vetor, sacrificar os reservatorios
domésticos, bem como o diagndstico preciso dos pacientes tem levado a ocorréncia
cada vez mais frequente de obitos. (Werneck et al., 2002; Silva et al., 2001; Gontijo
& Melo, 2004; Costa, 2008).
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Ja as principais espécies de Leishmania responsaveis pela Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA) séo seis (revisado por Gontijo & Carvalho, 2003):

1. L. (V.) braziliensis: € a espécie mais prevalente no homem e pode causar
lesdes cutdneas e mucosas. E encontrada em todas as zonas endémicas do
Pais, desde o norte até o sul, tanto em areas de colonizagbes antigas ou
recentes, estando geralmente associada a presenga de animais domésticos.
E transmitida por diferentes espécies de flebotomineos como Lutzomyia
whitmani, Lu. wellcomei e Lu. intermedia, dentre outras;

2. L. (V.) guyanensis: causa sobretudo lesdes cutédneas. Ocorre na margem
norte do Rio Amazonas em areas de colonizacao recente, estando associada
com desdentados e marsupiais. As principais espécies de flebotomineos
envolvidas na transmissao sao a Lu. umbratilis, Lu. anduzei e Lu. whitmani,

3. L. (V.) naiffi: ocorre na Amazénia, nos Estados do Para e Amazonas, tendo o
tatu como reservatério natural. O parasita causa LTA de evolugdo benigna e
seus principais vetores sao a Lu. squamiventris, Lu. paraensis e Lu. ayrozai,

4. L. (V.) shawi: responsavel por casos esporadicos no Amazonas e Para, tem
como reservatérios varios animais silvestres como macacos, preguicas e
procionideos e como vetor a Lu. whitmani;

5. L. (V.) lainsoni: registrada apenas na Amazdbnia, tem a paca como animal
suspeito de reservatoério natural e como vetor a Lu. ubiquitalis;

6. L. (L.) amazonensis: agente etiologico de LTA, incluindo a forma anérgica ou
leishmaniose cutanea difusa. Seus reservatérios sao roedores e marsupiais e

a Lu. flaviscutellata e Lu. olmeca, os principais vetores.

Outra questado importante é a relevancia dos hospedeiros vertebrados na
epidemiologia das leishmanioses. Diferentes reservatorios domésticos e silvestres,
como caninos, felinos, bovinos, equinos e roedores, tém sido identificados. Porém a
importancia epidemiologica destes varia de acordo com a regido (Werneck et al.,
2002; Hatam et al., 2009; Diakou et al., 2009; Quinnell & Courtenay, 2009; Lobsiger
et al., 2010; Akhavan et al., 2010). Os caes sao considerados os mais importantes
reservatorios domeésticos e certamente contribuem para a mudangca no perfil
epidemiologico da LV. A enzootia canina tem precedido a ocorréncia de casos
humanos e a infeccdo em caes tem sido mais prevalente do que no homem. Além
disso, a eliminagédo de caes soropositivos, embora nao seja suficiente para erradicar

a LV, contribui para diminuir significativamente o numero de casos humanos
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(Marzochi et al., 1994; Ashford, 1996; Ashford et al., 1998). Isso porque o cao
apresenta uma alta susceptibilidade de infeccdo, intenso parasitismo cuténeo, e
proximidade com o homem, tanto em areas rurais quanto urbanas (Deane & Deane,
1954; Dantas-Torres & Brandao-Filho, 2006). Na Europa, estudos recentes tém
externado a preocupagdo com a expansdo da leishmaniose canina (Chamaillé et al.,
2010; Menn et al., 2010; Galvez et al., 2010). No ambiente silvestre, os principais
reservatorios sao as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e os marsupiais

(Didelphis albiventris) (revisado por Quinnell & Courtenay, 2009).

1.2. Ciclo de vida do parasito:

Durante seu ciclo de vida, parasitos do género Leishmania alternam entre
hospedeiros vertebrados e vetores. No momento do repasto sanguineo, ao picarem
um animal infectado, flebotomineos ingerem macréfagos parasitados por formas
amastigotas de Leishmania. No trato digestivo do inseto ocorre o rompimento dos
macrofagos e a liberagdo dos parasitos. Esses amastigotas entdo se diferenciam
rapidamente em formas promastigotas prociclicas, que se reproduzem por
processos sucessivos de divisdo binaria. Posteriormente, as formas promastigotas
colonizam o esbfago e a faringe do vetor, onde permanecem aderidas ao epitélio,
quando se diferenciam em formas infectantes - promastigotas metaciclicas (WHO,
2010).

A transmissao das leishmanioses para o hospedeiro vertebrado geralmente
ocorre pela picada de fémeas de insetos contendo parasitos infectantes que, ao
realizarem um novo repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado liberam as
formas promastigotas metaciclicas juntamente com a saliva. Entretanto, é provavel
que em algumas situagdes especificas, existam outras fontes de infecgdo e que o
homem esteja envolvido na cadeia de transmissdo, como por exemplo, no caso de
pacientes imunodeficientes portadores do HIV (Arias et al., 1996). Na epiderme do
hospedeiro, estas formas infectantes sdo fagocitadas por células do sistema
mononuclear fagocitario, principalmente macréfagos. No interior dos macréfagos, no
vacuolo parasitoforo, as promastigotas se diferenciam em amastigotas e multiplicam-
se intensamente até o rompimento da célula, ocorrendo entdo a liberacido das
formas amastigotas, que serédo fagocitadas por novos macréfagos num processo
continuo (WHO, 2010). Resumidamente, o ciclo de vida de Leishmania spp. esta

representado na Figura 2:
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Figura 2: Ciclo de vida de Leishmania. Fonte: WHO, 2010.

1.3. Quimioterapia das leishmanioses:

Diversos medicamentos tém sido usados no tratamento das leishmanioses,
entre eles os antimoniais pentavalentes (antimoniato de N-metilglucamina e
estibogluconato sédico), as pentamidinas (isotionato e mesilato) e a anfotericina B
(AMB). No Brasil, a quimioterapia das Leishmanioses se baseia na utilizagdo do
antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®) e da anfotericina B (Murray et al.,
2005). Quanto ao tratamento das leishmanioses, os principais obstaculos incluem:
alta toxicidade, provocando efeitos adversos no paciente; custo elevado,
considerando-se o sistema de saude publica de paises em desenvolvimento; a co-
infecgdo Leishmania / HIV, com maior frequéncia de falhas terapéuticas e o
surgimento de resisténcia em larga escala ao tratamento com antimonial
pentavalente, principalmente na india (Murray 2001; Croft et al., 2006). As drogas
disponiveis ndo s&o consideradas ideais: sao altamente toxicas, caras ou
simplesmente estdo se tornando obsoletas devido ao aparecimento de resisténcia do

parasito as drogas.
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Outro grave problema observado na quimioterapia das leishmanioses é o
tratamento de cdes. Embora o tratamento com antimoniais pentavalentes e
alopurinol seja permitido em alguns paises, esta ndo € uma medida recomendada,
pois nao € eficaz em caes e traz varios problemas. As tentativas de tratamento da
leishmaniose visceral canina, por meio de drogas tradicionalmente empregadas
(antimoniato de meglumina, anfotericina B, isotionato de pentamidina, alopurinol,
cetoconazol, fluconazol, miconazol, itraconazol), tem apresentado baixa eficacia.
Caes infectados tanto sintomaticos quanto assintomaticos possuem formas
infectivas do parasito na pele e no sangue (Moshfe et al., 2009). O uso rotineiro de
drogas em caes induz a remissao temporaria dos sinais clinicos e nao previne a
ocorréncia de recidivas. Além disso, as drogas tém efeito limitado na infectividade de
flebotomineos e levam ao risco de selecionar parasitos resistentes as drogas
utilizadas para o tratamento humano (Gramiccia et al., 1992; Alvar et al., 1994, Oliva
et al., 1995). No Brasil, estes fatores levaram o Ministério da Saude a proibir o
tratamento de cdes com drogas de uso clinico em humanos (Portaria Interministerial
N° 1.426 de 11 de Julho de 2008).

1.3.1. Antimoniais:

No Brasil, os compostos antimoniais, sob a forma de sais trivalentes, foram
utilizados pela primeira vez no tratamento da leishmaniose tegumentar em 1912 por
Gaspar Vianna. O tratamento obteve relativo sucesso, considerando que naquela
época, 90% dos casos de leishmaniose evoluiam para obito (Lainson, 1996). Esses
compostos, no entanto apresentavam alta toxicidade e menor eficacia, comparados
com os derivados pentavalentes (SbV) introduzidos na década de 40. Desde entéo,
os antimoniais tém sido considerados como drogas de primeira escolha no
tratamento das leishmanioses em muitos paises (Marsden 1985).

As duas formulagdes de SbV existentes no mercado (estibogluconato sodico
e antimoniato de N-metilglucamina) aparentemente nao apresentam diferengas
quanto a eficacia terapéutica (Ouellette et al., 2004). Entretanto, Amato e
colaboradores (2007) realizaram uma revisdo sistematica da terapia das
leishmanioses e observaram diferengas significativas entre as duas formulagées. Os
autores observaram maiores indices de cura em pacientes com leishmaniose
mucosa tratados com o antimoniato de N-metilglucamina do que em pacientes
tratados com estibogluconato sodico. No Brasil, a unica formulagao disponivel € o

antimoniato N-metilglucamina (Glucantime®), que vem sendo distribuida pelo
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Ministério da Saude em ampolas de 5 ml, contendo 405mg de SbV. A dose
recomendada e o tempo de duracdo do tratamento dependem de fatores como a
sindrome clinica, condi¢des de saude do paciente e ocorréncia de coinfecgdes. Em
geral a dose recomendada é de 5 a 20mg/kg/dia (CRLeish-IPEC/FIOCRUZ, 2004).

Dependendo da dose e do tempo de administracdo, os antimoniais
pentavalentes sdo bem tolerados. No entanto, podem surgir reagdes colaterais que
vao desde incObmodos como disfungdo gastrointestinal, dores musculares difusas,
enrijecimento das articulagdes, dor no local da injecdo e aumento da diurese por
perda transitéria da capacidade de concentracdo urinaria até reagdes adversas
graves como arritmias cardiacas e pancreatite. O principal efeito colateral do
antimoniato de N-metilglucamina é decorrente de sua agdo sobre o aparelho
cardiovascular. Este efeito € dependente da dose e tempo e se traduz por disturbios
de repolarizagao. Além disso, pode ocorrer a elevagao das transaminases hepaticas
e amilase que, no entanto, sao reversiveis apos o final do tratamento (Gasser et al
1994; Berhe et al., 2001; Tracy & Webster Junior 2003).

Apesar de ser empregado no tratamento das leishmanioses ha mais de 70
anos, o mecanismo de agao dos antimoniais ainda nao esta totalmente elucidado.
Pacientes com leishmaniose e imunodeprimidos respondem fracamente aos
antimoniais, apresentando falha e recidivas da ordem de 52% entre 1 e 36 meses
apo6s o tratamento (Desjeux 1999). Este resultado sugere que a maior eficacia dos
antimoniais requer a atuagao conjunta do sistema imunolégico. Sabe-se que o SbV
atua nas formas amastigotas do parasito, inibindo sua atividade glicolitica e a via
oxidativa de acidos graxos (Herwaldt, 1999). Acredita-se que antiménio pentavalente
possa ser uma pré-droga, sendo convertido em antiménio trivalente apds sua
administracado (Roberts et al 1998). A redugdo pode ocorrer tanto no fagocito do
hospedeiro quanto nas formas amastigotas do parasito, ou mesmo in vitro em
sistemas axénicos (Shaked-Mishan et al., 2001; Brochu et al., 2003). Os antimoniais
parecem interferir em formas amastigotas inibindo tanto a glicolise quanto a
oxidagao dos acidos graxos (Tracy & Webster Junior 2003). Outras possibilidades
incluem a inibicdo de uma metaloproteinase zinco dependente (Bangs et al 2001),
da enzima topoisomerase Il (Chakraborty & Majunder, 1988) ou ainda da enzima
fosfofrutoquinase (Berman et al 1985). Além destes, estudos recentes sugerem que
o antimonial trivalente (Sblll) causa disturbios no potencial tiol redox do parasito, o
que levaria a sua morte (Wyllie et al., 2004).
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Por serem drogas potencialmente arritmogénicas, os antimoniais
pentavalentes sao contra-indicados em pacientes que fazem uso de beta-
bloqueadores e drogas antiarritmicas. Os antimoniais também s&o contra-indicados
em pacientes com insuficiéncia renal ou hepatica, em mulheres gravidas nos dois
primeiros trimestres da gestacao e nos casos que apresentam alguma alteracéo no
eletrocardiograma (Murray et al., 2005). Assim, o0 modo de administragdo, a longa
duragdo dos esquemas terapéuticos e a alta toxicidade da droga e o crescente
problema da resisténcia a drogas (conforme sera descrito adiante) sdo limitagbes

importantes para o uso dos antimoniais.

1.3.2. Anfotericina B:

A anfotericina B pertence ao grupo dos antibiéticos poliénicos produzidos por
diferentes espécies de Streptomyces. A anfotericina € encontrada sob duas formas:
A e B, sendo a ultima mais ativa e a unica usada clinicamente no tratamento de
micoses e leishmanioses. A anfotericina B € um farmaco anfotérico, insoluvel em
agua e com pH neutro. A formulagcdo licenciada para o uso de rotina clinica,
produzido e comercializado pela Bristol-Myers Squibb como Fungizon® € a mistura
de anfotericina B com o detergente desoxicolato em tampé&o fosfato, o que promoveu
a solubilizagdo da substancia (Brajtburg & Bolard 1996). No Brasil, o desoxicolato de
anfotericina B € empregado como terapia de segunda escolha, sendo recomendado
para gestantes, casos graves de leishmaniose, falha terapéutica ou efeitos adversos
intensos com o uso de antimoniais e em situagdes de risco de morte.

A atividade leishmanicida da anfotericina B foi demonstrada no final da
década de 50, e até hoje ela é a droga leishmanicida mais potente disponivel
comercialmente, atuando nas formas promastigotas e amastigotas do parasito, tanto
in vitro quanto in vivo. A anfotericina B é um esterdide de 28 carbonos (C — 28),
contendo uma dupla ligacdo em C-22 e uma metila em C-24. Seu mecanismo de
acao se da através da ligagcao preferencial com ésteres (ergosterol ou episterol)
presentes na membrana plasmatica do parasito, provocando alteragdes na
permeabilidade da membrana e no equilibrio osmético do parasito (Saha et al.,
1986; Berman et al., 1992; Olliaro & Bryceson, 1993; Urbina, 1997; Tiphine et al.,
1999). Leishmania e fungos contém ergosterol como principal constituinte de suas
membranas plasmaticas ao invés do colesterol das membranas de células animais e

esse fato provavelmente explica a eficacia da anfotericina B contra Leishmania spp.
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Os efeitos colaterais da anfotericina B sdo inumeros e frequentes, todos,
dose-dependente, sendo altamente toxica para as células do endotélio vascular,
causando flebite, astenia, dores musculares e articulares, vomitos e hipotensdo. Ao
longo do tratamento, poderao surgir sobrecarga hidrica e hipopotassemia, alteragées
pulmonares, dispnéia e cianose (Gontijo & Carvalho, 2003).

No final da década de 1990, novas formulagbes da anfotericina B
(anfotericina B lipossomal e anfotericina B disperséo coloidal) foram desenvolvidas
com reduzida toxicidade e maior eficacia no tratamento das leishmanioses, sendo
utilizadas principalmente no tratamento da LV. Nestas formulag¢des, o desoxicolato
foi substituido por outros lipidios: anfotericina B lipossomal, colesterol sulfato de
anfotericina B e o complexo lipidico de anfotericina B. Essas formulagdes
mostraram-se eficazes na redugdo da carga parasitaria, além de bem absorvidas
pelo sistema fagocitico mononuclear e pouco absorvidas pelos rins, o 6rgao alvo de
toxicidade do farmaco (Mullen et al., 1997). A eficacia da anfotericina B lipossomal
foi maior do que a obtida com o farmaco livre em camundongos Balb/c infectados
com L. major (Yardley & Croft 1997).

Apesar do custo elevado, devido a possibilidade de tempo mais curto de
administracao, eficacia e menor frequéncia de efeitos adversos, a anfotericina B
lipossomal é considerada o melhor farmaco atualmente disponivel para o tratamento
da LV. Em muitos paises da Europa e Estados Unidos ela é utilizada como a
primeira linha de tratamento para essa doenga. No Brasil essas formulagbes
tornaram-se disponiveis comercialmente, porém ainda apresentavam custo elevado,
impossibilitando o seu uso na rotina do servigo. Seu uso foi recomendado apenas
em pacientes graves de LV, que desenvolveram insuficiéncia renal ou toxicidade
cardiaca durante o uso do antimoniato de N-metilglucamina e de outras drogas de
escolha, ndo obtendo melhora ou cura clinica (Davidson et al., 1991). Apesar da
elevada eficacia e relativa menor toxicidade das novas formulagdes lipidicas de
anfotericina B no tratamento das leishmanioses, o alto custo (US$ 2.800)
inviabilizava seu uso no sistema de saude publica de paises em desenvolvimento.
Felizmente, em maio de 2007 a Organizagdo Mundial da Saude anunciou uma
drastica redugéo no preco da droga (US$ 200) para que ela possa ser utilizada nos
servigos de saude publica de paises onde a LV é endémica (Chappuis et al., 2007).
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1.3.3. Miltefosina

Miltefosina (hexadecilfosfocolina) € um alquil fosfolipidio que foi
desenvolvido incialmente como um agente antitumoral. Administrada oralmente, o
farmaco tem um longo periodo de meia-vida, variando de 100 a 200 horas. Os niveis
do farmaco no plasma permanecem constantes apdés 26 dias de administragédo
continua (Berman et al. 2006). As primeiras evidéncias de sua atividade
leishmanicida foram obtidas de estudos in vitro com L. (L.) donovani (Croft et al.,
1987). Posteriormente outros estudos revelaram um indice terapéutico favoravel
para a LV na india (Murray et al., 2005; Schraner et al., 2005; Mohebali et al., 2007).

Entre as vantagens do uso do miltefosina estd a possibilidade de
administracdo por via oral. Outra questdo importante € a possibilidade do
mecanismo de agcado do miltefosina ser independente da resposta imune mediada por
células T e B (observado em L. (L.) donovani por Escobar et al., 2001). Outros
estudos sugerem que a miltefosina apresenta propriedades imunomoduladoras
(Vehmeyer et al., 1991; Hochhuth et al., 1992; Eue et al., 1995). O modo de acgéo da
droga ainda nao foi bem esclarecido, mas parece estar associado com o
metabolismo de lipidios e biossintese de fosfolipidios (Lux et al., 2000). Em formas
promastigotas, assim como em células tumorais, foi observado que miltefosina pode
induzir morte celular por apoptose (Paris et al., 2004).

Recentemente a miltefosina vem sendo utilizada em paises como a india,
Alemanha e Colémbia, com resultados promissores no tratamento da LV (Murray et
al., 2005). Na india, a miltefosina foi registrada para o tratamento da leishmaniose
visceral em marco de 2002, embora estudos tenham demonstrado que a droga é
teratogénica em animais (Murray et al., 2005). O farmaco vem sendo usado desde
entdo para o tratamento de pacientes com leishmaniose refrataria ao tratamento
convencional com antimoniais (Sindermann et al., 2003). Mohebali e colaboradores
(2007) consideraram que o tratamento da miltefosina foi tdo bom quanto o
tratamento com o antimoniato de meglumina em pacientes com leishmaniose
cutanea causada por L. major. O farmaco foi também usado com sucesso no
tratamento de pacientes portadores de HIV, infectados com L. major (Schraner et al.,
2005).

Na Colébmbia e Guatemala, em um estudo com controle de placebo, a
miltefosina (2,5 mg/Kg/dia, durante 28 dias), foi utilizada no tratamento da
leishmaniose cutdnea. Na Colédmbia, onde a L. (V.) panamensis é mais prevalente

foram obtidas taxas de cura de 91%, comparadas com 38% no grupo placebo. Ja na
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Guatemala, onde predominam L. (V.) braziliensis e L. (mexicana) mexicana, O
tratamento foi ineficaz contra L. (V.) braziliensis. Foi obtida baixa taxa de cura de
53% no grupo tratado comparada a de 21% no grupo placebo (Soto et al., 2004). No
entanto, o mesmo grupo de autores obtiveram taxas de cura de 85%, 88% e 82%
apo6s 2,4 e 6 meses respectivamente de tratamento com miltefosina em pacientes
bolivianos com leishmaniose cutanea infectados com L. braziliensis. Nesse caso, 0
farmaco foi considerado eficaz no tratamento da doencga (Soto & Toledo, 2007). No
Brasil, a eficacia da miltefosina no tratamento da LC experimental causada por L. (L.)
amazonensis em camundongos foi semelhante ou maior que a do N-metilglucamina
(Costa Filho et al., 2008).

Os problemas relacionados ao uso deste farmaco no tratamento das
leishmanioses incluem efeitos adversos que afetam o sistema gastrointestinal,
causando principalmente vomitos e diarréia (Kaminsky, 2002), aumento nos niveis
sanguineos de transaminase, bem como uréia e creatinina (Fischer et al., 2001). A
resisténcia induzida in vitro do farmaco foi também descrita em linhagens de
promastigotas de L. (L.) donovani (Seifert et al., 2003). Foi demonstrado também
pelo mesmo grupo que a resisténcia experimental induzida em promastigotas de L.
donovani foi mantida em amastigotas, caracterizando assim, um fendtipo de
relevancia clinica para este estagio do parasito (Seifert & Croft, 2006). No entanto, a
maior limitagdo do uso da miltefosina consiste no seu emprego em mulheres em
idade fértil uma vez que este farmaco apresentou efeitos teratogénicos em animais
(Kaminsky, 2002).

1.3.4. Paromomicina

A paromomicina (ou aminosidina) € um antibiético aminoglicosideo extraido
de Streptomyces rimosus, com boa atividade leishmanicida (den Boer & Davidson,
2006). A atividade deste farmaco contra leishmaniose cutédnea experimental foi
demonstrada pela primeira vez em 1963 (Neal et al., 1995). Estudos realizados nos
anos 90 na India e na Africa mostraram que a paromomicina por via parenteral
também foi ativa no tratamento da leishmaniose visceral em areas endémicas
(Chunge et al., 1990; Thakur et al., 1992; Jha et al., 1998). Na Europa a
paromomicina foi licenciada para o tratamento parenteral de infec¢des bacterianas,
enquanto que na india o farmaco esta registrado para o tratamento de LV desde
2006.
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A paromomicina apresenta uma diversidade de atividade antiparasitaria que
nao foi ainda descrito por outro antibidtico aminoglicosideo. Neal e colaboradores
(1995) avaliaram a sensibilidade in vitro a aminosidina de varias cepas de
Leishmania causadoras de LC e LV e encontraram variacbes de sensibilidade
dessas diferentes cepas. No Brasil, Romero e colaboradores (1998), trataram
pacientes portadores de leishmaniose mucosa com sulfato de aminosidina, obtendo
66,5% de remissdao completa da lesdo nos pacientes até trés meses apos o
tratamento.

Como relatado acima, a paromomicina vem apresentado atividade
leishmanicida tanto para o tratamento da LC quanto da LV. A droga em geral é bem
tolerada, no entanto podem ocorrer problemas graves. Ela é potencialmente
nefrotdxica e ototdxida, podendo causar surdez irreversivel, além de ser contra
indicada durante a gravidez. Outro problema relacionado a este farmaco é o possivel
surgimento de resisténcia. Maarouf e colaboradores (1998) consequiram obter L. (L.)
donovani com resisténcia in vitro a paromomicina. Por outro lado, estudos mais
recentes em pacientes com LV na india (onde a droga esta em fase Ill de testes)
demonstraram que a atividade da paromomicina € equivalente a da anfotericina B
(Sundar et al., 2007). Os autores observaram também auséncia de nefrotoxicidade,
ototoxicidade reversivel em 2% dos pacientes e aumento significativo das
transaminases hepaticas em 1,8% dos pacientes. Apesar de ser uma medicagéo
administrada por via intramuscular, a paromomicina é ainda considerada uma boa
alternativa terapéutica. Isto devido a alta eficacia, atividade contra uma variedade de
patdgenos, inclusive bactérias, necessidade de um menor tempo de tratamento que
os demais medicamentos disponiveis e baixo custo (US$ 5-10 por tratamento)
(Chappuis et al., 2007).

Quanto ao mecanismo de acdo, em bactéria os aminoglicosideos inibem a
sintese de proteinas através da ligagdo a subunidade ribossomal 30S, causando a
terminacédo prematura da tradugdo do RNA mensageiro. A agdo da aminosidina foi
demonstrada em formas promastigotas de L. (L.) donovani, apresentando
modificagdes na sintese de RNA e em lipidios polares da membrana, promovendo
alteracdes na fluidez da membrana (Maarouf et al., 1997a). Outras implicagdes
observadas foram alteracbes no ribossomo mitocondrial e disfuncdo na indugao
respiratéria (Maarouf et al., 1997b).

Formulagdes topicas da paromomicina tém sido avaliadas no tratamento da
LC. A pomada contendo paromomicina 15% associada ao cloreto de metilbenzetdnio
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12% foi eficaz em pacientes de Israel com L. (L.) major e pacientes da Guatemala
com LC, no entanto problemas de toxicidade foram observados em ambos os casos
(EI-On et al., 1992; Arana et al., 1999). A toxicidade local das formulagbes de
paromomicina e cloreto de metilbenzetonio limitam seu uso clinico e formulagdes
contendo apenas paromomicina apresentaram baixa eficacia, principalmente por
penetrarem pouco na pele (Neal et al.,, 1995). Procurou-se entdo aumentar a
permeabilidade cutdnea da paromomicina através de formulagdes hidrofilicas (géis
ou cremes). Utilizando essa formulacdo, a eficacia da paromomicina 10% em
camundongos ou hamsters infectados foi semelhante as formulagbes contendo
paromomicina 15% e cloreto de metilbenzetdnio (Fernandes et al., 2001). Essa
formulagcdo também foi avaliada com resultados promissores em modelos animais
infectados com L L. amazonensis e L. (V.) braziliensis (Gongalves et al 2005), e L L.

amazonensis e L. (L.) major (Mussi et al., 2007).

1.3.5. Outras drogas

Azitromicina

A azitromicina € um antibidtico azalideo da familia dos macrolideos. Os
macrolideos interferem com a sintese de proteinas pela ligagdo a subunidade
ribosomal 50S de organismos susceptiveis (Scheinfeld et al 2004). Em geral sao
bacteriostaticos. Sua atividade leishmanicida € controversa: Krolewiecki e
colaboradores (2002) demonstraram a atividade da azitromicina em modelos in vitro
e in vivo sobre promastigotas e amastigotas de L. (L.) major. Tanyuksel e
colaboradores (2003), também investigaram a acgéo in vitro da azitromicinaem L. (L.)
major e observaram que o farmaco s6 apresentou atividade significativa em doses
mais elevadas (0,1 a 0,6 pg/mL). Recentemente, em modelo in vivo, a azitromicina
foi ativa contra L. (V.) braziliensis, mas com atividade inferior ao SbV e nao foi ativo
contra L. (L.) amazonensis (Sinagra et al., 2007). Por outro lado, Oliveira-Silva e
colaboradores (2008), mostraram que a azitromicina foi ativa em modelo in vitro de
formas promastigotas e amastigotas intracelulares de L. (L.) amazonensis, L. (V.)

braziliensis e L. (L.) infantum chagasi.

Pentamidinas
A pentamidina, uma diamina aromatica, apresenta atividade tripanosomicida,
antifungica, antibacteriana, antiviral e antitumoral (Berman, 1997). Para o tratamento

das leishmanioses, esse composto tem sido usado desde 1939. Em Leishmania
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donovani, a pentamidina parece inibir o transporte de arginina (Kandpal et al., 1995;
Kandpal et al., 1996), e inibe também enzimas, como a ornitina descarboxilase e a
espermicina sintetase (Basselin et al., 1997). Esses compostos sdo capazes ainda
de se ligar ao DNA em regides ricas em sequéncias A-T. A alta proporg¢ao de cura
em LC estd associada a baixas doses de pentamidina administrada por curtos
periodos. Em um estudo na Colébmbia, o tratamento curto e com baixas doses de
pentamidina apresentou indices de cura de 96%, semelhante ao do SbV (91%).
Entretanto ela também apresenta com frequéncia efeitos adversos similares (Soto et
al 1994). Para a LV, a pentamidina tem sido usada com farmaco de segunda
escolha em casos refratarios ao tratamento com SbV. No entanto, diferente do
tratamento da LC, o tratamento desta doenga requer longos esquemas terapéuticos
para prevenir recidivas, elevando a toxicidade da pentamidina (Bryceson 1985), e

contribuindo para o surgimento de resisténcia.

Alopurinol

O alopurinol é um inibidor seletivo da biossintese de acido urico que, em
Leishmania, provavelmente inibe o metabolismo do parasito pela competicdo com o
ATP (Van Voorhis, 1990). Sao geralmente ineficientes na auséncia do SbV (Blum et
al., 2004); no entanto, quando em combinagao (alopurinol + antimoniais) a eficacia é
aumentada (Esfandiarpour & Alavi, 2002; Momeni & Aminjavaheri, 2003). O efeito do
alopurinol em promastigotas de L. (V.) braziliensis foi relatado por Neal e

colaboradores (1985).

Sitamaquina (WR6026)

A sitamaquina (WR6026) € um derivado de 8-aminoquinolina administrado
por via oral. A sitamaquina € rapidamente metabolizada, formando desetil e
derivados 4-CH,OH, os quais podem ser responsaveis por sua atividade (Croft &
Coombs, 2003). O primeiro teste clinico com este farmaco para LV ocorreu no
Quénia, sendo empregadas doses de 1mg/Kg/dia durante quatro semanas. Nesta
avaliagcdo, 50% dos pacientes responderam ao tratamento com o farmaco
(Sherwood et al., 1994). Estudos posteriores com doses maiores (1,75 a 3mg/Kg/dia)
mostraram indices de cura de 80 a 92% (Wasunna et al., 2005). No Brasil, 67% dos
pacientes foram curados de L. (L.) infantum chagasi, quando tratados com
2mg/Kg/dia durante 28 dias. A metamoglobinemia &€ um efeito colateral comum e

alguns pacientes desenvolveram nefropatias (Dietze et al., 2001).
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Antifangicos

Os antifungicos azolicos como o cetoconazol, triazol, itraconazol e fluconazol
agem em Leishmania spp. bloqueando a sintese de ergosterol (Croft & Yarley,
2002). Eles sao considerados farmacos de segunda escolha para o tratamento das
leishmanioses. Diversos estudos foram realizados avaliando a eficacia dos
antifungicos (tanto compostos azdlicos quanto nao azolicos, como a Terbinafina) no
tratamento das leishmanioses, porém os resultados foram varidveis e em geral
menos efetivos que os antimoniais e anfotericina B (revisado por Mishra et al., 2007).
Os efeitos toxicos mais frequentemente observados para os antifungicos azélicos
foram nauseas e vOmitos, em geral quando utilizadas dosagens superiores a
10mg/Kg/dia (Van Voorhis 1990).

1.4. Resisténcia a drogas:

A resisténcia aos medicamentos € um dos principais problemas clinicos para
o tratamento de doengas que vao desde infecgdes bacterianas e parasitarias ao
cancer. Varios mecanismos de resisténcia a drogas tém sido identificados em
espécies de Leishmania do Velho Mundo (Croft et al. 2006). Na india em torno de
60% dos pacientes com leishmaniose visceral ndo respondem ao tratamento com
compostos antimoniais devido ao aparecimento de resisténcia do parasito a essas drogas
(Lira et al, 1999; Sundar, 2001). As espécies patogénicas de Leishmania do Novo
Mundo apresentam consideravel variabilidade na resposta a quimioterapia
antimonial. Cepas de Leishmania com diversos graus de resisténcia tém sido isoladas
(Moreira et al., 1998; Romero et al., 2001). Leishmania (Viannia) braziliensis é a
espécie responsavel pela forma muco cutanea na América do Sul (Laison et al, 1983) e
frequentemente apresenta resisténcia a tratamentos de curta duragdo ou em baixas
doses (Moreira et al., 1995; 1998). No Brasil, a resposta ao Glucantime® varia de
acordo com a forma clinica e area geogréfica. Insucessos terapéuticos tém sido
observados em 10 a 25% dos casos (Rocha et al., 1980; Marsden et al., 1985).

Nos ultimos anos, doses progressivamente maiores dos antimoniais tém sido
recomendadas pela Organizacdo Mundial da Saude e pelo Centro de Controle de
Doencgas (CDC) dos Estados Unidos devido ao aparecimento de resisténcia primaria
do parasito a essas drogas (Brasil, Ministério da saude, 2006). Estudos in vitro

apontam ainda para a possibilidade de surgimento de populagdes de Leishmania
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resistentes a outras drogas, como a anfotericina B e miltefosina (Mbongo et al.,
1998; Rakotomanga et al., 2005).

O estudo da resisténcia a drogas € muito complexo, uma vez que existem
varios mecanismos de resisténcia a drogas e a resisténcia a uma unica droga pode
envolver mecanismos distintos. Os principais mecanismos de resisténcia a drogas
sdo: (1) diminuicdo da entrada da droga na célula, (2) eliminagdo da droga pela
fosfoglicoproteina de membrana (Pgp) ou outras proteinas transportadoras
dependentes de ATP, (3) diminuicdo da ativagdo da droga, (4) inativagdo da droga,
(5) alteragdo da formacédo do complexo alvo-droga e (6) eficiéncia no sistema de

reparo (revisado por Ouellette & Borst, 1991; Borst & Ouellette, 1995).

1.4.1. Resisténcia a multiplas drogas (MDR):

A resisténcia a multiplas drogas (MDR) em linhagens de células tumorais e em
protozoarios como Leishmania, Plasmodium e Entamoeba estdo associadas com a
superexpressao de uma fosfoglicoproteina de membrana (Pgp) (Ouelette &
Papadopolou, 1993). A Pgp funciona como uma bomba de efluxo de drogas
dependente de ATP, que reduz o acumulo de compostos citotoxicos dentro da célula
(Ullman, 1995). Em Leishmania, o primeiro gene associado a MDR, /ltpgpA, foi
identificado em um DNA extra cromossémico conhecido como circulos H. Ele esta
amplificado em linhagens celulares de L. tarentolae resistentes ao metotrexato
(Ouellette et al., 1990 e 1991). Desde entdo foram identificados varios genes
pertencentes a familia génica das Pgp’s amplificados em linhagens resistentes a
vimblastina, arsenitos, antimoniais trivalentes, terbinafina e primaquina de L.
tarentolae e L. major (Ponte-sucre, 2003).

Durante muitos anos, a superfamilia de proteinas “ATP-binding cassette”
(ABC) foi investigada por sua implicagdo na resisténcia a drogas. De fato, o estudo
dos mecanismos de resisténcia a multiplas drogas esta intimamente associado a
esta familia de proteinas. Em 2009, Sauvage e colaboradores apresentaram uma
revisdo acerca dessas proteinas e sua importancia para a resisténcia a drogas. As
proteinas ABC eucaridticas podem ser divididas em oito familias (ABCA a ABCH),
sendo ABCB e ABCC as de maior interesse no estudo de MDR. Da familia ABCB,
duas correspondem a homologos da Pgp e estdo associadas a MDR. O gene
ABCB4 (MDR1) foi inicialmente identificado em cinco linhagens de Leishmania
resistentes a daunorubicina, com padrbes de resisténcia cruzada com drogas

hidrofébicas nao relacionadas, como puromicina, adriamicina e doxorubicina. Como
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essas drogas nao sao utilizadas no tratamento das leishmanioses, o interesse clinico
nessas proteinas somente aumentou quando foi demonstrado que LtABCB4
(também denominada LtMDR1) confere resisténcia ao miltefosina e ao edelfosine.
Além disso, foi demonstrado que em L. (L.) enrietti, LeABCB4 (LeMDR1) esta
correlacionado com o acumulo de pentamidina. O segundo membro da familia ABCB
com estrutura tipica de Pgp é a LaABCB2 (ou LaMDR2), identificada em L. (L.)
amazonensis. Ela possui apenas 47% de identidade de aminoacidos com LaABCB4
(associada com resisténcia a drogas) e aparentemente esta envolvida na eliminagao
de xenobidticos (revisado por Sauvage et al., 2009).

A familia ABCC representa a segunda maior familia de proteinas ABC em
Leishmania, com oito membros identificados. O primeiro gene identificado nesta
familia foi ABCC3 (também denominado PgpA ou MRPA), originalmente identificado
nos circulos H de L. (L.) tarentolae (LtPgpA) resistente ao metotrexato. A
amplificagdo do homodlogo da LtABCC3 em L. (L.) major (LmABCC3 ou LmPgpA)
conferiu resisténcia a metais nas células transfectantes. ABCC3 esta
frequentemente amplificado em parasitos selecionados por resisténcia a drogas
contendo arsenitos e antimoniais; porém o nivel de resisténcia depende da espécie
de Leishmania. Esse dado sugere que ABCC3 necessita de outros fatores para
conferir altos niveis de resisténcia, e que esses fatores podem diferir em varias
especies de Leishmania. Uma possibilidade € que ABCC3 confira resisténcia pelo
sequestro de conjugados metal-tiois (revisado por Sauvage et al., 2009).

Outras proteinas ABC incluem: um homélogo de ABCC4 em L. (L.) tropica
(LtrABCC4 ou LtrPgpE), superexpresso em uma linhagem celular resistente ao
metotrexato; ABCC7 (também chamada PRP1 — pentamidine resistance protein 1),
que semelhante a ABCC3, pode conferir resisténcia pelo sequestro da pentamidina
em vesiculas que podem ser eliminadas por exocitose; ABCG4 e ABCG6, cuja
superexpressao foi associada a resisténcia ao miltefosina em L. (L.) infantum

(revisado por Sauvage et al., 2009).

1.4.2. Resisténcia aos antimoniais:

Assim como o mecanismo de acdo, os mecanismos de resisténcia do
parasito aos antimoniais nao estdo bem esclarecidos. Acredita-se que o SbV é uma
pro-droga e precisa ser reduzido a Sblll para ter atividade leishmanicida, assim, se
essa redugdo nao ocorrer ou for diminuida, a atividade da droga podera ser

comprometida. De fato, uma diminuigdo na reducao de SbV a Sblll foi demonstrada
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em formas amastigotas de L. donovani resistentes a antimoniais pentavalentes
(Shaked-Mishan et al., 2001). Estudos posteriores caracterizaram duas enzimas de
Leishmania, TDR (Thiol-dependent reductase) (Denton et al., 2004) e LmACR2
(Leishmania major Sb(V)-As(V) reductase) (Zhou et al., 2004) como envolvidas na
reducao de SbV em Sblll. No entanto, € importante observar que a redugédo da
droga pode ocorrer tanto no citoplasma do parasito quanto na célula hospedeira ou
mesmo em um sistema extracelular (Brochu et al., 2003), sendo incerta a
contribuicdo deste fendbmeno no fendtipo de resisténcia a drogas. Além disso, a
captura de Sblll pelo parasito e consequente aumento dos seus niveis intracelulares
pode ser mediada por aquagliceroporinas, que desta forma teriam efeito modulador
da resisténcia aos antimoniais (Gourbal et al., 2004).

Além dos mecanismos relacionados a concentragdo da droga no parasito,
alguns estudos tém observado um aumento nos niveis de tripanotiona (TSH) em
parasitos resistentes ao Sblll (Mukhopadhyay et al., 1996). A exposi¢ao do parasito
ao Sblll provoca o efluxo de TSH da célula e inibicdo da tripanotiona redutase,
causando disturbios no potencial tiol redox (Wyllie et al., 2004). O aumento nos
niveis de TSH pode equilibrar o potencial tiol redox na presenga da droga tornando o
parasito resistente. E provavel que a superexpressdo de alguns componentes da via
biosintética da TSH possa resultar no aumento dos niveis de TSH e
consequentemente, em resisténcia ao Sblll (Croft et al., 20006).

Outra caracteristica importante da TSH é sua capacidade de conjugar-se ao
Sblll e desta forma ser eliminada diretamente através da membrana plasmatica ou
sequestrada para o interior de um vacuolo pela PgpA (ABCC3). De fato, a
superexpressao da PgpA foi observada em linhagens de L. infantum resistentes ao
Sblll (El Fadili et al., 2005), porém ela parece nao ser a responsavel pela eliminagéo
do conjugado TSH-Sblll através da membrana plasmatica, cujo transportador ainda
nao foi identificado (Croft et al., 2006).

Vale destacar que a grande maioria dos estudos realizados nesta area
empregou especies de Leishmania do Velho Mundo, de forma que pouco se sabe
acerca dos mecanismos de resisténcia a drogas nas espécies endémicas em nosso
pais. Moreira e colaboradores (1998) caracterizaram duas cepas de L. (V.)
braziliensis e duas de L. (L.) amazonensis naturalmente resistentes ao glucantime®.
Os autores nao observaram nestas cepas, superexpressdao do gene PgpA,
sugerindo que outros mecanismos poderiam estar envolvidos no fenotipo de

resisténcia. Gazola e colaboradores (2001) mostraram que o perfil de aglutinagéo por
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lectinas foi alterado em cepas de L. (V.) guyanensis com resisténcia induzida in vitro ao
glucantime®, indicando mudangas na estrutura bioquimica dos acucares presentes na
superficie celular.

Em 2003, Anacleto e colaboradores caracterizaram uma amplificagdo génica
de L. (V.) guyanensis resistente ao glucantime®, presente como um amplicon
extracromossomal de 30 Kb que contém o gene PgpA (IgPgpA), superexpresso na
linhagem resistente. Os autores observaram que, como em outras espécies de
Leishmania n&o patogénicas e patogénicas do velho mundo, varios mecanismos
colaboram na resisténcia ao SbV em conjunto com amplificacdo do gene PgpA
(Anacleto et al., 2003).

Embora o mecanismo de resisténcia de Leishmania aos antimoniais tenha
sido amplamente estudado, muitas questdes ainda nao foram elucidadas e alguns
resultados sdo aparentemente contraditérios. Essas divergéncias podem ser devido
aos diferentes modelos de obtencdo dos parasitos resistentes e de analise do
fendtipo, além da diversidade natural de espécies de Leishmania (revisado por Croft
et al., 20006).

1.4.3. Resisténcia a outras drogas:

Além dos antimoniais, foram estudados mecanismos de resisténcia a outras
drogas leishmanicidas como a anfotericina B, metotrexato, miltefosina e
paromomicina. A analise desses mecanismos de resisténcia bem como a ocorréncia
de resisténcia cruzada entre diferentes drogas € fundamental para a identificacao de
novos alvos e estratégias para a quimioterapia das leishmanioses.

Resisténcia a anfotericina B em isolados de campo nao tem sido observada,
embora casos excepcionais as vezes sejam observados apds tratamento,
especialmente em pacientes HIV-positivos (Ouellette et al., 2004). Esses casos,
porém precisam ser analisados cuidadosamente, pois a falha terapéutica pode nao
ocorrer em funcdo da aquisicdo de resisténcia, mas pelo surgimento de novas
populagdes do parasito (Durand et al., 1998). Estudos empregando um clone de L.
donovani resistente a anfotericina B mostraram modificagdes no perfil de esterdis da
membrana plasmatica com a substituicdo do ergosterol por um precursor (cholesta-
5, 7, 24-trien-33-0l) como esterol predominante (Mbongo et al., 1998). Estudos
também demonstraram que a resisténcia induzida in vitro a anfotericina B pode estar

associada a amplificagao génica (Singh et al., 2001).
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Os mecanismos de resisténcia a antifolatos, como o metotrexato (MTX), tém
sido bastante estudados. Estudos de amplificagdo génica nos anos 80 e 90
demonstraram que a amplificacdo de uma regido cromossdmica (denominada regido
H) como circulos extracromossomais, estavam associados com a resisténcia de
Leishmania spp ao MTX e outras drogas analogas (revisado por Beverley, 1991). Em
2003, Guimond e colaboradores utilizaram uma abordagem transcriptdmica para
estudar clones de Leishmania resistentes ao MTX. Os autores observaram a
superexpressao dos genes y-glutamilcisteina sintetase, P-glicoproteina A, pteridina
redutase 1 e dihidrofolato-redutase-timidilato-sintase mediada pela sua amplificagao
génica e por outros mecanismos. Os autores observaram também a presenca de
trés novos genes (glutationa sintase, S-adenosilhomocisteina hidrolase e S-
adenosilmetionina sintase) que sdo superexpressos em parasitos resistentes a
droga, no qual o gene nao esta amplificado no genoma do parasito. Além disso, os
autores observaram que o gene transportador de acido félico FT5 foi deletado na
linhagem de parasitos resistentes ao metotrexato. Drummelsmith e colaboradores
também em 2003, utilizando uma abordagem protedbmica, demonstraram que a
enzima pteridina redutase estava superexpressa em clones de L. major resistentes
ao MTX, o que consistiu segundo os autores na primeira analise protebmica de
resisténcia a drogas em um parasito (Drummelsmith et al., 2003).

Devido provavelmente a recente introdugdo da miltefosina no campo,
parasitos clinicamente resistentes ainda nao foram isolados. Entretanto, resisténcia
pode ser facilmente induzida in vitro e alguns desses mutantes foram caracterizados.
Alguns dos possiveis mecanismos de resisténcia ao miltefosina incluem reduzida
incorporagdao da droga, alteragbes na permeabilidade da membrana plasmatica,
metabolismo acelerado da droga e eliminacdo da droga (Ouellette et al., 2004). Duas
proteinas foram particularmente estudadas: a P-glicoproteina MDR1 (ABCB4)
anteriormente comentada; e a proteina LdAMT, estudada inicialmente em L. (L.)
donovani e que corresponde a uma ATPase tipo P pertencente a subfamilia das
aminofosfolipidios translocases (Perez-Victoria et al., 2003). Miltefosina € uma das
drogas mais promissoras para o tratamento das leishmanioses, porém a facilidade
com que se obtém formas resistentes em laboratério € preocupante. Assim, uma
alternativa para evitar (ou pelo menos retardar) o surgimento de resisténcia no
campo seria 0 uso combinado de miltefosina com outras drogas néo relacionadas.

Estudos moleculares mostram que, em L. (L.) donovani, a resisténcia a

paromomicina esta associada com a redu¢gdo no acumulo da droga em formas
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promastigotas resistentes, com uma redugao significativa na ligagéo inicial da droga
a superficie celular. Dessa forma, um menor acumulo da droga no parasito permite
que a sintese protéica permanecga inalterada (Jhingran et al., 2009). Jhingran e
colaboradores (2009) estudaram a resisténcia a paromomicina e enfatizam a grande
dificuldade de selecionar leishmanias com altos indices de resisténcia a essa droga.
Os autores destacam ainda que no surgimento de resisténcia no campo, esses
parasitos poderiam ser tratados com as drogas ja existentes, uma vez que parasitos

resistentes a paromomicina permanecem sensiveis a outras drogas.

1.5. O genoma de Leishmania.

A aplicagcado de técnicas genéticas padronizadas para estudar Leishmania
tem sido dificultada por dois fatores: a auséncia de um ciclo sexual e a nao
condensacgao dos cromossomos nas fases do ciclo celular (Victoir e Dujardin, 2002).
A leishmania possui em torno de 60% do seu conteudo em pares de bases de
guanina e citosina (conteudo G-C), estimando-se a presenga de apenas cerca de
8.500 genes (Bastien et al., 1998; Wincker et al., 1997). As regides codificantes tem
um conteudo GC maior que as regides nao-traduzidas e a 3’- UTR é mais rica em
GC que a 5’- UTR (Alonso et al., 1992). No género Leishmania, a organizagao dos
genes de RNA ribossomais (RNAr) se parece com aquela de outros eucariotos:
multiplos, com repeticbes head-to-tail e regides codificantes separadas por
espagadores nao-transcritos (Requena et al., 1997). Por outro lado, os genes nao-
ribossomais aparecem em situagdes de cdpia unica e de copias multiplas repetidas
em tandem, muitos dos quais transcritos policistronicamente. Genes nao repetidos
de fungdes relacionadas podem também ocorrer em longas unidades transcricionais,
semelhante aos operons em procariotos (Stiles et al, 1999). Extensos
processamentos pds-transcricionais sdo requeridos para produzir RNA mensageiros
maduros, incluindo o trans splicing do RNA mini-exon (SL — Spliced Leader) nas
extremidades 5’ e poliadenilacdo (Clayton, 2002; Zeiner et al., 2003). Esses dois
eventos parecem ser intrinsecamente acoplados em tripanossomatideos,
reconhecendo sinais regulatérios que consistem em sequéncias ricas em
polipirimidina (CT) (LeBowitz et al., 1993). A transcricdo policistronica de genes
contendo apenas exons elimina o requerimento do cis splicing observado nos
eucariotos superiores (Stiles et al., 1999).

Importantes avangos na genética e biologia molecular de tripanosomatideos

foram obtidos a partir da publicagdo dos genomas de L. (L.) major (lvens et al., 2005)
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e de L. L infantum e L . V. braziliensis (Peacock et al., 2007). O genoma de L. (L.)
major (cepa Friedlin) foi o primeiro a ser publicado, possui aproximadamente 32,8
Mb de genoma haploide distribuidos em 36 cromossomos. A analise das sequéncias
de L. (L.) major (versédo 5.2) utilizando diferentes algoritmos permitiu a predicdo de
911 genes que transcrevem diferentes tipos de RNAs, 39 pseudogenes e 8.272
genes codificantes de proteinas. Essas sequéncias foram organizadas em 3.083
grupos de 662 provaveis familias de genes relacionados. A maioria das familias
génicas pequenas (com menos de 10 membros) parecem ter surgido de duplicagéo
génica em arranjos em tandem, enquanto a maioria dos membros de familias
maiores (com mais de 10 membros) possui multiplos loci contendo genes isolados
ou em tandem (lvens et al., 2005).

A organizagao dos genes codificantes de proteinas em longos grupos
policistrénicos fita-especifica e a auséncia de fatores gerais de transcricdo nos
genomas sugere que 0sS mecanismos regulatorios que dirigem a transcrigdo pela
RNA polimerase Il em Leishmania (e também no Trypanosoma brucei e T. cruzi) sao
distintos daqueles operantes em outros eucariotos. Além disso, a abundancia de
proteinas ligantes de RNA que s&o codificadas nos genomas de tripanosomatideos
€ consistente com atividades de regulagdo da expressdo génica a nivel pos-
transcricional (lvens et al., 2005).

Os genomas de L. (L.) infantum e L. (V.) braziliensis inicialmente publicados
foram constituidos por 470 e 1.031 contigs, respectivamente. Em L. (L.) infantum
(versao 2.0) foram preditos 8.164 genes codificantes e 41 pseudogenes distribuidos
em aproximadamente 32,1 Mb de genoma hapldide. Por outro lado, L. (V.)
braziliensis (versdo 2.0) apresentou 8.153 genes codificantes e 161 pseudogenes
distribuidos em aproximadamente 32,0 Mb de genoma haploide (Peacock et al.,
2007). Um dado interessante é que tanto a ordem quanto a sequéncia dos genes
estdo altamente conservados nas trés espécies de Leishmania: a sintenia é
conservada em mais de 99% dos genes preditos nos trés genomas; as sequéncias
de aminoacidos tém em média 77 a 92% de identidade e as sequéncias de
nucleotideos, 81 a 94%. Uma diferenga marcante entre as espécies do Velho Mundo
e do Novo Mundo € o numero de cromossomos: 36 em L. (L.) major e L. (L.)
infantum e 35 em L. (V.) braziliensis, aparentemente devido a fusdo dos
cromossomos 20 e 34 (Brito et al., 1998; Peacock et al., 2007).

Esta claro que existe uma forte selecdo mantendo tanto a organizagéo

quanto as sequéncias dos genomas de Leishmania. O fato da reprodugédo sexuada
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nao ser uma parte obrigatoria no ciclo de vida de Leishmania, podendo ocorrer
apenas raramente (Victoir & Dujardin, 2002) explica em parte essa conservagao.
Porém é possivel ainda que exista uma tendéncia de organizagdo espacial dos
genes em grupos direcionados, que podem ser tanto policistrons quanto grupos de
genes que compartilham elementos regulatorios ndo caracterizados (Peacock et al.,
2007).

Os avangos no estudo da gendbmica e pds-gendmica nao seriam possiveis
sem um desenvolvimento equiparavel da bioinformatica. Em Leishmania, a
publicagdo do genoma de L. (L.) major (lvens et al. 2005) e posteriormente os
genomas de L. (L.) infantum e L. (V.) braziliensis (Peacock et al., 2007) forneceu um
volume de dados até entdo desconhecido e que permitiu uma analise comparativa
mais precisa da biologia desses parasitos. A partir da comparagdo entre os trés
genomas (Peacock et al., 2007) foram identificados em torno de 200 genes (ou
pseudogenes) diferentes, incluindo 78 genes que foram restritos a uma unica
especie, um numero pequeno se comparado as diferengas na apresentacéo clinica,
imunogenicidade e patogenia da doencga. L. (V.) braziliensis foi a espécie que mais
apresentou diferengcas em relagdo as demais, enfatizando a necessidade de se
estudar as espécies de Leishmania do Novo Mundo. Segundo os autores, o
pequeno numero de genes diferentes entre as trés espécies pode ser compensado
por um maior controle pos-transcricional (Peacock et al., 2007).

1.6. Uso de microarranjos na analise gendmica e transcriptomica em
larga escala

Diversas técnicas de biologia molecular foram desenvolvidas no intuito de
analisar ndo apenas um grande numero de moléculas simultaneamente, mas de
entender como elas se relacionam em um contexto especifico. As diferentes
metodologias empregando microarranjos de DNA tém encontrado aplicacbes em
muitas areas da pesquisa. Entre as varias aplicagbes se encontram estudos do ciclo
de vida e desenvolvimento de parasitos, relagdes hospedeiro-parasito, analises de
viruléncia em diferentes organismos, desenvolvimento de vacinas e estudos de
resposta a infec¢gdes parasitarias ou por microorganismos (Schena et al., 1995;
Gobert et al, 2005). Os microarranjos de DNA permitem a obtencdo de
consideraveis volumes de informacao relativa a perfis de expressao genética. Essa

técnica tem sido utilizada em estudos de genes diferencialmente expressos no T.
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cruzi (Murta et al., 2010 em preparagao) e Candida albicans (Rogers e Barker, 2002;
Garaizar et al., 2006) correlacionados com o fenétipo de resisténcia a drogas.

Com relagao a Leishmania, essa metodologia foi extensivamente utilizada no
estudo de padrbes de expressdo génica diferencial durante o ciclo de vida do
parasito (Duncan et al., 2004; McNicoll et al., 2006; Leifso et al., 2007; El Fadili et al.,
2008), analises comparativas entre L. (L.) major e L. (L.) infantum (Rochette et al.,
2008) bem como em analises dos mecanismos de resisténcia a drogas (Guimond et
al., 2003; Ubeda et al., 2008). Guimond e colaboradores (2003) mostraram que em
populacgdes de L. (L.) major resistentes ao metotrexato, os genes y-glutamilcisteina
sintase, P-glicoproteina A, pteridina redutase 1 (PTR1) e diidrofolato redutase —
Timidilato-sintase (DHFR-TS) estdo superexpressos devido a amplificacbes destes
genes no genoma do parasito ou outros mecanismos. Outros genes também foram
identificados:  glutationa sintase, S-adenosilhomocisteina hidrolase e S-
adenosilmetionina sintase. Além disso, os autores observaram que o transportador
de folato (FT1) foi deletado nas populagdes de L. (L.) major resistentes ao
metotrexato. Recentemente, Ubeda e colaboradores (2008) produziram um
microarranjo de oligonucleotideos de 70 bases para todos os genes codificantes de
proteinas de L. (L.) major e L. (L.) infantum. Os autores compararam populagdes
dessas duas espécies de Leishmania sensiveis e resistentes ao metotrexato
utilizando duas metodologias distintas: o CGH e analise de expressao diferencial.
Entre os genes diferencialmente expressos observados estdo o transportador
ABCAZ2, que até entdo n&o havia sido descrito associado ao fendétipo de resisténcia,
genes anteriormente descritos DHFR-TS, PTR1, FT1 além de outros. Os autores
enfatizam a aplicabilidade dos microarranjos nos estudos de resisténcia a drogas em
Leishmania, bem como a importancia dos fenbmenos de amplificagcao, delecéo e
aneuploidias cromossémicas, para a modulagdo da expressdo génica em parasitos
resistentes.

Dessa forma, para se compreender melhor a diversidade biolégica do
parasito e sua resposta a quimioterapia, € necessario o conhecimento do genoma e
das modificagdes gendmicas nas diferentes espécies de Leishmania do Velho e do
Novo Mundo, bem como do uso de metodologias que permitam a observacdo de

modificagdes pds-transcricionais, como os microarranjos de DNA.
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1.7. Bancos de dados:

O uso da tecnologia de banco de dados tem sido necessaria desde que o
homem percebeu que para organizar sua vida seria necessario organizar o que ha a
sua volta. Neste ponto estabeleceu-se de forma natural, critérios e padrdes para
ajudar a classificar objetos existentes em seu contexto e assim permitir que tarefas
simples como encontrar “algo” existente em um conjunto de elementos pudesse ser
feito identificando caracteristicas peculiares que em um conjunto o distinguisse dos
demais. Com o advento da computacéo e as propostas apresentadas para lidar com
os aspectos pertinentes aos atributos dos objetos que fazem parte de um contexto,
definidos como dados em 1970, Codd em seu trabalho apresenta uma maneira
diferente de organizar esses dados.

Assim, surge o conceito dos relacionamentos entre os dados onde para
Codd (1970), tabelas encerram representagbes de entidades, ou objetos do mundo
real, podendo ser tangiveis ou intangiveis, que se relacionam entre si, definindo
assim um comportamento estabelecido pelo “universo de discurso” onde situam-se.
Aproveitando o desenvolvimento da proposta de um modelo relacional para
construcdo de banco de dados computacionais, pesquisadores discutiam uma
maneira de representar esta maneira proposta. Chen (1975) propde um modelo
grafico que auxiliasse os profissionais a lidarem com um novo modelo tecnologico de
banco de dados. Este modelo foi nomeado modelo “Entidade-Relacionamento” ou
simplesmente “MER”.

Atualmente devido ao crescimento da tecnologia, os volumes de dados tém
sido cada vez maiores. Em um procedimento normal, s&o eles que continuamente
realimentam processos responsaveis por refina-los gerando novos dados. Diante de
tal perspectiva, onde dados vao sendo desdobrados em outros e sistematicamente
reinseridos em seus processos geradores, pode-se dizer que o volume tem uma
tendécia praticamente exponencial de crescimento.

Nos ultimos anos, o banco de dados passou a ser um grande aliado no
desenvolvimento de pesquisas da area bioldgica. Notadamente, o volume de dados
e seu crescimento sugerem o uso de uma ferramenta computacional que possibilite
o desenvolvimento de analises adequadas para a apresentagao dos resultados em
procedimentos de pesquisa. No contexto do trabalho com sequéncias biolégicas
como de nucleotideos e de aminoacidos que sao produzidas atualmente, o uso de
ferramentas de bancos de dados vem assumindo uma importancia crescente. Um

banco de dados pode ser considerado uma colecdo de dados inter-relacionados,
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projetado para suprir as necessidades de um grupo especifico de aplicagbes e
usuarios. Ele organiza e estrutura as informagbes de modo a facilitar consultas,
atualizacbes e delegdes de dados (Prosdocimi et al., 2003). Na Figura 3 estédo

representados alguns dos bancos de dados mais utilizados em bioinformatica:

Genbank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Banco de dados americano de seqiiéncias de DNA e proteinas.

EBI http://www.ebi.ac.uk/

Banco de dados europeu de seqiiéncias de DNA.

DDBJ http://www.ddbj.nig.ac.jp/

Banco de dados japonés de seqiiéncias de DNA.

PDB http://www.rcsb.org/pdb

Armazena estruturas tridimensionais resolvidas de proteinas.

GDB http://gdbwww.gdb.org/

Banco de dados oficial do projeto genoma humano.

TIGR Databases http://www.tigr.org/tdb/

Banco com informacoes de genomas de varios organismos diferentes.
PIR http://www-nbrf.georgetown.edu/

Banco de protemas anotadas.

SWISS-PROT http://www.expasy.ch/spro/

Armazena seqliéncias de proteinas e suas respectivas caracteristicas
moleculares, anotado manualmente por uma equipe de especialistas.
INTERPRO http://www.ebi.ac.uk/interpro/

Banco de dados de familias, dominios e assinaturas de proteinas.
KEGG http://www.genome.ad.jp/kegg/

Banco com dados de seqliéncias de genomas de varios organismos diferen-
tes e informacdes relacionadas 25 suas vias metabélicas.

Figura 3: Alguns dos bancos de dados mais utilizados em bioinformatica. Fonte:
Prosdocimi et al., 2003.

El-Tabakh e cols. (2007) menciona que a falta de uma ferramenta de banco
de dados que possibilite trabalhar de maneira mais alinhada as necessidades do
ambiente biolégico, tem sido um fator que tem contribuido negativamente ao
progresso cientifico da area. Desta forma, o uso de um sistema de gerenciamento de
banco de dados modelado adequadamente se reverte em um pré-requisito essencial
para a construcdo de uma base tecnoldgica mais adequada ao tratamento e
interpretacao biolégica das predi¢des feitas in silico e in vivo.

A grande maioria dos bancos de dados € atrelada a um sistema denominado
SGBD (Sistema de Gerenciamento de Banco de Dados). Este sistema é responsavel
por intermediar os processos de construgdao, manipulagcdo e administragao do banco
de dados solicitados pelos usuarios ou por outras aplicacdes. Existem varios
sistemas de gerenciamento de banco de dados, sendo que cada sistema possui
seus pontos positivos e negativos. O mysqgl € um sistema muito utilizado pela
comunidade académica e em projetos genoma. Ele & gratuito, possui codigo aberto

e acesso veloz aos dados, mas apresenta certas limitagdes em suas ferramentas.
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1.7.1. Modelo Entidade de Relacionamento — MER:

Um dos desafios do trabalho de produzir dados € conhecer e representar de
maneira adequada a relagao entre esses dados. Existem hoje diversas técnicas que
possibilitam a representagcdo de relagdes entre varias colegdes de dados. Técnicas
modernas de representacao de dados para sistemas computacionais, como a XML,
sdo muito eficientes na troca de informagdes estruturadas entre sistemas, porém
ainda s&o precarias quanto a recuperagao rapida e integrada de dados. Os bancos
de dados XML nativos sao utilizados em sistemas em que a origem de dados se da
por meio de arquivos XML, e a sua posterior utilizagdo também ocorre pelos
mesmos tipos de arquivos. Nesses sistemas, a utilizagdo de bancos XML nativos se
justifica e é bastante simplificada pelo uso de linguagens especificas, tais como a

Xquery (http://www.w3.org/TR/xquery).

Modelos de Entidades e Relacionamentos (MER) € uma metodologia que se
mostrou eficiente na representacdo da relagao entre dados de naturezas diferentes.
Com o uso dessa técnica, torna-se viavel a utilizagdo de computadores no
armazenamento e recuperacdo de dados e/ou informagdo. Em um MER, todo e
qualquer conceito que se deseje representar, que possa ser classificado como
substantivo torna-se uma entidade. Uma entidade é algo que pode possuir
caracteristicas (atributos), e que possa ter algum tipo de relagdo com outra entidade.
As relagdes entre as entidades sao representadas por um conceito conhecido como
“relacionamento”.

As entidades e os relacionamentos de MER podem ser convertidos em um
Modelo Relacional (MR). Um MR representa as entidades e relacionamentos de
MER em termos de estruturas de dados que podem ser implementadas em um
sistema computacional, tais como tabelas por exemplo. A simplicidade do MER na
representacdo de dados, e a possibilidade de converter um MER em um Modelo
Relacional (MR) levaram ao surgimento de uma classe de programas extremamente
poderosos; os Sistemas Gerenciadores de Bancos de Dados, ou SGBDs. Um SGBD
€ um conjunto de programas, que trabalha de maneira integrada e sincronizada,
para viabilizar o armazenamento, a manipulacido e a recuperagao de dados. Tais
sistemas deram origem aos bancos de dados relacionais.

Em um banco de dados relacional, as entidades de um MER séao
representadas por tabelas, e os relacionamentos sdo representados por
identificadores que se repetem nas tabelas. As colunas de cada tabela representam
cada uma das caracteristicas de uma entidade, e em cada uma das linhas s&o
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armazenados os elementos daquela entidade. Cada elemento de uma entidade
(tabela) recebe um identificador exclusivo, conhecido como chave primaria. Essa
chave primaria se repete como chave estrangeira, nas outras tabelas que tenha
relagdo com a primeira tabela.

A construgdo de um DER (Diagrama de Entidades e Relacionamentos) é o
primeiro passo para a implementacdo de um sistema de armazenamento de dados
eficiente. Nesse diagrama, as entidades, seus atributos e suas relagdes sé&o
representados graficamente, pois a avaliagdo visual do modelo é muito mais
eficiente e segura. Apds o desenvolvimento correto do DER, o emprego de técnicas
de mapeamento possibilitam a transformagédo desse diagrama, em um conjunto de
tabelas com suas respectivas chaves primarias e chaves estrangeiras. A partir dai,
pode-se criar as tabelas resultantes em um SGBD e entdo povoa-lo.

Para ter acesso aos dados armazenados em um banco de dados relacional,
€ preciso fazer uso de uma linguagem computacional especifica para consultas.
Essa linguagem é conhecida com SQL (Structured Query Language). Trata-se de
uma linguagem declarativa, e ndo ‘procedural’, o que a torna bastante simples de
aprender e utilizar. Em SQL, os resultados que se deseja obter com a consulta ao
banco de dados devem ser explicitos, entretanto, os mecanismo algébricos entre as
entidades para obter esses resultados, s&o implicitos, sendo realizados
automaticamente pelo SGBD. Essa linguagem foi adaptada diversas vezes pelos
desenvolvedores de programas para computador, porém foi padronizada em 1992
pela ISO (International Organization for Standardization), e hoje é um padrao
mundialmente aceito como método de consulta e manipulagcdo de um banco de

dados relacional.
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2. JUSTIFICATIVA

A alta toxicidade dos farmacos utilizados, alto custo e a ocorréncia de cepas
resistentes ao tratamento sdo pontos relevantes que direcionam para a busca de
novos alvos para quimioterapia das leishmanioses. Do ponto de vista molecular,
muitos genes, mecanismos de agdo e de resisténcia a drogas ja foram descritos;
apesar disso, pouco se avangou no desenvolvimento racional de novas drogas.
Algumas das razGes apontadas para explicar isso sao as variagbes provocadas
pelos diferentes protocolos de selegéo e analise molecular do fendétipo de resisténcia
e principalmente a grande diversidade biologica dos parasitos do género
Leishmania. A grande maioria dos estudos de resisténcia a drogas foi realizada com
especies de Leishmania do Velho Mundo e pouco se sabe a respeito desses
mecanismos de resisténcia nas espécies predominantes no Novo Mundo.

Parasitos de diferentes espécies do género Leishmania apresentam uma
forte conservagcdo na ordem e na sequéncia nucleotidica de genes; dessa forma é
provavel que a maior parte das diferengas interespecificas seja determinada por
mecanismos de regulagdo da expressao génica. Neste trabalho, procuramos
contribuir para o entendimento da resisténcia a drogas em Leishmania empregando
trés abordagens distintas: 1) a selecdo de populacdes de diferentes espécies de
Leishmania resistentes ao Sblll obtidas a partir de um mesmo protocolo de cultivo e
inducdo de resisténcia; 2) a andlise dos genes e transcritos diferencialmente
expressos nessas populagdes e a identificacdo de potenciais alvos para
quimioterapia; 3) a construgdo de um banco de dados relacional que integre dados
fenotipicos, gendmicos e transcriptdmicos desses parasitos. Acreditamos que nosso
estudo seja de grande importancia para a busca e desenvolvimento de novos alvos
para a quimioterapia e para a elucidagdo dos mecanismos de resisténcia a drogas

em Leishmania.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral:
Caracterizar através de analises fenotipicas, genémicas e transcriptomicas,
populagdes de quatro espécies de Leishmania do Novo Mundo sensiveis e
resistentes aos antimoniais, e identificar potenciais alvos para a quimioterapia das

leishmanioses.

3.2. Especificos:
e Desenvolver protocolos de cultivo e indugédo de resisténcia ao Sblll e
anfotericina B usando as espécies L. (L.) amazonensis, L. (V.)

braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) infantum chagasi,

e Selecionar e caracterizar o fendtipo de resisténcia ao Sblll dessas

quatro espécies de Leishmania, avaliando:

» Estabilidade do fendtipo de resisténcia na auséncia de
Sblll;

> Resisténcia cruzada a anfotericina B, miltefosina e
paromomicina;

» Infectividade in vivo e estabilidade do fendtipo de

resisténcia apos passagem em camundongos.

e Agrupar e comparar as sequéncias nucleotidicas das amostras de

Leishmania estudadas reconhecidas pelos microarranjos de DNA;

¢ Identificar CDS amplificadas ou deletadas na populagdo de L. (V.)

braziliensis resistente ao Sblll;

e Identificar padrdes conservados de amplificagdo ou delegdo génica na

populacao de L. (V.) braziliensis resistente ao Sblll;

e Comparar os resultados de CGH de L. (V.) braziliensis com os

resultados das outras espécies de Leishmania estudadas;
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Identificar transcritos diferencialmente expressos na populagdo de L.

(V.) braziliensis resistente ao Sblll;

Comparar a anotacdo funcional dos transcritos diferencialmente

expressos na populacgéo de L. (V.) braziliensis resistente ao Sblll;

Comparar as os transcritos diferencialmente expressos na populagao
de L. (V.) braziliensis resistente ao Sblll com bancos de dados de

alvos para drogas e com o proteoma humano;

Comparar os genes e transcritos diferencialmente expressos em L. (V.)
braziliensis com aqueles identificados nas outras espécies de

Leishmania;

Construir um banco de dados relacional capaz de integrar os dados
fenotipicos, genémicos e transcriptdmicos das populag¢des selvagens
e resistentes das quatro espécies de Leishmania estudadas;

Propor, baseado nos resultados deste trabalho e na literatura cientifica,

hipdteses para explicar os mecanismos moleculares de resisténcia a

drogas nas populagdes estudadas.
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4. METODOLOGIA

41. CULTURA DE CELULAS:

4.1.1. Cepas de Leishmania e condi¢g6es de cultivo:

Neste estudo foram utilizadas quatro espécies de Leishmania: L. (L.)
amazonensis, L. (V.) braziliensis, L. (L.) infantum chagasi e L. (V.) guyanensis (Tabela 2).
Formas promastigotas do parasito foram cultivadas em estufa BOD a 26°C em meio
definido M199, acrescido de soro fetal bovino (10%), gentamicina (50ug/mL), Hepes
(40 mM), biotina (1pug/mL), hipoxantina (14ug/mL), bicarbonato de sédio (0,36
mg/mL), adenina (0,1 mM), Biopterina (6 uM) e hemina (250ug/mL), pH 7,4. Todos os
reagentes foram adquiridos da Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA).

Tabela 2: Espécies e cepas de Leishmania utilizadas neste estudo.

Espécie Cepa
L. (V.) braziliensis MHOM/BR/75/M2904
L. (V.) guyanensis IUMB/BR/85/M9945
L. (L.) amazonensis IFLA/BR/67/PH8
L. (L.) infantum chagasi MHOM/BR/74/PP75

4.1.2. Drogas utilizadas no estudo:

Para a inducdo de resisténcia aos antimoniais, foi utilizado o Tartarato
Potassico de Antiménio (Sigma® Cat. N°. 383376), que possui como molécula ativa o
antimoniato trivalente (Sblll). Embora esta ndo seja uma droga de uso comercial,
provavelmente € a forma ativa dos antimoniais. As outras drogas utilizadas nesse
trabalho foram: anfotericina B (Sigma® Cat. N°. A2942), sulfato de paromomicina
(Sigma® Cat. N°. P5057) e miltefosina (gentilmente cedido pelo Dr. Lucas Antdnio

Miranda Ferreira — Universidade Federal de Minas Gerais).

4.1.3. Avaliagao do crescimento celular e tolerancia a drogas:
A susceptibilidade in vitro das quatro populacdes de Leishmania resistentes
ao Sblll e aos compostos miltefosina, anfotericina B e paromomicina foi determinada
pela concentragéo inibitoria de 50% dos parasitos (IC50). O IC50 foi determinado

pela analise da reducéo do corante azul de Alamar®, conforme descrito por Shimony
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& Jaffe (2008) com modificagbes. Resumidamente, as formas promastigotas de
Leishmania foram semeadas em placas de 96 pocos em uma densidade de 5 x 10°
células/ml em 180uL de meio M199 contendo varias concentragbes da droga. As
culturas foram entdo incubadas por 24 h a 26 °C. Apoés este periodo, 20uL de azul
de Alamar® foi adicionado a cada pogo (10% concentracao final) e as placas foram
re-incubadas por 14-18 h a 26 °C. As placas foram entdo submetidas ao leitor de
Elisa em comprimentos de onda de 570 e 600 nm e a porcentagem de redugao do
azul de Alamar® foi determinada. Curvas de tolerancia a drogas e o valor do IC50
foram determinados a partir da porcentagem de redugao do crescimento em relagao
ao controle de parasitas ndo tratados, utilizando um modelo de regress&o sigmoidal
conhecido como “dose-resposta” (Decuypere et al.,2005; Seifert & Croft, 2006).
Cada curva foi determinada considerando em média trés experimentos

independentes com variaveis analisadas em triplicata.

4.1.4. Indugao de resisténcia a drogas:

A selecao dos parasitos foi realizada em frascos de cultura de 25 cm? em um
volume final de 5 ml de meio M199. Inicialmente, as curvas de tolerancia ao Sblll
foram determinados para todas as espécies de Leishmania. Parasitos foram
inicialmente expostos a 0,1 uM de Sblll. Este valor corresponde ao IC50 de L. (V.)
guyanensis, a espécie mais susceptivel ao Sblll dentre as espécies analisadas. Um
aumento gradual na concentragao da droga foi realizado apenas quando as culturas
expostas a determinada concentracdo apresentaram uma taxa de crescimento
semelhante as das culturas do tipo selvagem. Este aumento foi continuado até a
concentracdo maxima de Sblll que permitiu o crescimento do parasito. A
concentragdo maxima utilizada em nossos experimentos foi de 4 uM, pois valores
maiores que este a droga precipitou no meio. As espécies de Leishmania,
denominadas selvagens, foram cultivadas em meio M199 sem droga.

A indugédo de resisténcia a anfotericina B seguiu um protocolo diferente:
cada populagdo foi submetida a uma passagem na presenga da droga numa
concentragdo proxima ao IC90 (0,12 - 0,14 pg/mL). Os parasitos sobreviventes
foram mantidos por, em média, trés passagens na auséncia de anfotericina B. Este
cultivo na auséncia da droga foi utilizado até que as culturas apresentassem uma
taxa de crescimento semelhante as do tipo selvagem. Apds cada recuperagao das
culturas, a droga foi novamente administrada, selecionando assim os parasitos

resistentes.
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4.1.5. Avaliacao da estabilidade do fenétipo de resisténcia in vitro:
As populagbes de Leishmania resistentes ao Sblll de L. (V.) guyanensis, L.
(V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum chagasi foram cultivadas por
50 passagens na auséncia de Sblll. Apds 37 e 47 subcultivos consecutivos, o IC50
foi determinado e comparado com o IC50 das populagbes selvagens com o objetivo

de avaliar a estabilidade do fendtipo de resisténcia ao Sblll.

4.1.6. Avaliagcao da infectividade em camundongos C57BL/6 nocaute
para IFN-y (IFN-KO):

Estes animais foram fornecidos pelo Laboratério de Imunopatologia
(CPgRR/Fiocruz/MG) e mantidos sob condigbes padrdo com as barreiras de
isolamento experimental no Biotério do Centro de Pesquisas René Rachou. A
infectividade das populagbes de Leishmania resistentes e suscetiveis ao Sblll foi
determinada pela infeccdo do 1 x 10’ promastigotas metaciclicos na fase
estacionaria proveniente de 6 dias de cultura. As populagdes de L. (V.) guyanensis,
L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis foram inoculadas no coxim plantar dos
camundongos C57BL/6-IFNy-KO e o crescimento da les&o foi medida conforme
protocolo descrito por Cunningham (2001). Dois experimentos diferentes utilizando
quatro camundongos por populagao foram realizados neste estudo.

Os parasitos de L. (L.) infantum chagasi foram inoculados via intraperitoneal.
Apos 20, 40 e 60 dias de infecgdo, grupos de seis animais infectados com
populagdes selvagens ou resistentes ao Sblll (dois animais por cada dia apds
infeccado) foram sacrificados. Figado e bago destes camundongos foram macerados
em solucao salina e as células cultivadas em tubos contendo 5ml de meio de M199.
Os tubos foram incubados a 28°C por 60 dias e examinados ao microscopio
observando a presencga de parasitas. Este experimento com seis camundongos por

grupo foi repetido duas vezes.

4.1.7. Estabilidade do fendétipo de resisténcia in vivo da populagao
de L. (V.) braziliensis resistente ao Sblil:

Parasitos recuperados das lesdes no 45° dia apds a infecgdo foram
cultivados em meio M199 sem droga. Posteriormente, esses parasitos foram
submetidos a testes de susceptibilidade ao Sblll usando o ensaio colorimétrico com
azul de Alamar®. O IC50 foi determinado apdés uma passagem dos parasitos

selvagens e resistentes ao Sblll em camundongos.
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4.1.8. Analise estatistica:
As curvas de regressao sigmoidal foram realizadas empregando o programa

I™ Origin™, versao 5.0 (Microcal software Inc, Northampton, MA, EUA). Os

Microca
demais dados estatisticos foram analisados pelo teste {-Student utilizando o software
INSTAT (GraphPad, San Diego, CA, EUA). O valor de p inferior a 0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.
4.2. BIOLOGIA MOLECULAR:

4.21. Extracao de DNA:

O DNA foi extraido pelo método fenol: cloroférmio, conforme descrito por
Maniatis e colaboradores (1982). Resumidamente, o sedimento de promastigotas
(aproximadamente 108 parasitos) foi ressuspendido em tampado de extragao
contendo 50 mM de Tris-HCI, 50 mM EDTA, 100 mM de NaCl e 0,5% de SDS, pH
8,0 e incubado com 100 ug/mL de proteinase K por 12h a 37 °C. Posteriormente, o
DNA foi extraido com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico 25:24:1 e cloroférmio/alcool
isoamilico 24:1 e precipitado pela adigdo de 3 volumes de etanol 100% e acetato de
sddio 0,3 M a -20°C por 12h. O DNA foi entdo lavado 2X com etanol 70% e
ressuspendido em 100 yl de tampao TE (Tris-HCI 10 mM e EDTA 1 mM, pH 8,0).
Posteriormente o DNA foi tratado com RNase (Invitrogen) conforme protocolo
descrito pelo fabricante. A concentragdo do DNA obtido foi determinada por

espectrofotdbmetro considerando 1 unidade de absorbancia 260 nm = 50 pg/mL .

4.2.2. Extracao de RNA total:

O RNA total das diferentes cepas de Leishmania foi extraido com TRIZOL
(INVITROGEN). O sedimento de parasitos (cerca de 1 x 10° promastigotas) foi
ressuspendido no TRIZOL (v / v). Apos a adicao de 200 pl de cloroférmio, a suspensao foi
homogeneizada e incubada por 15 min no gelo e posteriormente centrifugada a 13.400 xg
por 10 min. O sobrenadante foi cuidadosamente transferido para outro tubo contendo o
mesmo volume de isopropanol 95% e incubado a -20 °C por 12-18 h. O RNA assim
precipitado foi entdo lavado com etanol 70%, seco e ressuspenso em agua autoclavada,
estérii e livre de RNAse. A concentracgdo do RNA total foi determinada por
espectrofotdbmetro considerando 1 unidade de absorbancia 260, = 40 pg/mL. Apds a
dosagem, 200ug de RNA total foi tratado com DNase (Kit Ambion) conforme

protocolo descrito pelo fabricante. Os controles da sintese de cDNA com e sem
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enzima transcriptase reversa mostraram a pureza do RNA e auséncia de DNA

contaminante.

4.2.3. Microarranjo de DNA:

Os ensaios de microarranjos de DNA foram realizados em colaboragédo com o Dr.
Stephen Beverley (Washington University in St. Louis), entretanto as analises dos dados
foram realizadas em nosso laboratério. O microarrajo foi desenvolvido conforme descrito
por Akopyants e colaboradores (2004). Resumidamente, oligonucleotideos de 70
mondmeros (70mer) foram desenhados utilizando o programa TOP (McPherson,
unpublished) com base na versdo 2.0 do genoma de L. major Friedlin FV1 (Leishmania
GeneDB, Sanger Center, Cambridge, UK). O microarranjo final consistiu de 13.311
oligonucleotideos, a maior parte (12.779) desenhados a partir do genoma nuclear de
L. major. Dentre os demais, 532 oligos consistiam em controles (sequéncias de
vetor, camundongo e “cassetes” de resisténcia a drogas); 132 maxicirculos de DNA
do cinetoplasto (KDNA) de L. major e outras sequéncias de L. infantum chagasi e L.
tarentolae.

Os oligonucleotideos foram impressos em ftriplicatas nas laminas (Corning
epoxide slides, Corning, CA), numa concentragao de 25 yM em SSC 3X 0,75 M Betaina.
Apos impress&o, os microarranjos foram ressecados e armazenados em temperatura
ambiente. As amostras de cDNA de cada uma das populagdes selvagens e resistentes
ao Sblll das quatro espécies de Leishmania foram preparadas a partir de 8 ug de RNA
total. A transcri¢cao reversa foi realizada com o kit SuperScript™ |l (Invitrogen, Carlsbad,
CA) e a marcagéo com fluorescéncia e hibridizacdo foram realizadas com o kit 3DNA
Array 350™ (Genisphere, Hatfield, PA), conforme protocolo do fabricante. A
hibridizacao foi realizada em camara umida a 42°C “overnight”. Apds a hibridizagéo as
ldminas foram lavadas por 12 minutos a 40 °C em SSC 2X, SDS 0,2%; 12 minutos em
SC 2X e finalmente 12 minutos em SSC 0,2X em temperatura ambiente. Os
microarranjos foram escaneados pelo menos trés vezes com diferentes ajustes de
deteccéo, utilizando o Axon GenePix 4200AL (MDS, CA).

Para cada populacdo estudada (selvagem e resistente de cada espécie),
foram realizados dois experimentos independentes, que foram comparados entre si
e com troca de corantes (dye-swap) (Churchill et al., 2002). A analise das imagens
foi realizada utilizando o programa BlueFuse v3.5 (BlueGnome Ltd, UK) conforme

metodologia previamente descrita (Van den ljssel et al.,, 2005). Pogos foram
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excluidos quando apresentavam qualidade menor que 1 ou o valor de confianga

menor que 0,2 e apos processamento dos dados

4.3. BIOINFORMATICA:

4.3.1. Linguagem de Programacao:
Foi utilizada a linguagem de programacdo em ambiente UNIX conhecida

como PERL (Practical Extration and Report Language) (http://www.perl.org)

4.3.2. ARTEMIS e ACT (ARTEMIS Comparison Tool):

O ARTEMIS (http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis) € uma ferramenta de
visualizacdo e anotagao de sequéncias de DNA e disponibiliza os resultados das
andlises na prépria sequéncia e nos seus respectivos seis quadros de leitura
(ORFs). O programa foi escrito em linguagem Java e foi utilizado como uma das
ferramentas de anotagéo dentro do projeto (Mural, 2000; Rutherford et al., 2000).

O ACT é um visualizador de resultados de comparagdes feitas entre
sequéncias de DNA baseado no programa ARTEMIS (Mural, 2000; Rutherford et al.,
2000). O programa € escrito em Java, |é diferentes formatos de sequéncias tais
como EMBL ou GENBANK bem como "feature tables" e podem trabalhar com

sequéncias de quaisquer tamanhos, inclusive genomas inteiros.

4.3.3. Agrupamento e alinhamento local de sequiéncias:
O agrupamento das sequéncias dos oligonucleotideos foi feito utilizando o
programa de agrupamento de montagem de contiguos genémicos CAP3 (Huang &
Madan, 1999). O programa pode ser instalado diretamente no computador e a

documentagdo esta disponivel em (http:/genome.cs.mtu.edu/sas.html). Ja a

identificacdo dos genes foi feita utilizando o programa de alinhamento local de
sequéncias BLAST (Altschul et al., 1997).

4.3.4. Identificagcao e representacao de motivos:
O programa MEME é utilizado na busca por motivos em sequéncias de DNA
ou proteinas que ocorrem mais frequentemente que o acaso (Bailey & Elkan, 1994;
Bailey & Gribskov, 1998). Neste trabalho ele foi utilizado para identificar padrées
moleculares nas regides 3’ e 5° UTR dos genes identificados pelo CGH. O programa
pode ser acessado via web (http://meme.sdsc.edu) ou instalado diretamente no
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computador. As multiplas ocorréncias de cada motivo foram alinhadas e submetidas
ao Weblogo (Crooks et al., 2004). Este programa gera uma representagao grafica de
multiplos alinhamentos onde o tamanho do caractere representa o grau de

conservagao de cada nucleotideo.

4.3.5. Bancos de dados e genomas utilizados:

Os genes e transcritos identificados pelos microarranjos de DNA foram
comparados com os seguintes genomas e bancos de dados:

Sequéncias de L. (L.) major - neste trabalho foram utilizados o genoma
predito e as sequéncias de nucleotideos dos 36 cromossomos de L. (L.) major
depositadas no Gene DB versao 5.2 de 31/07/2007 e no TriTrypDB verséo 2.0;

Sequéncias de L. (L.) infantum - foram utilizados o genoma predito e as
sequéncias de nucleotideos dos 36 cromossomos de L. (L.) infantum depositadas no
Gene DB verséo 3.0 de 08/05/2008 e no TriTrypDB verséo 2.0;

Sequéncias de L. (V.) braziliensis - foram utilizados o genoma predito e as
sequéncias de nucleotideos dos 35 cromossomos de L. (V.) braziliensis depositadas
no Gene DB verséo 2.0 de 29/07/2008 e no TriTrypDB verséao 2.0;

Banco de dados NR do NCBI - os oligonucleotideos dos microarranjos
foram comparados com o banco de dados nao redundante de proteinas do NCBI
(http://ncbi.nlm.nih.gov/ - acessado em 03/04/2009);

ENZYME - repositério contendo informacgdes relativas a nomenclatura de

enzimas baseado nas recomendacbes da “Nomenclature Committee of the
International Union of Biochemistry and Molecular Biology” (IUBMB — acessado em
30/09/2009);

COG - banco de dados de todas as proteinas (ou dominios) dos 66
genomas completos do COG, classificados em grupos ortdlogos. Ao todo sé&o
192.987 sequéncias (acessado em 03/01/2010);

Drug_Bank - banco de dados de alvos para drogas, o banco conta com
4.535 sequéncias de aminodacidos alvos para diferentes drogas (acessado em
03/01/2010);

Proteoma predito humano - foram utilizadas para comparagdo um total de
37.391 sequéncias do proteoma predito humano depositadas no banco de dados de
referéncia, RefSeq, do NCBI (http://ncbi.nlm.nih.gov/ - acessado em 03/01/2010).
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4.3.6. Criagao do banco de dados relacional:
O DER desenvolvido para integrar todas as predigdes foi desenhado no
programa MySQL Workbench (http://dev.mysqal.com/workbench/). Em sua versao de

livre distribuicdo, esse programa auxilia na construgdo do DER (no qual as entidades
ja séo tratadas como tabelas), além de criar automaticamente comandos SQL
(Structured Query Language) para a implementacdo do MR (Modelo Relacional). O
banco de dados foi implementado no SGBD MySQL verséao 5
(http://www.mysqgl.com/).

4.3.7. Insercao das predi¢cées no banco de dados relacional:

Para realizar a insergdo dos dados das predigdes realizadas a partir da
ferramentas especificas no banco de dados relacional, antes foi necessario fazer o
tratamentos dos resultados a partir de scripts (em linguagem Perl) exclusivamente
desenvolvidos para essa tarefa. Essa etapa € necessaria porque os dados precisam
estarem ajustados as definicdes estabelecidas, inicialmente, no modelo de dados

proposto.
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5. RESULTADOS

PARTE 1: INDUGAO DE RESISTENCIA E CARACTERIZAGAO FENOTIPICA DE
POPULAGOES DE Leishmania spp. SELVAGENS E RESISTENTES
AO Sblil.

5.1. Curvas de crescimento e tolerancia ao Sblll:

Para o sucesso na indugao de resisténcia de quatro espécies distintas de
Leishmania a partir de um protocolo comum, o primeiro passo foi determinar as
curvas de crescimento dos parasitos e o intervalo utilizado entre cada repique. As
curvas de crescimento foram determinadas pelo método colorimétrico em placas de
96 pocos e empregando o corante de viabilidade celular azul de Alamar® conforme
protocolo descrito na metodologia. O Alamar foi adicionado apés 24 h de cultivo das
células em meio M199 na presenca ou auséncia do Sblll. As placas foram lidas no
tempo 0, a partir da adigdo do azul de Alamar® e diariamente por um periodo de sete
dias. O crescimento celular relativo foi determinado pelo percentual de redug¢ao do
corante. Cada cultura foi testada em ftriplicata e os resultados apresentados
correspondem a média de no minimo dois ensaios independentes.

A Figura 4 representa as curvas de crescimento das quatro espécies de
Leishmania estudadas. A analise do grafico sugere que parasitos do subgénero
Viannia tém crescimento mais lento que parasitos do subgénero Leishmania.
Considerando o percentual de reducdo diario do corante, foi observado
aproximadamente 16% a 18% de redugdo do Azul de Alamar® por dia nas culturas
de L. (V.) guyanensis e L. (V.) braziliensis; por outro lado, nas culturas de L. (L.)
amazonensis e L. (L.) infantum chagasi esse valor foi de 24% a 30% (dados né&o
mostrados). Com base no crescimento médio das culturas apresentados na Figura 4,
€ possivel observar a ocorréncia de trés momentos distintos:

(a) Durante as primeiras vinte e quatro horas apds o repique, o crescimento
das culturas é lento, tendo sido observado 6% a 25% de redugdo do Azul de
Alamar®. Curiosamente, L. (V.) braziliensis apresentou percentual de redugao
superior as demais espécies (29%).

(b) Nas quarenta e oito horas seguintes ao primeiro dia de cultivo, foi
observado um crescimento acelerado das culturas, com aumento no percentual de
reducdo do Azul de Alamar® (22% a 38% por dia). Nas culturas de L. (L.)

amazonensis, mais de 90% do Azul de Alamar® foi reduzido até o terceiro dia de
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cultivo. Novamente as culturas de L. (V.) braziliensis apresentaram um padréo
distinto das demais populagdes, apresentando no segundo dia de cultivo um
percentual de reducao do corante de 10%.

(c) Apds o terceiro dia de cultivo, houve uma diminuigdo no percentual de
Azul de Alamar® reduzido por dia. Nos parasitos do subgénero Viannia (L. (V.)
braziliensis e L. (V.) guyanensis) foi observado uma linearizagdo das curvas de
crescimento. Esse resultado n&o foi observado nos parasitos do subgénero
Leishmania (L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum chagasi) provavelmente porque
quase todo o corante ja havia sido reduzido. Esses ensaios foram repetidos
posteriormente com um numero menor de parasitos e maiores concentragbes do
Azul de Alamar®, e confirmaram a linearizagdo das curvas.

A analise dos resultados sugere que, nas condi¢des de cultivo apresentadas,
o periodo ideal para repique das culturas € apos trés dias de cultivo. Nesse periodo
0os parasitos ja possuem reduzida capacidade de multiplicagdo sem, no entanto
apresentar sinais de regressdo da cultura. Também é importante ressaltar que a
quantificacdo relativa dos parasitos deve ser feita preferencialmente por volta do

terceiro dia de cultura de modo a prevenir a completa reducao do azul de Alamar®.
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Foram construidas curvas de tolerancia ao Sblll. O IC50 foi determinado em
cada uma das populagdes selvagens de Leishmania a partir da redugao do azul de
Alamar®. Curvas de tolerancia ao Sblll foram construidas utilizando o modelo de
regressao sigmoidal. A Figura 5 representa as curvas de tolerancia ao Sblll das
quatro espécies de Leishmania estudadas. O IC50 das populagbes selvagens variou
de 0,09 uM (L. (V.) guyanensis, cepa M9945) a 0,33 uM (L. (L.) infantum chagasi,
cepa PP75). Cepas pertencentes ao subgénero Viannia foram 1,9 a 3,7 vezes mais
sensiveis ao Sblll do que as cepas do complexo Leishmania.

Estas informagdes sdao fundamentais para o desenvolvimento de protocolos
de inducdo de resisténcia dessas populagées ao Sblll. Conforme apresentado na
Figura 5, existem diferencas significativas quanto a tolerancia ao Sblll, de acordo
com a espécie de Leishmania estudada. Estas diferengas limitam o desenvolvimento
de protocolos de indugdo de resisténcia comuns a todas as espécies do parasito,

conforme apresentado a seguir.
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5.2. Selegao in vitro das populagoes de Leishmania spp. resistentes ao
Sblll:

Para a inducéo de resisténcia in vitro ao Sblll foi utilizado um protocolo de
cultivo do parasito na presenga de concentragdes gradualmente maiores da droga.
Como os valores de IC50 variam significativamente nas populagbes das quatro
especies selecionadas do parasito, as culturas foram inicialmente submetidas a 0,1
uM de Sblll. Essa concentragcdo corresponde aproximadamente ao IC50 da
populagado mais sensivel (L. (V.) guyanensis). Os repiques foram feitos entre quatro
e sete dias. Um aumento gradual na concentracao do Sblll, que variou de 0,1 a 4,0
uM, foi realizado apenas quando as culturas expostas a determinada concentragao
de Sblll tiveram uma taxa de crescimento semelhante as das culturas do tipo
selvagem. A concentracdo maxima de Sblll utilizada nesses experimentos foi de 4
uM, pois valores maiores que este o Sblll precipita no meio.

A inducgédo de resisténcia ao Sblll foi iniciada em setembro de 2006 e o
processo de selecao dos parasitas resistentes durou 18 meses. O acompanhamento
do processo de inducao de resisténcia, em termos de aumento do IC50, bem como
as concentragdes de Sblll adicionadas a cada cultura podem ser observados na
Figura 6. A concentragdo do Sblll foi aumentada até 4,0 uM. Aparentemente, o
protocolo utilizado foi menos eficiente na indugdo de resisténcia ao Sblll em
espécies do subgénero Leishmania. Nessas populagbes a concentragdo de Sblll
adicionada a cultura foi aumentada em até 14 vezes o IC50 das populacdes
selvagens; no entanto foi observado um aumento de apenas 4 a 6 vezes no IC50

das populagdes resistentes (Figura 6).
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Indugio de resisténcia ao Sblll de quatro espécies de
Leishmania do Novo Mundo.

L. L. amazonensis IC50 (M) L. L. infantum chagasi IC50 (uM)
L.\ guyanensis IC50 (uM) L.\, braziliensis IC50 {uM)
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Figura 6: Indugédo de resisténcia ao Sblll em populagbes de quatro espécies de
Leishmania. Na Figura, a concentragdo da droga esta representada pela
linha continua, enquanto o IC50 das populacbes em estudo ¢é
representado por barras verticais. O acompanhamento do processo de
indugcédo de resisténcia foi realizado no periodo de setembro de 2006

(quando foi iniciada a adicao da droga as culturas) até abril de 2008.

Ao final da inducdo de resisténcia, foram selecionadas populacdes
selvagens e resistentes ao Sblll de quatro espécies de Leishmania. O IC50 das
populacdes resistentes variou de 1,4 uM (L. (L.) infantum chagasi) a 3,04 uM (L. (V.)
braziliensis). Parasitos do subgénero Viannia apresentaram maiores coeficientes de
resisténcia (razao entre os valores de IC50 das populagdes resistentes e selvagens)
do que parasitos do subgénero Leishmania. Os coeficientes de resisténcia ao Sblll
para L. (V.) guyanensis e L. (V.) braziliensis foram de 19 e 20 vezes,
respectivamente. Ja para as populagdes de L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum
chagasi esses valores foram de 6 e 4 vezes, respectivamente. Todas as quatro
populacdes resistentes foram mantidas por um periodo adicional de quatro meses
em meio contendo Sblll. O indice de resisténcia de cada populacdo apds esse

periodo foi o mesmo, mostrando que o fenoétipo de resisténcia a drogas esta
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estabilizado. Os valores de IC50 e o coeficiente de resisténcia das populagdes

selvagens (WTS) e resistentes ao Sblll (SbR) estdo apresentados na Tabela 3:

Tabela 3: Sensibilidade ao Sblll e coeficiente de resisténcia de populagdes

selvagens (WTS) e com resisténcia induzida in vitro ao Sblll (SbR) de quatro

espécies de Leishmania do Novo Mundo.

Espécie IC50 * IC (uM) Coefi‘cieAnte' de CoeficiAent'e de

WTS SbR SbR,e, resisténcia resisténcia,e,
L. (V.) braziliensis 0,15+0,13 3,04+0,12 1,52%0,16 20 10
L. (V.) guyanensis 0,09+0,03 1,64+0,13 1,65%0,10 19 19
L. (L.) amazonensis 0,28+0,13 1,71+0,10 0,84+0,19 6 3
L. (L.) infantum chagasi 0,33+0,08 1,40+0,03 1,37+0,10 4 4

IC - Intervalo de confianga.
Coeficiente de resisténcia,, = Coeficiente de resisténcia da populagdo SbR mantida por 37
passagens na auséncia de Sblll.

A Tabela 3 também mostra os resultados do IC50 e coeficiente de
resisténcia de populag¢des com resisténcia ao Sblll induzida in vitro e posteriormente
cultivadas na auséncia de drogas para avaliagdo da estabilidade do fendotipo
(populagdo SbR,). Essa anélise sera mais bem apresentada no item a seguir. E
importante comentar ainda que, durante a indugao de resisténcia a drogas, além das
cepas de quatro espécies de Leishmania descritas, outras duas cepas (uma de L.
(L.) amazonensis e outra de L. (V.) guyanensis) também foram utilizadas. Porém os
resultados observados foram semelhantes aos das cepas de mesma espécie
previamente descritas e por esse motivo ndo serdo caracterizadas nesse estudo.
Além do Sblll e da anfotericina B, foram testados protocolos de inducdo de
resisténcia a outras duas drogas: metotrexato (um anticancerigeno) e paromomicina.
Essas duas drogas ndo induziram resisténcia significativa, empregando os
protocolos que definimos anteriormente, por isso a inducdo de resisténcia foi

descontinuada.

5.3. Avaliacao de estabilidade do fenétipo e resisténcia cruzada:
A estabilidade do fenotipo de resisténcia foi avaliada ap6s 37 passagens dos
parasitas resistentes em meio de cultura na auséncia de Sblll (Tabela 3). Essas sub-
populag¢des foram denominadas parasitos revertentes (SbRey). Apds este periodo de

cultivo na auséncia de Sblll, nenhuma alteracao foi observada nos coeficientes de
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resisténcia das populagbes resistentes de L. (V.) guyanensis (19 vezes) e L. (L.)
infantum chagasi (4 vezes). Por outro lado, uma diminuicdo no coeficiente de
resisténcia apds cultivo na auséncia de Sblll foi observada nas populagdes
resistentes de L. (V.) braziliensis (de 20 para 10 vezes) e L. (L.) amazonensis (de 6
para 3 vezes). Estas quatro sub-populag¢des foram cultivadas por mais 10 passagens
na auséncia de Sblll, porém o coeficiente de resisténcia remanescente permaneceu
estavel (dados ndo mostrados).

A ocorréncia de resisténcia cruzada entre Sblll e outras drogas foi avaliada a
partir da determinacdo da susceptibilidade in vitro das populagbées WTS e SbR das
quatro espécies de Leishmania aos compostos anfotericina B, miltefosina e
paromomicina. O IC50 para cada farmaco foi determinado pelo ensaio colorimétrico
usando o azul de Alamar. Os coeficientes de resisténcia a cada droga foram
calculados, sendo considerados significativos apenas aqueles maiores ou iguais a
dois. Os resultados dessa analise estdo mostrados na Figura 7. Os numeros acima
de cada barra indicam o coeficiente de resisténcia.

Nenhuma das populagdes resistentes apresentou resisténcia cruzada a
anfotericina B ou miltefosina (Figura 7A e 7B). Todas as populag¢des resistentes ao
antimbénio foram discretamente mais suscetiveis ao miltefosina, comparadas as
populagdes WTS. No entanto essa diferenga ndo é significativa (Figura 7B). Por
outro lado, as populacdes resistentes ao Sblll de L. (V.) braziliensis, L. (L.)
amazonensis e L. (L.) infantum chagasi foram também resistentes a paromomicina
comparados com 0s seus respectivos pares susceptiveis, mostrando coeficientes de
resisténcia de 2, 4 e 5 vezes, respectivamente (Figura 7C). A populagcao de L. (V.)

guyanensis resistente ao Sblll ndo apresentou resisténcia a paromomicina.

69



>

oWTs

12x
m SbR
1x
1 1.4x

I V. qguyanensis [ V. brozifiensis L [ amazonensis [ L. infantum chogasi

oOWTS
@ SbR
1.5x
1.5x

L. V. quyanensis L V. brozifiensis L {. amazonensis L L infamtum chagasi

0.35 4

0.3

025 4

0.2

0.19 4

014

0.05 4

IC50 Anfoterleina B (M)
tad

357 1.3x

30 A

25

20

15 1

10 4

IC50 Mtalfasine (M) v )
(=] (4]

i *
C 400 oWTS _5x
| SbR
350 = .
Ax
300 - —
5
3 250 |
=
S 200 -
£
o
2 150
o
=
£ 100 -
(&)
2 50
0 . ‘

L V. guyanensis L V. broziliensis [ 1 amazonensis L L infantum chagasi

Figura 7: Susceptibilidade das populagbes de Leishmania spp. selvagens (WTS) e
resistentes ao Sblll (SbR) as drogas: anfotericina B (A), miltefosina (B), e
paromomicina (C). O IC50 de cada droga (uM) foi determinado pela
reducdo do azul de Alamar. Os ensaios foram feitos em triplicata em trés
experimentnos independentes. * > IC50 difere significativamente entre
populagdes SbR e WTS (p < 0.0005). Os numeros acima de cada barra
indicam o coeficiente de resisténcia (valores maiores que 2 foram

considerados significativos).
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5.4. Avaliagao da infectividade e estabilidade do fenétipo in vivo:

A infectividade das populagbes de Leishmania resistentes ao Sblll foi
avaliada utilizando o modelo murino. Formas promastigotas metaciclicas de cada
populagao foram inoculadas em camundongos C57BL/6 IFNy-KO, e o aparecimento
de lesdo foi acompanhado ao longo do tempo. As populagdes selvagens de L. (V.)
guyanensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis foram altamente infectantes.
Estes parasitas causaram lesdes que apareceram apoés 12 dias da infeccédo e elas
progrediram rapidamente. Devido ao grande tamanho das lesbdes, os camundongos
inoculados com essas populagdes suscetiveis foram sacrificados apos 50 dias de
infeccdo. A populacgao susceptivel L. (V.) guyanensis produziu maiores lesdes que L.
(V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis. Embora os parasitos tenham sido inoculados
apenas nos coxins plantares dos camundongos, nédulos e lesbées também foram
observados nas caudas dos camundongos infectados com a populagéo selvagem de
L. (V.) guyanensis (dados ndo mostrados).

Uma drastica redugcdo na infectividade foi observada nos camundongos
inoculados com populagdes resistentes de L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis.
Estes parasitas produziram lesdes muito pequenas apds 40 dias de infecgcao, e as
lesdes nao progrediram. L. (V.) braziliensis resistente ao Sblll produziu lesbes
maiores que as outras populagdes resistentes. As lesdes produzidas nesses
camundongos progrediram mais lentamente (apareceram depois de 37 dias) e
atingiram menor didmetro (2,1 versus 4,5 mm) que as lesdes produzidas por
parasitas susceptiveis. Os resultados dessa analise estao apresentados na Figura 8.

A infectividade das populagbes de L. (L.) infantum chagasi selvagens e
resistentes ao Sblll foi determinada pela infecgdo de promastigotas metaciclicos por
via intraperitoneal nos camundongos C57BL/6 IFNy-KO. Apds 20, 40 e 60 dias de
infeccdo, seis camundongos de cada grupo (selvagem e resistente ao Sblll) foram
sacrificados. Células do figado e bago de cada animal foram cultivadas em meio
M199 e examinadas ao microscopio para detectar a presenca de parasitos. As
culturas foram negativas apds 30 e 60 dias de incubagao, mostrando que ambas as
populagcdes perderam a infectividade. Este fato pode ser devido a passagens
continuas dos parasitos em cultura. Novos estudos para confirmar essa hipdtese ja
estdo sendo realizadas utilizando modelo de hamster para avaliagdo de infecgao in

Vivo.
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Figura 8: Patologia observada em camundongos C57BL/6 IFN-y KO infectados com
populagbées de L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.)
amazonensis selvagens ou resistentes ao Sblll. Camundogos foram
infectados na pata com 1x10’ promastigotas metaciclicos (sexto dia de
fase estacionaria) e a progressao da doenga foi avaliada pelo tamanho da
lesdo. Os resultados apresentados correspondem a media e o desvio
padrdo de dois ensiaos independentes. T Camundongos inoculados com
populagdes selvagens foram sacrificados no quinquagéssimo dia apés a

infeccao.

Com o objetivo de avaliar a estabilidade in vivo do fenotipo de resisténcia ao
Sblll, populagdes selvagens e resistentes de L. (V.) braziliensis foram recuperadas
das lesbes no dia 45° dia apds infecgédo. Estes parasitas foram repicados duas vezes
em meio M199 sem droga e em seguida, submetidos a testes de suscetibilidade ao
Sblll. Os parasitas resistentes recuperados dos camundongos (denominados LbSbR
M1P2) apresentaram valores de IC50 (2,84 + 0,14 pM) proximos aqueles dos
parasitos resistentes mantidos em meio M199, na presenca de Sblll (3,04 £ 0,12
MM). Esse resultado mostra que o fendtipo de resisténcia de L. (V.) braziliensis ao

Sblll se manteve estavel apdés uma passagem dos parasitos em camundongos.
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5.5.

Inducao de resisténcia a Anfotericina B:

Além do Tartarato potassico de antiménio, foram realizados ensaios de

inducdo de resisténcia a Anfotericina B nas quatro espécies de Leishmania

estudadas. No Brasil a Anfotericina B € a droga de segunda escolha no tratamento

das leishmanioses e em alguns paises como india ela é de primeria escolha. Assim,

é

importante conhecer seus mecanismos de resisténcia.

Inicialmente foram

realizadas curvas de tolerdncia a droga nas quatro espécies de Leishmania

estudadas (Figura 9).

Curvas de tolerdncia a Anfotericina B de quatro espécies de
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Figura 9: Curvas de tolerancia a Anfotericina B de quatro espécies de Leishmania.
Na Figura, estado representadas as espécies L. (L.) amazonensis, L. (V.)
braziliensis, L. (L.) infantum chagasi e L. (V.) guyanensis. A curva de
tolerancia é determinada pelo percentual de reducdo do Azul de
Alamar® em funcdo da concentracdo da droga. Cada espécie de
Leishmania foi testada em ftriplicata e os resultados apresentados
representam a média de pelo menos trés ensaios independentes. A
tabela mostra os parametros utilizados em cada curva: A1 e A2 >

assintotas inferior e superior, respectivamente; Xy(ICsy) = centro da

Concentracao de Anfotericina B {pg/ml)

curva; p - coeficiente de decaimento.
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Conforme pode ser observado na Figura 9, os percentuais de redugao do
Azul de Alamar® variaram de aproximadamente 30% a 87%, de acordo com a
espécie de Leishmania. No entanto, essa variagao nao tem correlagdo com o ICsp da
anfotericina B das quatro espécies, cujos valores foram muito proximos
(aproximadamente 0,1 pg/mL).

A partir desses resultados, foram iniciados os ensaios de indugdo de
resisténcia a AMB. O protocolo de indug¢ao de resisténcia por cultivo na presencga de
concentragdes gradativamente maiores de anfotericina B foi utilizado com o objetivo
de obter populacgdes resistentes a droga. No entanto, as populag¢des tratadas com
0,1 pyg/mL de AMB (o que corresponde ao ICsy das quatro espécies) né&o
sobreviveram a mais que trés passagens na presenga da droga. Procurou-se entéo
utilizar concentragdes de droga inferiores a 0,1 pg/mL (0,05 e 0,02 pg/mL). Porém
nao foram observadas alteragdes significativas no 1Csy de nenhuma das populagdes
de Leishmania, mesmo apods seis meses de inducdo de resisténcia. Apos esse
periodo, foi proposto um novo protocolo para obtencdo de populagdes de
Leishmania resistentes a AMB.

Na pratica, o protocolo de indugao por cultivo na presenga de concentracoes
gradativamente maiores de AMB foi substituido por um protocolo de selegcédo de sub-
populagdes resistentes a AMB. Cada populagao foi submetida a uma passagem na
presenga de AMB numa concentragdo préxima ao ICgy (0,12 - 0,14 pg/mL). Os
parasitos sobreviventes foram entdo mantidos por, em média, trés passagens na
auséncia de AMB, até que o crescimento da cultura fosse semelhante aquele antes
da adigdo da droga. Apds cada recuperagédo das culturas, a AMB foi novamente
adicionada ao meio, selecionando assim os parasitos resistentes. Novas curvas de
tolerdncia a AMB foram realizadas somente apds aproximadamente seis e dezoito
meses de cultivo utilizando esse protocolo, devido ao pequeno numero de parasitos
obtidos apds cada passagem na presenga da droga. Os valores de ICsy das
populacdes selvagens (WTS) e selecionadas apds seis meses (AMB-R') e dezoito

meses (AMB-RZ) de cultivo, estao representados na Figura 10:
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Indugao de resisténcia a Anfotericina B em populagdes de quatro
espécies de Leishmania.

EWTS = AMBR1 ~ AMBR2
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Figura 10: Tolerancia & AMB em populacdes selvagens (WTS) e apds seis (AMB-R")
e dezoito meses de selecdo (AMB-R?). A tolerancia a droga foi
determinada pelos valores de I1Csy médio de cada populagéo. Os valores
de ICs, foram calculados a partir de curvas de regressédo sigmoidal e
representam a média de pelo menos dois ensaios independentes. As
populagdes selvagens utilizadas foram: L. (V.) braziliensis, cepa M2904;
L. (V.) guyanensis, cepa M9945; L. (L.) amazonensis, cepa PH8 e L. (L.)
infantum chagasi, cepa PP75. As populagdes com resisténcia induzida in
vitro sao subpopulagcdes das cepas descritas acima.

Conforme pode ser observado na Figura, a selecdo de sub-populacdes
resistentes produziu efeitos diferentes de acordo com a espécie de Leishmania. De
um modo geral, foram obtidas populagbes duas a trés vezes mais resistentes que
seus respectivos pares selvagens. Em L. (V.) braziliensis foi observado um aumento
gradual na tolerancia a AMB, de aproximadamente duas vezes nos primeiros seis
meses até trés vezes ao final de dezoitos meses de experimento. L. (V.) guyanensis
por outro lado apresentou apenas um aumento de duas vezes ainda no primeiro
semestre, estabilizando nesse indice. Curiosamente as populagdes do sub-género
Leishmania tiveram um aumento de cerca de trés vezes na tolerancia a AMB no

primeiro semestre do experimento, seguida de uma redugédo nesse valor. L. (L.)
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infantum chagasi apresentou a maior redugdo no coeficiente de resisténcia, de trés
para duas vezes.

Vale ressaltar que todas as populagdes resistentes a AMB apresentaram
modificagdes ndo apenas nos valores de IC50 mas também no perfil das curvas de
tolerancia a droga. Essas modificagbes referem-se principalmente a mudangas no
coeficiente de decaimento (p) das curvas: enquanto nas populagbes selvagens o
valor de p variou de -26,5 (L. (V.) braziliensis) a -64,2 (L. (V.) guyanensis) (Figura 9),
nas populagdes resistentes esse valor variou de -3,4 (L. (L.) amazonensis e L. (V.)
braziliensis) a -6,5 (L. (V.) guyanensis — dados n&o mostrados). Essa mudanga no
perfil das curvas pode estar associada a uma maior adaptabilidade das populagdes
ao cultivo na presencga de drogas.

PARTE 2: ESTUDOS GENOMICOS E TRANSCRIPTOMICOS DAS POPULAGOES
DE L. (V.) braziliensis SELVAGENS E RESISTENTES AO Sblil.

Das quatro espécies de Leishmania estudadas nesse trabalho, L. (V.)
braziliensis foi a primeira selecionada para analise gendmica e transcriptdbmica. Sua
escolha se deu principalmente devido a sua relevancia epidemioldgica, alta
tolerancia da populagdo resistente comparada a seu par selvagem e a
disponibilidade do seu genoma completo publicado. Os estudos moleculares
apresentados foram feitos a partir de microarranjos de DNA genémico (Comparative
Genome Hybridization — CGH) e de cDNA, além de técnicas de bioinformatica
empregando diferentes programas.

Conforme descrito anteriormente, os oligonucleotideos empregados nos
microarranjos foram desenhados a partir do genoma de L. (L.) major e contém
algumas redundéncias, por isso foram agrupados em contigs. Aproximadamente 5%
dos contigs correspondem a sequéncias consenso de 2 a 17 oligonucleotideos que,
embora sejam semelhantes, podem apresentar diferengas significativas nos ensaios
com microarranjos de DNA. Por esse motivo, as analises apresentadas a seguir
referem-se aos resultados do oligonucleotideo de maior identidade com a sequéncia

consenso de cada contig.
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5.6. Microarranjos de DNA:

5.6.1. Agrupamento dos oligonucleotideos selecionados para
ensaios de microarranjos de DNA genémico e cDNA:

Conforme descrito em “Materiais e Métodos”, as analises genbmicas e
transcriptémicas foram realizadas a partir dos resultados de microarranjos de DNA.
O microarranjo de DNA utilizado (Leishmania v2.2 arrays) é composto por 13.311
oligonucleotideos, dos quais 12.779 foram identificados no genoma nuclear de L. (L.)
major. Os demais 532 oligonucleotideos constituem sequéncias utilizadas como
controle do experimento, bem como sequéncias de maxi-circulos do KDNA de L. (L.)
major e sequéncias especificas de L. (L.) infantum chagasi e L. (L.) tarentolae. Estas
ultimas sequéncias nao serao analisadas neste trabalho.

Os oligonucleotideos selecionados foram sintetizados a partir de sequéncias
de genes ou ORF’s presentes no genoma de L. (L.) major. E importante observar
que genes (ou ORF’s) com multiplas copias idénticas ou contendo pequenos
polimorfismos, podem hibridizar com um mesmo oligonucleotideo. Também
oligonucleotideos podem diferir em apenas poucos nucleotideos e assim
reconhecerem um mesmo gene ou ORF no genoma. Por esse motivo, o primeiro
passo foi mapear cada um desses oligonucleotideos no genoma de L. (L.) major e
extrair as sequéncias que hibridizam com os mesmos. As informacgdes relativas a
localizagdo cromossémica foram extraidas dos arquivos contendo os resultados dos
microarranjos. Esses arquivos consistem na anotagdo dos oligonucleotideos no
genoma de L. (L.) major (versao 5.2) no formato gff (General Feature Format). Um
exemplo dessa anotagao e os dados mais importantes extraidos estdo mostrados na

Figura 11:

Cromossonmo Coordenadas Fita Gene I ORF
LmjFO1 |BLASTN::OLI | Guyanensis" 77822 77891"0.36' 0 "Target ™Sequence|LMFV1.13570" 1 70 ; Annot. ‘1'Lij01_0315 hypothetical Jprotein‘i""

Espécie Log2 SbRANTS Oligonucleotideo

Figura 11: Principais dados extraidos dos resultados de microarranjos de DNA.

As sequéncias nucleotidicas foram extraidas a partir desses arquivos e
utilizando scripts (desenvolvidos na linguagem de programac¢do PERL — Practical
Extraction and Report Language e BASH shell programming) desenvolvidos para

facilitar o trabalho. Resumidamente, foi utilizado o seguinte protocolo:

77



1. Para cada das quatro espécies de Leishmania estudadas, foram criados
dois arquivos: um contendo anotagcdes de sequéncias identificadas na fita
senso (denominado Microarray_Oligos_F) e outro contendo anotagdes
identificadas na fita antisenso (denominado Microarray _Oligos_R);

2. Os dados de cada arquivo foram separados em arquivos menores
utilizando o script “splitgff-4-chr.bsh”. Esse script separa os dados de
anotacdo de cada cromossomo, criando arquivos distintos para cada um
deles (denominados Microarray Oligos_“cromossomo”_“fita”);

3. Os arquivos gerados na etapa anterior (no formato gff) foram utilizados
para criar arquivos no formato embl. Os scripts empregados nessa etapa
foram “Microarray-oligos-gff2embl.pl” e “run-gff2embl.bsh”.

4. Os arquivos no formato embl contendo as anotagbes de sequéncias das
fitas senso (F) e antisenso (R) de cada cromossomo foram reunidas
utilizando o script “merge-oligos-F-R.bsh”. Assim, ao final dessa etapa
foram gerados 36 arquivos, um para cada cromossomo de L. (L.) major,
contendo as anotagdes de todos os oligonucleotideos no formato embl;

5. Os arquivos gerados na etapa anterior e as sequéncias nucleotidicas de
cada um dos cromossomos de L. (L.) major foram abertos utilizado o
programa de anotacdo de sequéncias ARTEMIS (versdo 10). Assim, as
anotagcdes de cada oligonucleotideo foi sobreposta as sequéncias
correspondentes no genoma do parasito. Por fim, as sequéncias dos
oligonucleotideos foram salvas no formato fasta.

Para checar os dados, alguns oligonucleotideos foram selecionados
aleatoriamente e comparados com o genoma de L. (L.) major (versédo 5.2) utilizando
o algoritmo BLASTn. Todas as sequéncias identificadas por BLAST foram
semelhantes aquelas obtidas a partir da anotagao feita anteriormente. Ao todo foram
identificadas 23.270 sequéncias que hibridizam com os 12.779 oligonucleotideos
sintetizados a partir do genoma nuclear de L. (L.) major. A extensado do alinhamento
das sequéncias reconhecidas por cada oligonucleotideo variou de 42 a 75 bases. No
entanto vale ressaltar que 94,8% dos alinhamentos possuiam exatamente 70 bases
(mesmo tamanho dos oligonucleotideos).

A etapa seguinte foi a clusterizacdo das sequéncias identificadas e montagem
de sequéncias consenso (contigs). Para isso foram utilizados os programas CAP3
(clusterizagao), BLASTn (identificagdo) e Table Maker (construgdo de tabelas com
hiperlinks). Diferentes parametros foram testados durante a etapa de clusterizagao
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das sequéncias com o objetivo de obter um niumero minimo de contigs capazes de
reconhecer os genes e ORF’'s com o maximo de especificidade. Os parametros
selecionados para uso no programa CAP3 foram sobreposigdo minima de 60 bases
com pelo menos 40% de identidade. Dessa forma foi possivel agrupar 12.716
oligonucleotideos (99,5%) identificados no genoma nuclear de L. (L.) major em
12.146 contigs. A extensdo de cada contig variou de 60 a 82 bases, sendo que
11.981 contigs (98,6%) tém 70 bases de extensdo. Estes resultados estédo

resumidos nas Tabelas 4 e 5:

Tabela 4: Dados gerais sobre os microarranjos de DNA.

Total de oligonucleotideos: 13.311

Sequéncias identificadas no genoma nuclear de L. (L.)

major™: 23.270

Extensao minima do alinhamento (bases)?®: 42

Oligonucleotideos agrupados®: 12.716

Extensdo minima do contig (bases)®: 60

a - sequéncias identificadas e alinhadas utilizando o programa BLASTn
(comparadas com o genoma de L. (L.) major, versao 5.2).

b - agrupamento feito utilizando o programa CAP3 com os parametros:
60 bases de extensdo minima e pelo menos 40% de identidade

entre as sequéncias agrupadas.

Tabela 5: Distribuicdo de oligonucleotideos e sequéncias gendmicas de

L. (L.) major agrupadas por contig.

mais de 10 5 0,04 mais de 100 13 0,11

de 03 a 04 52 0,43 de03a04 184 1,

(o))

2

Um 11.520 94,85 Uma 10.984 90,43



Conforme pode ser observado na Tabela 5, mais de 90% dos contigs gerados
pelo programa CAP3 s&o formados por um unico oligonucleotideo e reconhecem
apenas uma Unica sequéncia no genoma de L. (L.) major. E importante observar que
dos 11.520 contigs gerados a partir de um unico oligonucleotideo, 11.441 séao
formados por oligonucleotideos diferentes entre si, os demais 79 sdo “duplicagdes”
(contigs distintos gerados a partir de sequéncias reconhecidas por um mesmo
oligonucleotideo). Por outro lado, os 626 contigs gerados a partir de mais de um
oligonucleotideo agrupam um total de 1.275 oligonucleotideos, reduzindo o volume

de informacéao a ser analisada.

5.6.2. Identificagao dos contigs:

As sequéncias nucleotidicas dos 12.146 contigs gerados na etapa anterior
foram comparadas com: a) o banco de dados “nr” (proteinas nédo redundantes) do
NCBI; b) as sequéncias codificantes (CDS) de L. (L.) major (verséo 5.2), L. (L.)
infantum (versao 3.0) e L. (V.) braziliensis (versao 2.0); ¢c) o genoma completo de
cada uma dessas trés espécies de Leishmania. As analises foram feitas utilizando os
algoritmos BLASTn (comparagao nucleotideo-nucleotideo) e BLASTx (comparagéao
nucleotideos-aminoacido) com filtro de baixa complexidade desligado e exibigao de
no maximo 40 alinhamentos por contig. Alinhamentos com “e-value” maior que 1x10
* nao foram considerados significativos. Todos os resultados foram montados em
tabelas com hiperlinks utilizando o programa Table Maker.

O total de contigs identificados esta representado na Figura 12. Todos os
12.146 contigs foram identificados em pelo menos uma espécie de Leishmania.
Considerando apenas os contigs que reconheceram CDS (Figura 12, diagrama de
Venn), foram identificados 7.384 contigs nas trés espécies comparadas; 3.480
contigs apenas em L. (L.) major e L. (L.) infantum chagasi, e 134 contigs apenas em
L. (L.) majore L. (V.) braziliensis. Foram identificados ainda 448, 47 e 8 contigs que
reconheceram respectivamente CDS apenas nas espeécies L. (L.) major e L. (L.)
infantum chagasi e L. (V.) braziliensis.
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Figura 12: Total de contigs identificados nas diferentes espécies de Leishmania. Na
Figura, o diagrama de Venn representa a distribuicdo dos contigs que
reconhecem sequéncias codificantes (CDS) dos parasitos. Ao todo, 637
contigs n&do foram identificados em CDS de Leishmania; destes, 5 foram
identificados no banco de dados NR (diagrama ao centro) e 632 foram
identificados apenas quando comparados com o genoma completo dos

parasitos (diagrama a direita).

E importante observar que 637 contigs ndo foram identificados quando
comparados com as CDS das trés espécies. Porém, 5 desses contigs reconhecem
proteinas de Leishmania, conforme observado apds comparagcdo com o banco de
dados NR. Um contig reconhece um produto desconhecido de L. (L.) mexicana (gi
40557187), enquanto os demais reconhecem proteinas hipotéticas de L. (L.) major
(gi’'s 7494031, 5852129, 157870113 e 73536704). Cada um dos 5 contigs foi gerado
a partir de um oligonucleotideo; dessa forma a montagem do contig nao interferiu no
reconhecimento do mesmo pelas sequéncias de CDS de Leishmania.

Os 632 contigs restantes foram identificados apenas quando comparados
com o genoma completo dos parasitos: 39 nas trés espécies de Leishmania, 551
apenas em L. (L.) major e L. (L.) infantum chagasi, 1 contigem L. (L.) majore L. (V.)

braziliensis e 41 contigs apenas em L. (L.) major. Esses contigs provavelmente
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reconhecem ORF’s que nao codificam proteinas (como pseudogenes) ou
sequéncias codificantes ndo anotadas no genoma dos parasitos.

Como este trabalho abrange quatro espécies de Leishmania do Novo Mundo,
foi necessaria a identificagao e analise comparativa dos contigs nas trés espécies de
Leishmania com genoma publicado. Os estudos gendmicos e transcriptémicos de L.
(V.) braziliensis e de L. (L.) infantum chagasi foram realizados com base nas
sequéncias de seus respectivos genomas. Por outro lado, os genomas de L. (L.)
amazonensis e L. (V.) guyanensis ainda n&o sdo conhecidos. Nesse caso, a analise
dos resultados de microarranjos de DNA foi realizada a partir do estudo da
conservagao desses genes nos trés genomas de Leishmania publicado: L. (L.)

major, L. (L.) infantum e L. (V.) braziliensis.

5.7. Estudos de amplificagcao/dele¢cao genética em populagoes de L. (V.)
braziliensis resistentes ao Sblll:

Através da analise dos contigs descrita anteriormente, foram identificados
7.534 contigs que reconhecem CDS de L. (V.) braziliensis. Contigs com diferentes
sequéncias nucleotidicas podem reconhecer uma mesma CDS, porém com
afinidades distintas; por isso, as CDS foram comparadas entre si, tendo sido
observada a ocorréncia de 5.804 sequéncias codificantes distintas, o que
corresponde a aproximadamente 71% do total de CDS anotadas no genoma do
parasito (versdo 2.0 de 29/07/2008). Deve-se ressaltar porém que esse valor nao
representa o percentual de genes analisados, uma vez que genes com multiplas
copias no genoma terdo CDS distintas para cada uma. Também é importante
considerar que um mesmo contig pode hibridizar com diferentes CDS, sendo estas
genes duplicados ou ndo. Além desses contigs, foram observados outros 346
contigs identificados apenas quando comparados com o genoma completo do
parasito. Nesse caso, € necessaria a analise da anotacdo de cada contig
individualmente. Fica claro portanto que uma analise detalhada dos microarranjos de
DNA é fundamental para uma melhor compreensao dos resultados.

Inicialmente foram analisados os resultados dos Microarranjos de DNA
gendmico (CGH) com o objetivo de identificar possiveis eventos de amplificagéo ou
delec&do genética nas populagdes de L. (V.) braziliensis com resisténcia induzida in
vitro ao Sblll. Para isso foram selecionadas as sequéncias de DNA cuja razdo da
intensidade de fluorescéncia entre amostras de populagdes selvagens e resistentes
tenha sido de no minimo 2 X. Essas sequéncias foram consideradas amplificadas ou
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deletadas (de acordo com a populagdo com maior intensidade de fluorescéncia) nas
populagdes resistentes. As sequéncias foram entdo analisadas conforme descrito a
seqguir.

5.7.1. Genes identificados e localizagao cromossdémica:

Inicialmente, alteragdes genéticas numéricas foram identificadas em 252 das
5.804 CDS identificadas em L. (V.) braziliensis (aproximadamente 4,3%). Ao todo
foram identificadas 124 CDS amplificadas e 128 CDS deletadas na populagdo do
parasito resistente ao Sblll (Lb_SbR). A razdo entre o numero de cépias (estimado a
partir da intensidade de fluorescéncia) das CDS amplificadas variou de 2 a 21X;
enquanto que nas CDS deletadas, essa razéo foi de 2 a 9X. Observou-se ainda que
11 dessas 252 CDS foram identificadas por dois contigs distintos, sendo 1 CDS
deletada e 10 CDS amplificadas na populacgéo resistente de L. (V.) braziliensis.

A Figura 13 mostra uma visao geral dos resultados de microarranjos de DNA
gendmico. As CDS identificadas sao representadas por pontos dispostos no grafico
segundo a razdo entre as intensidades de fluorescéncia das populagdes resistentes
e selvagens de L. (V.) braziliensis. Valores positivos indicam amplificagcdo génica
(maior intensidade de fluorescéncia observada na populagéo resistente), enquanto
que valores negativos indicam delecdo (maior intensidade de fluorescéncia
observada na populagdo selvagem). Os numeros na base da Figura indicam a
posicdo de cada cromossomo no grafico.

Conforme pode ser observado na Figura, a grande maioria das CDS nao
apresentaram diferengas significativas entre as populagdes resistentes e selvagens.
Foram observadas CDS alteradas em todos os cromossomos de L. (V.) braziliensis,
especialmente nos cromossomos 20, 23 e 31. A maior parte das CDS codificam
proteinas hipotéticas: 80 das 124 CDS amplificadas (aproximadamente 64%) e 81
das 128 CDS deletadas (aproximadamente 63%). As demais CDS codificam
proteinas ja descritas como associadas com resisténcia a drogas (como pteridina
redutase, proteina de resisténcia a terbinafina, p-glicoproteina entre outras); sintese
do DNA, transcrigdo e traducado e metabolismo geral da célula. A Tabela 6 relaciona
as CDS mais amplificadas ou deletadas na populagao resistente ao Sblll de L. (V.)

braziliensis.
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Tabela 6: CDS com maior numero de copias amplificadas

populacao de L. (V.) braziliensis resistente ao Sblll.

ou deletadas na

CDS

Descrigao

Situagao

LbrM23_V2.0320
LbrM23_V2.0300
LbrM23_V2.0310
LbrM23_V2.0360
LbrM23_V2.0290
LbrM23_V2.0260
LbrM23_V2.0270
LbrM23_V2.0340
LbrM20_V2.1540
LbrM23_V2.0250
LbrM20_V2.1490
LbrM20_V2.1560
LbrM07_V2.0980
LbrM23_v2.0230
LbrM31_V2.1500
LbrM34_V2.1200
LbrM31_V2.0640
LbrM21_v2.0010
LbrM12_V2.0750
LbrM25_v2.2050
LbrM31_V2.0650
LbrM28_V2.2530
LbrM35_V2.6190
LbrM20_V2.1510
LbrM31_V2.0600
LbrM20_V2.1530
LbrM30_V2.3400
LbrM22_V2.1500
LbrM28_V2.1450
LbrMo01_V2.0750
LbrM35_V2.3490
LbrM35_V2.4190
LbrM30_V2.2460
LbrmM20_V2.3000
LbrM06_V2.0240
LbrM35_V2.2750
LbrM33_V2.2980

LbrM10_V2.0360
LbrM17_V2.1320
LbrM24_V2.0130
LbrM33_V2.0540
LbrM29_V2.1520
LbrM20_V2.2130

hypothetical protein, conserved
pteridine reductase 1

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
argininosuccinate synthase, putative
hypothetical protein, conserved
terbinafine resistance locus protein (yip1)
hypothetical protein, conserved
ATP-dependent RNA helicase, putative
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
multidrug resistance protein, putative
p-glycoprotein e

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
phosphoglycan beta 1,3 galactosyltransferase 2
surface antigen protein, putative
GTP-binding protein, putative
hypothetical protein, unknown function
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
cytoskeleton-associated protein CAP5.5, putative
hypothetical protein, conserved
calmodulin-related protein, putative
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
tyrosine/dopa decarboxylase, putative
hypothetical protein, conserved

5'-3' exonuclease, putative

hypothetical protein, unknown function

minichromosome maintenance (MCM) complex subunit,

putative

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
ankyrin/TPR repeat protein
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved

20,7 X Amplificado
17,3 X Amplificado
16,0 X Amplificado
15,7 X Amplificado
12,4 X Amplificado
11,6 X Amplificado
11,3 X Amplificado
10,5 X Amplificado
10,1 X Amplificado
10,1 X Amplificado
9,1 X Amplificado
9,1 X Amplificado
8,2 X Amplificado
7,9 X Amplificado
7,9 X Amplificado
7,6 X Amplificado
6,4 X Amplificado
6,1 X Amplificado
6,1 X Amplificado
5,9 X Amplificado
5,6 X Amplificado
5,5 X Amplificado
5,5 X Amplificado
5,2 X Amplificado
4,9 X Amplificado
4,8 X Amplificado
4,4 X Amplificado
4,3 X Amplificado
4,2 X Amplificado
8,9 X Deletado

5,8 X Deletado

5,6 X Deletado

5,4 X Deletado

4.9 X Deletado

4,7 X Deletado

4,7 X Deletado

4,6 X Deletado

4,6 X Deletado
4.4 X Deletado
4,4 X Deletado
4,2 X Deletado
4,1 X Deletado
4,0 X Deletado
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Apods a identificacdo das 252 CDS alteradas, cada uma das comparacgdes
feitas entre os contigs que reconhecem essas sequéncias e as CDS de L. (V.)
braziliensis (utilizando BLASTn) foi novamente examinada. Verificou-se que 232
contigs (aproximadamente 92%) reconhece especificamente uma CDS do parasito;
11 dos 124 contigs que reconhecem CDS amplificadas e 9 dos 128 que reconhecem
CDS deletadas, hibridizam com mais de uma sequéncia. A maioria desses contigs
(9/20) hibridizam com CDS que correspondem a genes duplicados. Seis contigs
hibridizam com CDS que correspondem a genes multicopias (3 a 6 copias); estes
incluem genes de resisténcia a multiplas drogas, p-glicoproteina,
galactosiltransferases, desaturase de acidos graxos, receptor de adenilato-ciclase e
proteina ribossomal 60S (a unica entre essas deletada). Dois contigs hibridizam com
CDS de duas proteinas hipotéticas conservadas em L. (V.) braziliensis e trés contigs
hibridizam com CDS que codificam produtos distintos.

Comparando as anotagdes gendémicas das CDS reconhecidas pelos trés
ultimos contigs, observou-se que o primeiro contig (contig11456) hibridiza com uma
regido repetitiva (TCG)n de trés CDS distintas (LbrM12_V2.0900, LbrM27_V2.1050 e
LbrM07_V2.0290); o segundo (contig4d200) hibridiza com uma CDS de proteina
hipotética (LbrM16_V2.1260) e outra de proteina quinase associada a
fosfatidilinositol (LbrM32_V2.1620); o terceiro contig (6594) hibridiza com uma CDS
de uma carboxipeptidase (LbrM35 V2.4270) e outra de proteina hipotética
(LbrM33_V2.0060).

Além da identificagdo do produto, a localizagdo gendmica de cada CDS foi
analisada com o objetivo de identificar padrbes de genes associados entre si,
amplificados ou deletados. Inicialmente, todas as CDS alteradas foram mapeadas
em relagdo as CDS inalteradas identificadas nos ensaios de microarranjos de DNA
gendmico. Desse modo seria possivel observar padrées cromossdmicos associados
aos fendbmenos de amplificagdo ou delegéo. A Figura 14 ilustra o resultados dessa
analise. Conforme pode ser observado, CDS amplificadas e deletadas estédo
amplamente distribuidas ao longo de todos os cromossomos de L. (V.) braziliensis.
Foram observados nos cromossomos 5 e 12 apenas CDS amplificadas, enquanto
que nos cromossomos 1, 4 e 13 foram identificados apenas CDS deletadas. No
entanto, dado o pequeno numero de sequéncias identificadas nesses cromossomos,

nao foi realizada uma analise mais aprofundada desse resultado.
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Observando a Figura, € possivel notar um numero muito pequeno de CDS
adjacentes sendo amplificadas ou deletadas. De fato, foram observadas apenas 6
regides contendo duas CDS adjacentes deletadas, 8 contendo duas ou trés CDS
amplificadas e uma unica regiao, localizada no cromossomo 23, contendo mais de
trés CDS amplificadas adjacentes.

A maior regido amplificada identificada pelos microarranjos de DNA
gendmico esta representada pela Figura 15. Ela condiz com a regido H, descrita
originalmente por Beverley e colaboradores (1984) em L. (L.) major, possui
aproximadamente 44 kb, esta localizada no cromossomo 23 e é formada por 15
CDS, que incluem genes associados com resisténcia a drogas amplamente descritas
na literatura (como transportadores ABC, proteina de resisténcia a terbinafina e
pteridina redutase1), bem como 8 proteinas hipotéticas. Das 15 CDS que compde a
regido, 4 (representados na Figura 15 por retdngulos escuros) n&o foram
identificadas pelos microarranjos, porém as demais CDS estavam em meédia 12X
amplificadas na populagao resistente ao Sblll. Também €& importante observar que,
diferentemente de L. (L.) major e L. (L.) infantum chagasi, em L. (V.) braziliensis a
CDS que codifica a argininosuccinato sintase (LbrM23 V2.0290) € um pseudogene

e portanto ndo funcional.

~ 44kb

| ‘ hypothetical protein, conserved ‘ ‘

multidrug resistance ABC-thiol transporter; tryptophanyl-tRNA (H)-ATPase G

protein, putative,p- evidence=inferred by synthetase, putative subunit, putative

glycoprotein, putative, ABC curator

transporter, putative pteridine reductase 1; evidence=inferred by curator
terbinafine resistance locus protein (yip1) argininosuccinate synthase, putative

Figura 15: Representagéo esquematica da regiao amplificada do cromossomo 23 de
L. (V.) braziliensis. A Figura representa uma regido de aproximadamente
44 quilobases; as CDS séao representadas por retangulos proporcionais a
extensao da CDS. Retangulos escuros representam CDS nao
identificadas nos ensaios de microarranjo de DNA, enquanto retangulos
claros representam CDS identificadas e amplificadas na populagéo

resistente do parasito.

Além da regidao amplificada de 44 kb, foram analisadas outras trés regides:

uma de aproximadamente 18 kb localizada no cromossomo 17; outra de
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aproximadamente 32 kb localizada no cromossomo 20 e uma terceira regiao, de
aproximadamente 17 kb localizada no cromossomo 31 (Figura 16).

A localizagdo gendbmica da regido amplificada do cromossomo 17 é:
Lbr.chr17: 34.518 - 53.013 (-). Na anotacdo mais recente de L. (V.) braziliensis
(TritrypDB-2.0) essa regiao de aproximadamente 18 kb é formada por 4 CDS que
codificam quatro cépias de um mesmo produto. Trés dessas copias
(LbrM17_Vv2.0100, LbrM17_V2.0120 e LbrM17_V2.0130) foram identificadas nos
ensaios de microarranjos de DNA genbmico, cerca de 2X amplificadas. A quarta
CDS (LbrM17_V2.0110) embora codificasse o0 mesmo produto, ndo possuia regido
complementar aos contigs do microarranjo e por isso nao foi identificada.
Observando a anotagao da regido com o programa ARTEMIS v.11, verificou-se a
presenga de um “gap” entre as CDS LbrM17_V2.0100 e LbrM17_V2.0110, sendo
que esta ultima esta incompleta, pois ndo apresenta o cédon de terminagdo. As duas
CDS foram entdo comparadas utilizando o programa BLASTn, que mostrou uma
similaridade de 1151 bases com 98% de identidade entre a extremiodade 5’ da
primeira CDS e a extremidade 3’ da segunda. A Figura 17 apresenta essa anotagao
visualizada pelo programa ARTEMIS; nela pode-se observar as duas CDS (em
amarelo), a regido homoéloga (em azul) e o “gap” entre as duas sequéncias. E
possivel que tenha ocorrido um erro de sequenciamento ou anotagdo nessa regiao,
e que as CDS LbrM17_V2.0100 e LbrM17_V2.0110 constituam um unico gene
funcional ou um pseudogene.

A regido amplificada do cromossomo 20 (Lbr.chr20: 614.825 - 646.380 (-))
possui aproximadamente 32 kb de extensio e é constituida por 8 CDS, das quais 6
codificam proteinas hipotéticas. Trés CDS nado foram identificadas pelos
microarranjos de DNA, uma CDS codificante da piroglutamil-peptidase |
(LbrM20_V2.1500) e duas codificantes de proteinas hipotéticas. E interessante
observar que as cinco CDS identificadas nessa regido estdo em média 8X
amplificadas, sendo que quatro delas codificam proteinas hipotéticas. Apenas uma
CDS tem funcéo predita (LbrM20_V2.1540 — RNA helicase dependente de ATP). E
possivel que essas proteinas hipotéticas confiram vantagens seletivas as

populagdes resistentes ao Sblll de L. (V.) braziliensis.
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> ~18kb

receptor-type adenylate cyclase, putative

> ~17kb

tuzin hypothetical protein

g e lpiia

v cytoskeleton-associated L calpain-like cysteine peptidase,
receptor-type adenylate cyclase b protein CAPS.5, putative,cysteine peptidase,

putative,cysteine peptidase,  (jan CA, family C2, putative
Clan CA, family C2, putative

Cromossomo 17 Cromossomo 31

> ~32kb

hypothetical protein, conserved
| A

| [ \
pyroglutamyl-peptidase | (PGP}, \L
putative;evidence=inferred by curator

ATP-dependent RNA helicase, putative

Cromossomo 20
Figura 16: Representagcao esquematica da regido amplificada dos cromossomos 17,
20 e 31 de L. (V.) braziliensis. A extensao da regido amplificada e os
produtos de cada CDS estdo indicados. CDS sao representadas por
retdngulos proporcionais a sua extensdo. Retangulos escuros
representam CDS nao identificadas nos ensaios de microarranjo de DNA,
enquanto retangulos claros representam CDS identificadas e amplificadas

na populagao resistente do parasito.

A ultima regido analisada tem aproximadamente 17 kb e esta localizada no
cromossomo 31 (Lbr.chr31: 201.419 - 218.406 (-)). Essa regiao inclui 6 CDS, sendo
trés delas codificantes de proteinas hipotéticas, duas provaveis codificantes de
cisteino-peptidases e uma CDS codificante da proteina tuzina (LbrM31_V2.0610).
Esta ultima, porém, ndo constitui um gene funcional uma vez que apresenta varios
cdédons de terminagdo ao longo de sua sequéncia. Duas CDS nao foram
identificadas nos microarranjos de DNA (uma proteina hipotética e tuzina), as
demais estavam em média 5X amplificadas na populagédo resistente de L. (V.)
braziliensis.

Outro dado importante é que, de acordo com os resultados dos
microarranjos de DNA gendmico, as quatro regides descritas neste trabalho estavam
amplificadas exclusivamente na populacao de L. (V.) braziliensis resistente ao Sblll,

nao tendo sido observado correlagao entre a amplificacdo destas CDS e o fenétipo
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de resisténcia ao Sblll nas demais espécies de Leishmania estudadas (L. (V.)

guyanensis, L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum chagasi).
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Figura 17: Anotacdo das CDS LbrM17_V2.0100 e LbrM17_V2.0110 visualizada
utilizando o programa ARTEMIS. Na Figura, as CDS estao representadas
por retdngulos amarelos e azuis. As regides em azul representam a area
de similaridade entre as duas CDS (ver texto). O retangulo branco
representa a lacuna (gap) na montagem do cromossomo, localizada entre
as duas CDS.

5.7.2. Busca por padroes conservados de amplificagcdo ou delegao
génica:

Para testar a hipotese de que L. (V.) braziliensis amplifica CDS ao acaso
como resposta a pressdo provocada por drogas foi realizada uma busca por
padroes moleculares associados as CDS amplificadas ou deletadas. Trabalhou-
se com trés possibilidades: 1) a distribuicdo das CDS ocorre completamente ao
acaso e nao existem padrdes moleculares entre as CDS estudadas; 2) a
distribuicdo das CDS ocorre parcialmente ao acaso e nesse caso macroregides
amplificadas (aquelas contendo varias CDS) teriam padrbes conservados entre
si; 3) existem regides gendbmicas onde ocorre preferencialmente a amplificacéo
ou delecao das CDS.

O teste consistiu inicialmente de comparagbes entre as regides
flanqueadoras (5" e 3') de cada CDS amplificada ou deletada. Convencionou-se
analisar uma extensao de 1.000 bases a partir de cada extremidade da CDS;
essas sequéncias foram selecionadas e comparadas utilizando o programa

BLASTn. As comparacgdes feitas seguiram o seguinte protocolo:
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a) Sequéncias flanqueadoras das 4 regides amplificadas mais extensas:
| —1.000nt (5 e 3') — Vs —1.000nt (5’ e 3’);
Il —1.000nt (5’ e 3’) — Vs — genoma completo.

b) Sequéncias flanqueadoras de todas as CDS alteradas:
| —1.000nt (5’ e 3’) CDS amp. — Vs — 1.000nt (5’ e 3’) CDS amp.;
Il —1.000nt (5" e 3’) CDS del. — Vs — 1.000nt (5’ e 3’) CDS del.;
[l —1.000nt (5’ e 3’) CDS amp. — Vs — 1.000nt (5’ e 3’) CDS del.

c) Sequéncias identificadas no item b:
| — todas as sequéncias identificadas — Vs — genoma completo;

Durante a anadlise, a selegdo das sequéncias conservadas mais
interessantes foi feita por inspecao visual de todos os resultados, considerando
diferentes parametros, como o tamanho da sequéncia, complexidade, numero de
alinhamentos significativos e numero de sequéncias alinhadas. As buscas por
padrées conservados tanto entre as CDS analisadas individualmente quanto entre
regides contendo varias CDS amplificadas retornaram apenas sequéncias de baixa
complexidade, especialmente de trechos com repetigdes contendo polipirimidinas,
(TC)n. Repeticdes desse tipo foram comparadas com o genoma completo de L. (V.)
braziliensis, e apresentaram ampla distribuicdo em todo o genoma, ndo sendo
encontrada uma correlacio entre tais repeti¢cdes e as CDS alteradas. Esse resultado
foi esperado, uma vez que trilhas de polipirimidinas sdo comuns em Leishmania e
estdo associadas ao mecanismo de “Splicing” do RNA.

Uma segunda estratégia foi a busca por motivos empregando o conjunto de
programas MEME/MAST/WEBLOGO v.4.3.0. Nesse caso, foram selecionadas CDS
no minimo 4X amplificadas ou deletadas na populagdo resistentes de L. (V.)
braziliensis, comparada a populagado selvagem. As sequéncias flanqueadoras de
CDS amplificadas e deletadas, bem como sequéncias 5 e 3’ foram analisadas
separadamente. Os parametros selecionados no MEME foram: numero qualquer de
ocorréncias de cada motivo por sequéncia (-mod tcm), numero maximo de motivo
identificados (nmotifs) = 10, numero minimo de sitios (-minsites) = 10, comprimento
minimo (-minw) = 6. Motivos com um e-value menor que 10 foram considerados

significativos.
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Os motivos identificados pelo MEME sao idénticos tanto entre CDS
amplificadas e deletadas quanto entre regides 5’ e 3’ e correspondem basicamente a
sequéncias repetitivas de dinucleotideos, como as sequéncias (TC)n (também
identificadas por BLAST), (CA)n, (GA)n e (GT)n. A Figura 18 € uma representagao
grafica dos alinhamentos do motivo mais frequente em todas as sequéncias (logo).
Estas repeticbes estdo amplamente distribuidas no genoma do parasito e ndo
apresentam correlagdo com as CDS amplificadas ou deletadas. Desse modo, os
resultados da busca por padrdes conservados em regides amplificadas ou deletadas
feito neste trabalho n&o retornou nenhum motivo especifico, sugerindo que a
amplificagdo ou delegdo de genes como resposta a pressao provocada por drogas
em L. (V.) braziliensis ocorre ao acaso, sendo selecionadas aquelas modificagdes

vantajosas (ou neutras) para a populagéao.
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Figura 18: Representacdo grafica dos alinhamentos das sequéncias do motivo mais
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frequente nas regides que flanqueiam CDS alteradas em L. (V.)
braziliensis. Na Figura, o tamanho do caractere representa o grau de

conservacao de cada nucleotideo.

5.7.3. Comparagoes com outras espécies de Leishmania:

Conforme descrito anteriormente, neste trabalho foram produzidas
populagdes resistentes ao Sblll de quatro espécies de Leishmania do Novo Mundo.
Todas as populagdes foram submetidas a ensaios de microarranjos de DNA
gendmico e de cDNA. Os resultados de microarranjos de DNA gendémico das 252
CDS alteradas em L. (V.) braziliensis foram comparados com as demais espécies
estudadas. O objetivo foi identificar eventos de amplificacdo e delegdo genética
associados a resisténcia a drogas; discriminando-os de eventos que possivelmente
ocorreram ao acaso. O presuposto basico dessa analise € o de que, CDS
amplificadas ou deletadas em diferentes populacbées submetidas a uma mesma

pressao seletiva, ttm uma maior probabilidade de estarem associadas ao fendétipo
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comum. Por outro lado, eventos de amplificacdo e delegdo de uma mesma CDS em
populagdes distintas, ttm uma maior probabilidade de terem ocorrido ao acaso.

Os resultados dessas comparagbes estdo representados na Figura 19.
Analisando as sequéncias como um todo, das 5.804 CDS identificadas pelos
microarranjos de DNA gendmico de L. (V.) braziliensis, 252 apresentaram algum tipo
de alteragdo numérica nessa espécie. Destas, 83 CDS apresentaram alteracdes
numeéricas distintas (amplificacdo e deleg¢do) quando comparadas com outras
populagdes de Leishmania submetidas a mesma pressdo seletiva; 157 CDS
possuiam alteragbes numéricas apenas em L. (V.) braziliensis e finalmente 12 CDS
apresentaram o mesmo tipo de alteracdo em mais de uma espécie.

A maioria das 128 CDS deletadas identificadas na populagéo de L. (V.)
braziliensis resistente ao Sblll foram amplificadas em populacdes resistentes de
outras espécies de Leishmania (65 em L. (V.) guyanensis e 01 em L. (L.)
amazonensis). Foram observadas ainda 54 CDS deletadas apenas em L. (V.)
braziliensis e apenas 08 CDS deletadas em mais de uma espécie. Destas, 04 CDS
foram deletadas em L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis e
outras 04 CDS foram deletadas em L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis.
Nenhuma das 128 CDS deletadas em L. (V.) braziliensis foi amplificada ou deletada
em L. (L.) infantum chagasi e apenas 01 CDS (LbrM35 V2.3860 — proteina
hipotética) ndo foi analisada em L. (V.) guyanensis.

Um perfil um pouco diferente foi observado nas CDS amplificadas na
populacdo de L. (V.) braziliensis resistente ao Sblll. A grande maioria das CDS
identificadas foram amplificadas apenas nessa populagéo (103 de 124 CDS). Foram
identificadas 15 CDS ausentes na populagédo resistente de L. (V.) guyanensis e 01
na populacdo resistente de L. (L.) amazonensis. Uma CDS (LbrM28 V2.1450 —
proteina hipotética conservada) foi amplificada nas populagdes resistentes ao Sblll
de L. (V.) braziliensis e L. (L.) infantum chagasi e deletada na populacao resistente
de L. (V.) guyanensis. Apenas 04 CDS foram amplificadas em L. (V.) braziliensis e L.
(V.) guyanensis. Nenhuma CDS foi amplificada em L. (V.) braziliensis e L. (L.)
amazonensis. Uma CDS (LbrM21_V2.0010 - fosfoglicano beta 1,3
galactosiltransferase 2) nao foi analisada em L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum
chagasi. As CDS que apresentaram o mesmo perfil de amplificagdo ou delegédo em
diferentes espécies de Leishmania estao apresentadas na Tabela 7.
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Figura 19: Distribuicdo das CDS alteradas na populagdo de L. (V.) braziliensis

resistente ao Sblll, comparadas a outras trés espécies de Leishmania. A

esquerda estdo representadas as 128 CDS deletadas e a direita as 124

CDS amplificadas. Todas as comparagbes foram baseadas nos ensaios

de microarranjos de DNA genbmico.

Tabela 7: CDS identificadas em L. (V.) braziliensis amplificadas ou deletadas em

mais de uma

espécie de Leishmania.

CDS

LbrM12_V2.0750
LbrM23_V2.0370
LbrM32_V2.1610
LbrM12_V2.0740
LbrM06_V2.0240

LbrM34_V2.3250

LbrM21_V2.0870
LbrM01_V2.0070
LbrM34_V2.3950
LbrM35_V2.2820
LbrM06_V2.0780
LbrmM28_V2.1330

Descrigao

surface antigen protein, putative
(H+)-ATPase G subunit, putative
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved

5'-3' exonuclease, putative

6-phosphogluconate
dehydrogenase, decarboxylating,
putative

small GTPase, putative
hypothetical protein
hypothetical protein, conserved
folylpolyglutamate synthetase
hypothetical protein
hypothetical protein

Situagio®
L. (V.) L.(V.) L.(L.) L. (L)

braziliensis guyanensis amazonensis infantum

chagasi
6,1 X Amp 2,0 X Amp SD SD
2,8 X Amp 2,3 X Amp SD SD
3,0 X Amp 2,3 X Amp SD SD
2,4 X Amp 3,3 X Amp SD SD
4,7 X Del 41,9 X Del 10,1 X Del SD
2,4 X Del 9,2 X Del 4,1 X Del SD
2,1 X Del 5,5 X Del 4,0 X Del SD
2,3 X Del 2,0 X Del 2,9 X Del SD
2,2 X Del 3,6 X Del SD SD
2,4 X Del 2,3 X Del SD SD
2,0 X Del 2,2 X Del SD SD
2,0 X Del 2,0 X Del SD SD

@ > resultados dos microarranjos de DNA gendmico: Amp — amplificado; Del — deletado;

SD — sem diferenca significativa.
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5.8. Estudos transcriptomicos de expressdao genética diferencial em
populacdes de L. (V.) braziliensis resistentes ao Sblll:

Conforme descrito anteriormente, amostras de DNA genémico e de cDNA
das populagdes de Leishmania selvagens e resistentes ao Sblll foram empregadas
em ensaios com microarranjos de DNA. Ambas as amostras foram empregadas
visando avaliar os efeitos genéticos do cultivo dos parasitos na presenga de Sblll e
correlaciona-los com o fendtipo de resisténcia a droga. Microarranjos contendo
amostras de DNA gendmico permitiram uma analise de alteragbes numéricas
(amplificagao e delegao) ocorridas na molécula de DNA do parasito. Por outro lado,
a analise de amostras de cDNA permite avaliar a expressao dos genes, amplificados
ou nao, a partir de seus transcritos de RNA.

Uma analise geral dos microarranjos de cDNA esta apresentada na Tabela
8. Dos 7.534 contigs que reconhecem sequéncias de L. (V.) braziliensis, 5.543
(73,6%) foram analisados e reconhecem transcritos distintos do parasito. Dos
contigs restantes, 1.080 (14,3%) reconhecem transcritos repetidos (contigs
diferentes que reconhecem um mesmo transcrito) e 911 contigs (cerca de 12,1%)
representam contigs que nao foram analisados (incluindo contigs duplicados) ou que
apresentaram resultados incoerentes (ver Tabela 9 e explicagdo a seguir).

Inicialmente foram considerados com diferenga significativa de expresséo os
transcritos cuja razdo entre o nivel de expressdo das populagbes selvagens e
resistentes ao Sblll fosse de no minimo 2X. Utilizando esse ponto de corte obteve-se
um total de 6.510 contigs sem diferenga de expressédo significativa, o que
corresponde a 86,4% do total de contigs dos microarranjos. Desses, 4.586 contigs
(60,9% do total de contigs) reconhecem transcritos distintos; 1.039 (13,8%) séao
contigs que reconhecem um transcrito ja identificado (transcritos repetidos) e 885
contigs (11,7%) n&o foram analisados e, portanto ndo se pode afirmar se houve ou
nao diferenga de expressao. Foram identificados ainda 1.024 contigs (13,6% do total
de contigs) com diferencas de expressdo. Destes, 957 (12,7%) correspondem a
transcritos distintos; 41 (cerca de 0,5%) correspondem a transcritos repetidos e 26
(cerca de 0,4%) representam contigs distintos que, além de reconhecerem um
mesmo transcrito, um deles indica aumento enquanto o outro indica diminuigdo no
nivel de expressdo do transcrito na populacéo resistente ao Sblll. Os transcritos
reconhecidos por esses contigs com resultados incoerentes estao relacionados na
Tabela 9.
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Tabela 8: Analise geral dos microarranjos de cDNA.

Contigs identificados
Sem diferenca de = Com diferenga de

X ~ Total
expressao expressao
Transcritos distintos 4.586 957 5.543
Duplicagoes 1.039 41 1.080
N.ao anallsac!os o.u resultadps ) 885 26 911
divergentes(incluindo duplicagdes)
Total 6.510 1.024 7.534

Tabela 9: Transcritos identificados por microarranjos de cDNA com

aumento de expressdo nas duas populagbes de L. (V.)

braziliensis.
cDS Descrigdo Aumento no r_livel de
expressao
LbrM03_V2.0230 hypothetical protein, conserved 2,5 XWTS 2,3 X SbR
LbrM04_V2.0330 hypothetical protein, conserved 2,4 XWTS 2,1 X SbR
LbrM06_V2.0320 oligopeptidase B-like protein 2,7 XWTS 2,0 X SbR
LbrM14_V2.0770 hypothetical protein, conserved 2,1 XWTS 2,1 X SbR
LbrM17_V2.0810 OSM3-like kinesin, putative 2,3 XWTS 2,0 X SbR
LbrM19_V2.0490 mitogen activated protein kinase, putative 2,7 XWTS 2,4 X SbR
LbrM20_V2.2130 hypothetical protein, conserved 3,5 XWTS 4,7 X SbR
LbrM24_V2.1800 hypothetical protein, conserved 4,2 XWTS 3,4 X SbR
LbrM25_V2.1640 elongation factor 2-like protein 3,8 XWTS 2,3 X SbR
LbrM26_V2.2610 hypothetical protein, unknown function 2,0 XWTS 4,3 X SbR
LbrM29_V2.0630 ABC transporter, putative 2,3 XWTS 2,2 X SbR
LbrM34_V2.0270 hypothetical protein, conserved 2,0 XWTS 9,6 X SbR
LbrM34_V2.2450 hypothetical protein, conserved 2,1 XWTS 2,2 X SbR

Desse modo, ao comparar os transcritos reconhecidos pelos contigs entre si,
foram observadas quatro situagdes distintas: 1) os transcritos foram reconhecidos
por um unico contig e possuem um valor de expressao diferencial associados a eles.
2) os transcritos foram reconhecidos por mais de um contig, com aumento ou ndo de
expressao, em uma mesma populagao; nesse caso o contig que apresentou 0 menor
nivel de expressdo diferencial foi retirado da andlise. 3) os transcritos foram
reconhecidos por mais de um contig, sendo que um deles indica aumento de
expressao na populagao resistente ao Sblll e o outro indica diminuigdo na expresséo
do mesmo transcrito nessa mesma populacdo; nesse caso ambos os resultados
foram retirados da analise. 4) os transcritos ndo foram analisados e nesse caso
foram retirados da analise independentemente de haver duplicacdes.

E importante ressaltar que a analise feita a seguir refere-se aos 5.543
transcritos distintos, ou seja, todos os transcritos identificados, exceto aqueles

retirados nas situagoes 2, 3 e 4 descritas acima.
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5.8.1. Transcritos identificados:

Conforme visto no item anterior, dos 5.543 transcritos identificados e
analisados em L. (V.) braziliensis, 957 transcritos (aproximadamente 17,3%)
apresentaram o nivel de expressdo aumentado ou diminuido pelo menos duas vezes
na populagdo do parasito resistente ao Sblll. Ao todo foram identificados 397
transcritos menos expressos e 560 transcritos com expressdao aumentada na
populagdo resistente do parasito. Foram identificados ainda 41 transcritos
diferencialmente expressos e reconhecidos por mais de um contig; destes, 12 estéao
menos expressos e 29 mais expressos. A Figura 20 mostra uma visdo geral dos
resultados de microarranjos de cDNA. As CDS correspondentes a cada transcrito
sdo representadas por pontos dispostos no grafico segundo a razdo entre as
intensidades de fluorescéncia das populag¢des resistentes e selvagens de L. (V.)
braziliensis. Valores positivos indicam aumento na expressao do transcrito na
populacao resistente ao Sblll, enquanto que valores negativos indicam diminui¢ao
no nivel de expressdo dos mesmos.

Comparando os niveis de expressdo de cada transcrito diferencialmente
expresso entre as duas populacdes de L. (V.) braziliensis (selvagem e resistente ao
Sblll), verificou-se que estes variaram de 2 a 13 vezes entre os transcritos menos
expressos e de 2 a 17 vezes nos transcritos mais expressos na populagao
resistente. A Figura 21 representa a distribuicdo destes transcritos segundo o nivel
de expressdo. Conforme pode ser observado, o nivel de expressdo da grande
maioria dos transcritos diferencialmente expressos (81% dos menos expressos e
67% dos mais expressos) foi de até 2,99 X. Transcritos 3 a 9,99 vezes mais
expressos foram observados em 19% e 32% das populagcdes selvagens e
resistentes ao Sblll, respectivamente. Seis transcritos tiveram sua expressao
aumentada em mais de 10 X na populacéo resistente ao Sblll, o que representa
cerca de 1% dos transcritos mais expressos nessa populagdo. Por outro lado,
apenas um transcrito (LbrM23 V2.0640 — Proteina hipotética) foi identificado com

uma reducgdo de pelo menos 10 X nessa mesma populagao.

98



‘oedINuIWIp wedipul soAlebau salojeA anb ojuenbua ‘oessaldxa ap ojuswine weslpul SoAlIsod saloje) ‘suabenjas o sajua)sisal
sogde|ndod seu oessaldxa op |9AJU O aJjus oezeld e opunbas soyuod Jod sepejussasdal oS O}lIOSUBI BpED B Sajuspuodsallod Sg9d
se ‘oolelb ON °||I19S Oe sejudlsisal @ suabeaas sisualjizelq A 7 ap sagdeindod ap YNQO op soluelleoloiw sop |esab asijeuy 0z ednbi4

ol

=

(]

(SLM [ ¥as) suefienjes
0 sejues|sed sedeindod edjue s0yjJasuel) 9p odewnu op oezey

ol

A4ds

19SS oe Sajualsisal @ suabeajos sisuaijizelq
A 7 2p sao3eindod we je1ousialip eoiuab oessaadxe ap asieuy

99



Distribuigido dos transcritos diferencialmente expressosem L. V.
braziliensis, segundo o nivel de expressio

20a2989 X

81% 302499 X

24%

024,99 X
16%

502999 X
8%

502999 X
3%

10,0 X ou mais

10,0 X ou mais

0,01% 1%
Transcritos mais expressos na Transcritos mais expressos na
populacao selvagem populac@o resistente

Figura 21: Distribuicao dos transcritos diferencialmente expressos identificados em L.
(V.) braziliensis, segundo o nivel de expressado. Na Figura, o percentual
de transcritos identificados mais expressos na populagdo selvagem,
segundo o nivel de expressao, esta apresentado no grafico a esquerda.
O percentual de transcritos identificados mais expressos na populagéo
resistente esta apresentado no grafico a direita. O nivel de expressao foi
determinado pela razao entre a expressao dos transcritos nas populacoes

selvagens e resistentes ao Sblll.

Também foi avaliada a distribuicdo dos transcritos segundo o cromossomo
onde se localizam suas respectivas CDS. Para isso os 35 cromossomos de L. (V.)
braziliensis foram agrupados em 5 categorias com aproximadamente o mesmo
numero de CDS anotadas (com base nas CDS anotadas de L. (V.) braziliensis,
TriTrypDB — V2.0). Em seguida o total de transcritos menos expressos (397), mais
expressos (560) e sem diferencas significativas de expressao (4.586) na populagéo
resistente ao Sblll, foram distribuidos nas cinco categorias. Foi observada uma
discreta diferenga na distribuicdo dos transcritos diferencialmente expressos: a
primeira categoria (cromossomos 1 a 14) agrupou o maior percentual de transcritos
cuja expressao foi reduzida na populagéo resistente ao Sblll (26%). A terceira
categoria (cromossomos 22 a 28) agrupou o maior percentual de transcritos com
expressdo aumentada na populacdo resistente ao Sblll (28%). A quinta categoria
(cromossomos 33 a 35) agrupou o menor percentual de transcritos com aumento na
expressao (14%). Os demais resultados mantiveram-se aproximadamente iguais ao
percentual de CDS analisadas, com uma variagdo de no maximo 3%. Esses
resultados podem ser observados na Tabela 10.
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Tabela 10:

cromossomos de L. (V.) braziliensis.

Distribuicdo dos transcritos analisados por

CDS Transcritos
Cromossomos A . Menos Mais Sem
notadas Analisadas .

expressos expressos diferenca
1a14 1762 — 21% 1183 - 21% 104 — 26% 120 - 21% 959 — 21%
15a 21 1698 — 20% 1009 — 18% 70 — 18% 115 -21% 824 — 18%
22 a 28 1746 — 21% 1241 — 22% 77 —20% 159 — 28% 1005 — 22%
29 a 32 1471 — 18% 974 — 18% 65 — 16% 88 — 16% 821 -18%
33a35 1633 — 20% 1136 — 21% 81 —-20% 78 —14% 977 — 21%
Total 8310 —100% 5543 —100% 397 —100% 560—-100% 4586 —100%

Por ultimo, foram identificados os transcritos com maior e com menor nivel
de expressdo na populagao de L. (V.) braziliensis resistente ao Sblll, comparado
com a populagdo selvagem. Foram selecionados entdo os transcritos pelo menos
5,0 X mais expressos em uma das populagbes consideradas (selvagem ou
resistente ao Sblll). Ao todo foram identificados 65 transcritos, 51 mais expressos e
14 menos expressos na populagao resistente ao Sblll. A maior parte dos transcritos
codifica proteinas hipotéticas: 31 dos 51 transcritos mais
61%) e 11 dos 14

(aproximadamente 79%). Os demais transcritos codificam proteinas quinases e

eXpressos

(aproximadamente transcritos menos expressos
fosfatases, proteinas associadas a membrana, replicagdo e reparo entre outras.
Uma observagao interessante € a baixa correlagdo entre esses transcritos mais
expressos e as CDS amplificadas ou deletadas, mencionadas na analise genémica
dessas mesmas populagdes. A Tabela 11 relaciona os transcritos mais ou menos

expressos na populacgéo resistente ao Sblll de L. (V.) braziliensis:

Tabela 11: Transcritos identificados pelo menos 5,0 X mais ou menos expressos na
populacao resistente ao Sblll de L. (V.) braziliensis.

CcDs Descrigao Situagao

LbrM14_V2.1000
LbrM27_V2.1230
LbrM31_V2.1020
LbrM07_V2.0980
LbrM30_V2.3340
LbrM18_V2.0660
LbrM24_V2.1290
LbrM21_V2.0010
LbrM08_V2.0750

hypothetical protein, conserved

intraflagellar transport protein IFT88, putative
hypothetical protein, conserved

hypothetical protein, conserved

UV excision repair RAD23-like protein
hypothetical protein, conserved

amastin-like surface protein-like protein
phosphoglycan beta 1,3 galactosyltransferase 2
protein kinase, putative

16,8 X mais expresso
14,6 X mais expresso
13,2 X mais expresso
11,5 X mais expresso
10,7 X mais expresso
10,6 X mais expresso
8,8 X mais expresso
8,5 X mais expresso
8,3 X mais expresso
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LbrM10_V2.1450
LbrM15_V2.0220
LbrM07_V2.0160
LbrM11_V2.0160
LbrM20_V2.1490
LbrM31_V2.0650
LbrM20_V2.1540
LbrM14_V2.1050
LbrM04_V2.0210
LbrM32_V2.3300
LbrM28_V2.0460
LbrM28_V2.2320
LbrM33_V2.0700
LbrM02_V2.0650
LbrM15_V2.0830
LbrM22_V2.0130
LbrM07_V2.0630
LbrM13_V2.1540
LbrM27_V2.0960
LbrM24_V2.1450
LbrM27_V2.0300
LbrM35_V2.2190
LbrM03_V2.0490
LbrM24_V2.0090
LbrM32_V2.3190
LbrM20_V2.1560
LbrM26_V2.1430
LbrM27_V2.0610
LbrM07_V2.0070
LbrM29_V2.1160
LbrM24_V2.1050
LbrM28_V2.0710
LbrM19_V2.1050
LbrM35_V2.5760
LbrM10_V2.0670
LbrM06_V2.0310
LbrM32_V2.2390
LbrM27_V2.1450
LbrM28_V2.1930
LbrM21_V2.2170
LbrM05_V2.0830
LbrM07_V2.1100
LbrM23_V2.0640
LbrM28_V2.0770
LbrM29_V2.0190
LbrM15_V2.1150
LbrM07_V2.0040
LbrM23_V2.1160
LbrM15_V2.0530
LbrM22_V2.0420
LbrM35_V2.5570
LbrM08_V2.0030
LbrM21_V2.0760
LbrM01_V2.0130
LbrM26_V2.2400
LbrM30_V2.3360

phosphate-repressible phosphate permease-like protein

hypothetical protein, conserved

protein kinase, putative

hypotehtical protein

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, unknown function
ATP-dependent RNA helicase, putative
dynein heavy chain, putative
hypothetical protein, conserved in leishmania
hypothetical protein, conserved
ribonuclease lI-like protein, putative
cullin 2, putative

hypothetical protein, conserved
mitochondrial carrier protein, putative
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
pyrroline-5-carboxylate reductase
2-oxoglutarate dehydrogenase subunit, putative
kinesin, putative

acyl carrier protein, putative
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
calpain-like cysteine peptidase, putative
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, unknown function

serine/threonine protein phosphatase catalytic subunit,

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, unknown function
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
arginyl-tRNA synthetase, putative
protein kinase, putative

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved

60S acidic ribosomal protein P2
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
vesicle-associated membrane protein, putative
dual specificity protein phosphatase, putative
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved

8,2 X mais expresso
8,2 X mais expresso
7,9 X mais expresso
7,9 X mais expresso
7,9 X mais expresso
7,8 X mais expresso
7,7 X mais expresso
7,6 X mais expresso
7,6 X mais expresso
7,6 X mais expresso
7,5 X mais expresso
7,5 X mais expresso
7,4 X mais expresso
7,3 X mais expresso
7,3 X mais expresso
7,3 X mais expresso
7,3 X mais expresso
7,3 X mais expresso
6,5 X mais expresso
6,4 X mais expresso
6,3 X mais expresso
6,3 X mais expresso
5,9 X mais expresso
5,8 X mais expresso
5,8 X mais expresso
5,7 X mais expresso
5,6 X mais expresso
5,5 X mais expresso
5,5 X mais expresso
5,4 X mais expresso
5,4 X mais expresso
5,4 X mais expresso
5,4 X mais expresso
5,3 X mais expresso
5,2 X mais expresso
5,2 X mais expresso
5,2 X mais expresso
5,2 X mais expresso
5,1 X mais expresso
5,1 X mais expresso
5,1 X mais expresso
5,0 X mais expresso
12,7 X menos expresso
9,8 X menos expresso
8,6 X menos expresso
7,0 X menos expresso
6,6 X menos expresso
6,2 X menos expresso
6,1 X menos expresso
5,9 X menos expresso
5,8 X menos expresso
5,7 X menos expresso
5,5 X menos expresso
5,5 X menos expresso
5,2 X menos expresso
5,1 X menos expresso
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5.8.2. Anotacao funcional dos transcritos identificados:

Além da anotacgao estrutural descrita anteriormente foi realizada a anotagao
funcional dos 957 transcritos identificados pelos microarranjos de cDNA. Para tanto
foram utilizadas duas abordagens distintas: a) o banco de dados ENZYME (Enzyme
nomenclature database) que € um repositério contendo informagdes relativas a
nomenclatura de enzimas baseado nas recomendacbes da “Nomenclature
Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology”
(IUBMB) e que descreve cada tipo de enzima caracterizado através de um numero
conhecido como numero EC (Enzyme Commission); b) a classificagdo em categorias
funcionais baseada no banco de dados COG (Cluster of Ortholog Groups), que
consiste em proteinas e dominios de 66 genomas distintos anotados em categorias
funcionais representadas por cédigos de uma letra.

A busca utilizando o banco de dados ENZYME reportou ao todo 101
enzimas anotadas que reconheceram 140 transcritos diferentes de L. (V.)
braziliensis. Destas, 87 enzimas reconheceram apenas um dos 957 transcritos
diferencialmente expressos, sendo 50 transcritos mais expressos e 37 transcritos
menos expressos na populagdo resistente ao Sblll. A Tabela 12 relaciona esses
transcritos; nela estdo apresentadas a CDS, EC Number, descrigdo da enzima
correspondente e o nivel de expressdo em relagdo a populagdo de L. (V.)
braziliensis resistente ao Sblll.

Tabela 12: Anotagdo dos transcritos diferencialmente expressos, segundo o
banco de dados ENZYME.

CcDSs NuIrEn(i)er Enzima Situacgao
LbrM13_V2.1540 1.5.1.2 Pyrroline-5-carboxylate reductase 7,3 X mais expresso
LbrM27_V2.1450 6.1.1.19  Arginine--tRNA ligase 5,2 X mais expresso
LbrM33_V2.1960 2.7.7.7 DNA-directed DNA polymerase 4,6 X mais expresso
LbrM07_V2.0130 2.1.1.61 tﬁgﬁy}gg:}géé:inomethy"z'thiouridy'ate)' 4,5 X mais expresso
LbrM35_V2.2820 6.3.2.17  Tetrahydrofolate synthase 4,2 X mais expresso
LbrM10_V2.0170 3.6.1.42 Guanosine-diphosphatase 4,0 X mais expresso
LbrM19_V2.0980 2.7.7.6 DNA-directed RNA polymerase 3,7 X mais expresso
LbrM35_V2.3890 3.6.1.13  ADP-ribose diphosphatase 3,7 X mais expresso
LbrM35_V2.4420 1.6.5.5 NADPH:quinone reductase 3,4 X mais expresso
LbrM32_V2.1460 3.5.1.88 Peptide deformylase 3,3 X mais expresso
LbrM24 _V2.1790 2.7.1.123 Transferred entry: 2.7.11.17 3,2 X mais expresso
LbrM31_V2.0010 2.1.1.14 g'_“r;zttmttf;rna:fi‘:;gteroy”rig'“tamate“homocyStei”e 3,2 X mais expresso
LbrM29_V2.0910 3.5.4.3 Guanine deaminase 3,1 X mais expresso
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LbrM06_V2.0350
LbrM31_V2.2750

LbrM23_V2.0300

LbrM34_V2.5290

LbrM31_V2.1330
LbrM26_V2.2640
LbrM21_V2.0170
LbrM17_V2.1490
LbrM27_V2.0600
LbrM33_V2.0720
LbrM26_V2.0330
LbrM23_V2.0290
LbrM27_V2.1010
LbrM35_V2.1950
LbrM09_V2.0350
LbrM27_V2.2230
LbrM18_V2.1520
LbrM26_V2.0840
LbrM18_V2.0760
LbrM35_V2.2580
LbrM14_V2.1540
LbrM20_V2.3180
LbrM19_V2.0860
LbrM24_V2.2110
LbrM18_V2.0570
LbrM29_V2.0070

LbrM27_V2.0100

LbrM24_V2.1910
LbrM33_V2.2680
LbrM16_V2.0750

LbrM06_V2.0930

LbrM35_V2.2870
LbrM29_V2.2570
LbrM16_V2.0590
LbrM29_V2.2290

LbrM24_V2.0790

LbrM35_V2.5670
LbrM13_V2.0680
LbrM32_V2.3210

LbrM35_V2.4430

LbrM01_V2.0550
LbrM13_V2.0050
LbrM28_V2.2890
LbrM22_V2.1430
LbrM05_V2.0980
LbrM31_V2.1840

6.3.1.2
3.1.13

1.5.1.3

3.6.3.-

3.5.1.14
2.7.2.11
5.99.1.2
1.1.3.8
3.4.22.17
1.3.1.71
3.4.11.-
6.3.4.5
1.3.99.10
1.21.3
4.1.99.3
1.17.4.1
1.6.5.3
6.3.1.1
2.3.3.1
2.6.1.5
5514
2.71.20
3.4.11.18
1.1.1.100
4213
6.1.1.2

1.14.-.-

3.1.1.5
3.6.5.1
2212

2.6.1.16

2.3.1.12
2.7.7.19
3523
2.711.24

1.1.1.38

2793
3.4.99.41
2746

2.7.8.15

6.2.1.3
3.1.26.4
1.9.31
27124
1.6.99.3
2.3.1.16

Glutamate--ammonia ligase

Triacylglycerol lipase

Dihydrofolate reductase; 2.1.1.45 Thymidylate
synthase; 1.5.1.33 Pteridine reductase

Acting on acid anhydrides; catalyzing transmembrane

movement of substances.
Aminoacylase

Glutamate 5-kinase

DNA topoisomerase

L-gulonolactone oxidase

Transferred entry: 3.4.22.52 and 3.4.22.53
Delta(24(24(1)))-sterol reductase
Aminopeptidases.

Argininosuccinate synthase
Isovaleryl-CoA dehydrogenase
Aldehyde dehydrogenase (NAD(+))
Deoxyribodipyrimidine photo-lyase
Ribonucleoside-diphosphate reductase
NADH dehydrogenase (ubiquinone)
Aspartate--ammonia ligase

Citrate (Si)-synthase

Tyrosine transaminase
Inositol-3-phosphate synthase
Adenosine kinase

Methionyl aminopeptidase
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase
Aconitate hydratase

Tryptophan--tRNA ligase

Acting on paired donors, with incorporation or
reduction of molecular oxygen.

Lysophospholipase
Heterotrimeric G-protein GTPase

Transaldolase
Glutamine--fructose-6-phosphate transaminase
(isomerizing)

Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase
Polynucleotide adenylyltransferase
Dihydroorotase

Mitogen-activated protein kinase

Malate dehydrogenase (oxaloacetate-
decarboxylating)

Selenide, water dikinase
Transferred entry: 3.4.24.64

Nucleoside-diphosphate kinase

UDP-N-acetylglucosamine--dolichyl-phosphateN-
acetylglucosaminephosphotransferase

Long-chain-fatty-acid--CoA ligase
Ribonuclease H

Cytochrome-c oxidase
Dephospho-CoA kinase

NADH dehydrogenase
Acetyl-CoA C-acyltransferase

3,1 X mais expresso
3,0 X mais expresso

2,9 X mais expresso

2,8 X mais expresso

2,7 X mais expresso
2,7 X mais expresso
2,7 X mais expresso
2,7 X mais expresso
2,7 X mais expresso
2,6 X mais expresso
2,6 X mais expresso
2,6 X mais expresso
2,5 X mais expresso
2,4 X mais expresso
2,4 X mais expresso
2,4 X mais expresso
2,3 X mais expresso
2,3 X mais expresso
2,3 X mais expresso
2,3 X mais expresso
2,3 X mais expresso
2,3 X mais expresso
2,2 X mais expresso
2,2 X mais expresso
2,2 X mais expresso
2,2 X mais expresso

2,2 X mais expresso

2,2 X mais expresso
2,2 X mais expresso
2,1 X mais expresso

2,1 X mais expresso

2,1 X mais expresso
2,1 X mais expresso
2,1 X mais expresso
2,1 X mais expresso

2,0 X mais expresso

2,0 X mais expresso
4,9 X menos expresso
3,8 X menos expresso

3,0 X menos expresso

2,9 X menos expresso
2,9 X menos expresso
2,8 X menos expresso
2,7 X menos expresso
2,7 X menos expresso
2,6 X menos expresso
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LbrM23_V2.1030 3.4.11.1 Leucyl aminopeptidase 2,5 X menos expresso
LbrM24_V2.2330 1.14.19.1 Stearoyl-CoA 9-desaturase 2,5 X menos expresso
LbrM26_V2.2150 4.2.1.46  dTDP-glucose 4,6-dehydratase 2,5 X menos expresso
LbrM33_V2.3000 2.3.1.41 Beta-ketoacyl-acyl-carrier-protein synthase | 2,5 X menos expresso
LbrM06_V2.0620 4.2.1.1 Carbonate dehydratase 2,4 X menos expresso
LbrM35_V2.0300 2.4.1.83  Dolichyl-phosphate beta-D-mannosyltransferase 2,4 X menos expresso
LbrM30_V2.0220 2.1.1.- Methyltransferases. 2,4 X menos expresso
LbrM14_V2.0650 2.3.1.119 Icosanoyl-CoA synthase 2,4 X menos expresso
LbrM32_V2.3750 3.1.13.- Exoribonucleases producing 5'-phosphomonoesters. 2,3 X menos expresso
LbrM30_V2.3580 1.14.14.- y:ét;]rgi(::gg: 2?;;”:;2?3’%??;%”;? SN G G 2,3 X menos expresso
LbrM14_V2.1330 4.2.1.11 Phosphopyruvate hydratase 2,3 X menos expresso
LbrM33_V2.2810 3.4.17.19 Carboxypeptidase Taq 2,3 X menos expresso
LbrM30_V2.3120 6.1.1.9 Valine--tRNA ligase 2,3 X menos expresso
LbrM07_V2.0090 2.1.1.13  Methionine synthase 2,2 X menos expresso
LbrM05_V2.0940 3.4.14.4 Dipeptidyl-peptidase I 2,2 X menos expresso
LbrM06_V2.0720 4.2.1.16  Transferred entry: 4.3.1.19 2,2 X menos expresso
LbrM09_V2.0850 3.4.21.83 Oligopeptidase B 2,2 X menos expresso
LbrM19_V2.1320 6.1.1.20 Phenylalanine--tRNA ligase 2,2 X menos expresso
LbrM34_V2.4760 3.5.4.6 AMP deaminase 2,2 X menos expresso
LbrM33_V2.0520 1.1.1.19  Glucuronate reductase 2,1 X menos expresso
LbrM20_V2.2190 3.6.3.1 Phospholipid-translocating ATPase 2,1 X menos expresso
LbrM16_V2.0670 4.2.99.18 DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase 2,1 X menos expresso
LbrM30_V2.0690 1.6.6.1 Transferred entry: 1.7.1.1 2,1 X menos expresso
LbrM35_V2.4670 3.5.1.1 Asparaginase 2,1 X menos expresso
LbrM34_V2.2630 1.3.-.- Acting on the CH-CH group of donors. 2,1 X menos expresso
LbrM13_V2.1480 1.14.99.7 Squalene monooxygenase 2,0 X menos expresso
LbrM18_V2.0220 5.4.99.9 UDP-galactopyranose mutase 2,0 X menos expresso
LbrM28_V2.0150 2.7.1.33  Pantothenate kinase 2,0 X menos expresso

Além destas enzimas, outras 14 enzimas foram reconhecidas por mais de
um transcrito. O numero de transcritos reconhecidos por enzima variou de 2 a 14
transcritos diferencialmente expressos. Os transcritos correspondentes a cada
enzima foram comparados e observou-se que onze das catorze enzimas foram
reconhecidas por pelo menos um transcrito mais expresso e um transcrito menos
expresso na populacdo resistente ao Sblll. Trés das catorze enzimas foram
reconhecidas apenas por transcritos mais expressos na populagao resistente ao
Sblll (EC Number: 3.4.25.1 — Proteasome endopeptidase complex; EC Number:
2.7.1.137 — Phosphatidylinositol 3-kinase; EC Number: 2.7.1.- -Phosphotransferases
with an alcohol group as acceptor).

Uma segunda abordagem na anotagdo funcional dos transcritos foi a
classificagdo destes em categorias funcionais de acordo com o banco de dados

COG. O transcriptoma predito de L. (V.) braziliensis foi comparado com as
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sequéncias protéicas ou dominios de 66 genomas anotados no COG utilizando o
programa BLASTx. Os transcritos identificados que apresentaram um e-value de no
minimo 10 foram selecionados e classificados segundo a categoria funcional de
seus provaveis ortdlogos. A Figura 22 mostra a distribuicdo de todos os transcritos
identificados, dos transcritos mais expressos e dos transcritos menos expressos na
populacao resistente de L. (V.) braziliensis, de acordo com as categorias funcionais
anotadas no COG.

Comparando os transcritos de L. (V.) braziliensis com os dados dos 66
genomas anotados no COG, foram identificados ao todo 2.407 transcritos, dos quais
251 foram mais expressos na populagao resistente ao Sblll e 163 foram menos
expressos nessa mesma populacdo. Conforme pode ser visto na Figura 22, a
maioria dos transcritos identificados apresenta apenas predi¢des gerais de fungao
(categoria R), enquanto que as categorias com menor numero de transcritos
identificados (Outras) representam 29 a 38% do total de transcritos identificados em
cada populacéo.

Comparando a distribuicdo dos transcritos mais expressos na populagao
resistente ao Sblll com o total de transcritos identificados, observa-se no primeiro
caso um discreto aumento na frequéncia de transcritos associados ao metabolismo e
transporte de aminoacidos (categoria E), transcricdo (categoria K) e replicagao,
recombinacdo e reparo (categoria L), além de uma diminuicdo na frequéncia das
categorias tradugao, estrutura ribossomal e biogénese (categoria J) e modificagéo
pos-traducional, “turnover” protéico, chaperonas (categoria O).

Por outro lado, a comparacdo entre a distribuicdo dos transcritos menos
expressos na populacao resistente ao Sblll e o total de transcritos identificados em
L. (V.) braziliensis, indica no primeiro caso um aumento na frequéncia de transcritos
associados ao metabolismo de aminoacidos (categoria E) e metabolismo e
transporte de lipidios (categoria 1), além de uma diminuicdo na frequéncia das
categorias estrutura ribossomal e biogénese (categoria J), transcricao (categoria K),
replicacdo, recombinagao e reparo (categoria L) e mecanismos de transdugao de
sinal (categoria T). Os resultados dos transcritos mais e transcritos menos expressos
na populagao resistente ao Sblll sugerem um papel importante dos mecanismos de
armazenagem e processamento da informagao no fendtipo de resisténcia a drogas

em Leishmania.
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L. V. braziliensis - Transcritos identificados

E | E = Metabolismo e transporte de aminodcidos
4% 3% J

I 2 Metabaolismo e transporte de lipidios

1> Tradugio, estrutura ribosomal e biogengése

K - Transcricio

L - Replicacao, recombinagao e reparo

0 > Modificacdo pos-traducional, "tumover”
proteico, chaperonas

R = Apenas predicoes gerais de fungdo

T - Mecanismaos de transducdo de sinal
Outras - Outras categorias funcionais

L. V. braziliensis - Transcritos mais expressos L. V. braziliensis - Transcritos menos expressos

E |

5% 39 7’%

10%

6%

6%

Figura 22: Distribui¢cao dos transcritos identificados de L. (V.) braziliensis, segundo as
categorias funcionais do banco de dados COG. Na Figura, os graficos
indicam o percentual de transcritos anotados em cada categoria no
transcriptoma de L. (V.) braziliensis (acima); nos transcritos mais
expressos (a esquerda) e menos expressos (a direita) na populagéao
resistente ao Sblll. As categorias funcionais sdo representadas por
codigos de uma letra descritos na legenda. A Figura mostra apenas as
categorias com maior numero de transcritos identificados; a categoria

“outras” agrupa todas as demais categorias definidas no COG.

5.8.3. Comparagées com bancos de dados de alvos para drogas e
com o genoma humano:

A anotacdo dos transcritos diferencialmente expressos identificados pelos
microarranjos de cDNA é fundamental para estudos de novos alvos para a
quimioterapia das leishmanioses. Uma analise complementar a essa foi realizada
comparando-se esses transcritos identificados com bancos de dados de drogas ja
existentes. Essa analise fornece informagdes importantes sobre a fisiologia celular
em resposta a pressao provocada por drogas. Foram comparadas as sequéncias de

aminoacidos preditas dos 957 transcritos diferencialmente expressos identificados
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pelos microarranjos de cDNA e 4.535 sequéncias de aminoacidos de alvos
moleculares para drogas, depositadas no banco de dados “Drug_Bank”
(http://www.drugbank.ca/ acessado em 03/01/2010). Foi utilizado o algoritmo

BLASTp com suas configuragdes padrao; alinhamentos com e-value de no minimo
10 foram considerados significativos.

Dos 957 transcritos comparados com o banco de dados Drug_Bank, 247
foram identificados com pelo menos um alvo para drogas. Esses 247 transcritos
reconheceram um total de 191 alvos, sendo sete 0 nUumero maximo de transcritos
que reconheceram um mesmo alvo. A Tabela 16 relaciona os alvos moleculares
para drogas reconhecidos com maior frequéncia pelos transcritos diferencialmente
expressos de L. (V.) braziliensis. Nela estdo apresentados o codigo do alvo para
drogas, conforme disponivel no Drug Bank, o numero de transcritos que

reconheceram o alvo e a descricdo do mesmo.

Tabela 13: Frequéncia e descricdo dos alvos para drogas mais encontrados
entre os transcritos diferencialmente expressos de L. (V.) braziliensis.

Drug_Bank alvo N[O Frequéncia Descrigao
drugbank_target|4288 7 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX6
drugbank_target|3303 Early endosome antigen 1
drugbank_target|5280 Kinesin heavy chain
drugbank_target|2963 Myosin-11
drugbank_target|3327 Chromatin remodelling complex ATPase chain Iswi
drugbank_target|3046 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 2
drugbank_target|314 System N amino acid transporter 1
drugbank_target|3202 Actin, alpha skeletal muscle
drugbank_target|3231 Death-associated protein kinase 1
drugbank_target|5310 Thermosome subunit alpha
drugbank_target|5454 Internalin-A
drugbank_target|5543 Platelet-activating factor acetylhydrolase 1B alpha subunit

W W W wWwwwowbsdbs~hoaou

Dos 247 transcritos identificados, 147 foram mais expressos e 100 foram
menos expressos na populacdo resistente ao Sblll. Cento e cinquenta e oito
transcritos reconheceram um unico alvo, enquanto 33 transcritos reconheceram mais
de um. Dentre os 12 alvos identificados com maior frequéncia, trés
(Drugbank_target| 3046, 5454 e 5543) foram reconhecidos apenas por transcritos
mais expressos na populagao resistente ao Sblll; os demais 9 foram reconhecidos

por transcritos mais e menos expressos na mesma populagao.

108



Cada um dos alvos estd associado a uma ou mais drogas relacionadas no
banco de dados Drug_Bank. Assim, foram identificadas 293 drogas associadas aos
191 alvos reconhecidos pelos transcritos diferencialmente expressos de L. (V.)
braziliensis. Duzentos e trés drogas foram associadas a apenas um dos alvos
selecionados; as demais 90 drogas estdo associadas a diferentes alvos que podem
variar de 2 a 32. As drogas relacionadas no Drug_Bank e selecionadas nessa
analise incluem desde aminoacidos (L-histidina e L-glutamina etc.), coenzimas e
vitaminas (Biotina, vitamina A, vitamina E etc.) e acidos graxos (acido linoléico) até
drogas avaliadas experimentalmente na quimioterapia das leishmanioses como
metotrexato, vimblastina e terbinafina e de outras doengas (tamoxifeno, ciclosporina,
rifabutina e naftifina). A Tabela 17 relaciona as drogas identificadas com maior

freqUéncia entre os 191 alvos selecionados nesse estudo.

Tabela 14: Drogas identificadas com maior frequéncia entre os 191 alvos
reconhecidos pelos transcritos diferencialmente expressos de L.

(V.) braziliensis.

Drug_Bank Frequéncia Nome genérico Férmula NL’l.mero de
NO registro CAS
DB03431 32 Adenosine-5'-Diphosphate  C10H15N5010P2 20398-34-9
DB04395 17 ig%ﬁg\ggi’;};gpé‘;ﬁho”'c C10H17NBO12P3  Not Available
DB01867 14 Ethylene Glycol C2H602 107-21-1
DB04184 12 Acetate lon C2H302 Not Available
DB04315 10 Guanosine-5'-Diphosphate  C10H15N5011P2 146-91-8
DB03684 8 2-Methyl-2,4-Pentanediol C6H1402 Not Available
DB00157 7 NADH C21H29N7014P2 606-68-8
DB01694 7 D-tartaric acid C4H606 147-71-7
DB02010 7 Staurosporine C28H26N403 62996-74-1
DB02482 7 Phosphonothreonine C4H10NOG6P Not Available

Além das sequéncias depositadas no Drug Bank, os 957 transcritos
diferencialmente expressos foram comparados com o proteoma predito humano. O
objetivo foi identificar potenciais alvos para quimioterapia das leishmanioses com
pouca similaridade com as proteinas humanas. Para isso, foram comparadas as
sequéncias de aminoacidos preditas dos 957 transcritos diferencialmente expressos
identificados pelos microarranjos de cDNA e 37.391 sequéncias de aminoacidos do

proteoma predito de Homo sapiens, depositadas no NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, acessado em 03/01/2010). Foi utilizado o algoritmo
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BLASTp com suas configuragdes padrao; alinhamentos com e-value de no minimo
10 foram considerados significativos.

Dos 957 transcritos diferencialmente expressos de L. (V.) braziliensis, 463
foram identificados no proteoma predito humano, sendo 274 transcritos mais
expressos e 189 transcritos menos expressos na populagdo resistente ao Sblll.
Foram identificados 167 transcritos que codificam proteinas hipotéticas (36% do total
de transcritos identificados). Como o objetivo dessa analise é identificar dentre os
transcritos diferencialmente expressos aqueles cujas proteinas apresentem pouca
similaridade com proteinas humanas, os 494 transcritos de L. (V.) braziliensis
restantes (ndo identificados utilizando BLASTp) foram selecionados e comparados
com as sequéncias de aminoacidos disponiveis no banco de dados Drug_Bank
(conforme descrito anteriormente).

Ao todo foram identificados 15 transcritos diferencialmente expressos de L.
(V.) braziliensis sem similaridade com proteinas humanas (segundo os critérios
especificados acima) e que possuem alvos moleculares para drogas descritas no
banco de dados Drug Bank. Cada transcrito reconheceu um alvo diferente
depositado no Drug_Bank, porém é importante observar que mesmo alvos diferentes
podem estar associados a uma mesma droga. Ao todo foram identificadas 29 drogas
para as 15 proteinas codificadas pelos transcritos, das quais uma € utilizada como
suplemento alimentar (DB00122 — Colina) enquanto outra é utilizada no tratamento
de problemas respiratérios (DB01411 — Pranlukast). Um detalhe interessante é que
esta ultima esta associada a um transcrito que codifica uma proteina hipotética
menos expressa na populacao resistente ao Sblll. As demais drogas ndo possuem
indicacdo de uso disponibilizadas no Drug Bank. A Tabela 18 relaciona os 15

transcritos identificados nessa etapa, seus produtos e drogas associadas:
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Tabela

15: Descrigdo das proteinas e drogas associadas aos transcritos

diferencialmente expressos sem similaridade significatica com o

proteoma humano e identificadas no banco de dados Drug_Bank.

Transcrito

Descrigao

Drogas

LbrM05_V2.1210

LbrmM06_V2.0620

LbrM15_V2.0340

LbrM18_V2.0220

LbrM20_V2.2970
LbrM23_V2.1820
LbrM26_V2.0300

LbrM28_V2.1740

LbrM31_V2.0010

LbrM31_V2.2750
LbrM32_V2.1280
LbrM32_V2.1460

LbrM34_V2.1390
LbrM35_V2.6110

LbrM35_V2.7010

surface antigen like protein

carbonic anhydrase family protein,
putative

ecotin, putative

UDP-galactopyranose mutase

aldose 1-epimerase-like protein
hypothetical protein, conserved

ras-like small GTPases, putative

hydrolase, alpha/beta fold family,
putative

5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--
homocysteine methyltransferase,
putative

lipase, putative

hypothetical protein, conserved

polypeptide deformylase-like protein,
putative

choline/ethanolamine kinase, putative
hypothetical protein, conserved
2,3-bisphosphoglycerate-independent
phosphoglycerate mutase

Acetate lon

Acetate lon,

Ethylene Glycol,

Citric Acid

Beta-D-Glucose,

B-Octylglucoside

Flavin-Adenine Dinucleotide,
4-Bromo-3-(5'-Carboxy-4'-Chloro-2'-
Fluorophenyl)-1-Methyl-5-
Trifluoromethyl-Pyrazol
Tris(Hydroxymethyl)Aminomethane
1-Methyl-2-quinolone,
5-Aminoisoquinoline
Guanosine-5'-Diphosphate
N-Valeric Acid,

Isobutyric Acid,

Butanoic Acid,

2-Methylbutanoic Acid,

Isovaleric Acid, Propanoic Acid,
Benzoic Acid, Acetate lon
(6s)-5,6,7,8-Tetrahydrofolate,
5-Methyl-5,6,7,8-Tetrahydrofolic Acid,
2-Amino-4-Mercapto-Butyric Acid
Diundecyl Phosphatidyl Choline,
Oleic Acid

Pranlukast

Bb-3497

Choline

Riboflavin Monophosphate
2-Phosphoglyceric Acid,
3-Phosphoglyceric Acid

5.8.4. Comparagdes com outras espécies de Leishmania:

Os

resultados

de microarranjos

de

cDNA dos 957 transcritos

diferencialmente expressos em L. (V.) braziliensis foram comparados entre as quatro
espécies de Leishmania estudadas. O objetivo foi identificar transcritos mais ou
menos expressos associados a resisténcia a drogas, discriminando-os de eventos
que possivelmente ocorreram ao acaso. Transcritos diferencialmente expressos em
diferentes espécies cultivadas sob as mesmas condigbes tém uma maior
probabilidade de estarem associadas ao fenétipo de resisténcia a drogas. Por outro

lado, transcritos mais expressos na populagao resistente ao Sblll de uma espécie, e
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menos expressos na populagéo resistente de uma outra espécie, tém uma maior
probabilidade de terem ocorrido ao acaso.

Inicialmente, foram selecionados os 957 transcritos diferencialmente
expressos em L. (V.) braziliensis e o nivel de expressdo desses transcritos nas
quatro espécies de Leishmania estudadas foi comparado. Os 560 transcritos mais
expressos e os 397 transcritos menos expressos foram analisados separadamente.
Dos 957 transcritos identificados, 347 apresentaram resultados discordantes (mais
expressos na populagcao selvagem de uma espécie e na populagao resistente de
outra). Dos 610 transcritos restantes, 364 foram mais expressos nas populag¢des
resistentes de pelo menos uma espécie de Leishmania, enquanto 246 foram menos
expressos nessas mesmas populagdes. Os resultados dessas comparagdes estao
representados nas Figuras 23 e 24.

Dos 364 transcritos mais expressos, 318 apresentaram expressao genética
diferencial apenas em L. (V.) braziliensis. Dos 46 transcritos restantes, metade (23)
foram aumentados em L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis;
12 transcritos foram aumentados em L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis; 9
transcritos foram aumentados em L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis e apenas
2 transcritos foram aumentados em L. (V.) braziliensis e L. (L.) infantum chagasi
(LbrM32_V2.1320 e LbrM31_V2.1850, ambos proteinas hipotéticas). E importante
observar que dos 364 transcritos, 89 n&o foram analisados em L. (V.) guyanensis, 51
ndo foram analisados em L. (L.) amazonensis e 46 nao foram analisados em L. (L.)
infantum chagasi.

Considerando apenas os 246 transcritos menos expressos em pelo menos
uma especie, 225 apresentaram expressao genética diferencial apenas em L. (V.)
braziliensis. Dos 21 transcritos restantes, 12 foram menos expressos em L. (V.)
braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis; 4 transcritos foram menos
expressos em L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis; 4 transcritos foram menos
expressos em L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis e apenas 1 transcrito foi
menos expresso em L. (V.) braziliensis e L. (L.) infantum chagasi (LbrM26_V2.2440
— proteina hipotética). Dos 246 transcritos menos expressos, 22 nao foram
analisados em L. (V.) guyanensis, 8 nao foram analisados em L. (L.) amazonensis e

5 ndo foram analisados em L. (L.) infantum chagasi.
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2 transcritos mais 1 transcrito.menos
expressosem L V. expressoem.]. V
braziliensis el L. braziliensisel. [

infontem chugasi infantum dlﬂgm‘ﬁ'
. 9transcritos mais . 4 transcritos menos
expressasem L V. \ expressosem {. V.
braziliensisel. L. ! braziliensisel. L.
omazonensis N amaranensis
12 transcritos mais expressosem L. V. : 4 4 transcritos menos expressos em L.
braziliensis e L. V. guyanensis \ P V. braziliensis e L. V. guyanensis
23 transcritos mais expressos em L. V. braziliensis, \ ya 12 transcritos menos expressosem L. V.
L. V. guyanensis e L. L. amazonensis b i brazitiensis, L. V. guyanensis e L. L. amazonensis
313 transcritos mais apenas em L. V. braziliensis 225 transcritos menos exp penas em L V. braziliens’:
Transcritos ndo analisados: Transcrites nao analisados:
L V. guyanensis-» 89 L. V. guyanensis > 22
L L. amazonensis > 51 i 1 amazonensis—> 8
L L. infarturn chagasi > 46 L. L. infantum chagasi=> 5
Transcritos mais expressos Transcritos menos expressos

Figura 23: Distribuicdo dos transcritos diferencialmente expressos na populagéo de
L. (V.) braziliensis resistente ao Sblll, comparados a outras trés espécies
de Leishmania. A esquerda estdo representados os 364 transcritos mais
expressos; a direita estdo representados os 246 transcritos menos
expressos. Na Figura, foram desconsiderados os transcritos com

resultados discordantes (ver texto) entre diferentes espécies do parasito.

Conforme descrito anteriormente, 347 transcritos apresentaram
resultados discordantes; destes, 196 transcritos foram mais expressos na
populacado resistente ao Sblll de L. (V.) braziliensis enquanto 151 transcritos
foram menos expressos nessa mesma populagcdo. Dos 196 transcritos mais
expressos em L. (V.) braziliensis, 119 foram menos expressos em L. (V.)
guyanensis e L. (L.) amazonensis; 45 transcritos foram menos expressos em L.
(V.) guyanensis; 29 transcritos foram menos expressos em L. (L.) amazonensis e
apenas 3 transcritos foram menos expressos em L. (V.) guyanensis, L. (L.)
amazonensis e L. (L.) infantum chagasi (LbrM28 V2.2690, LbrM33 V2.1620 —
ambas proteinas hipotéticas; e LbrM19_V2.1110 — provavel transportador ABC).
Neste grupo, 16 transcritos ndo foram analisados em L. (V.) guyanensis, 1 nao
foi analisado em L. (L.) amazonensis e 31 transcritos n&o foram analisados em
L. (L.) infantum chagasi.

Entre os 151 transcritos discordantes menos expressos em L. (V.)
braziliensis, 62 foram mais expressos em L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis;
74 transcritos foram mais expressos em L. (V.) guyanensis; 12 transcritos foram
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mais expressos em L. (L.) amazonensis; 1 transcrito foi mais expresso em L. (V.)
guyanensis e L. (L.) infantum chagasi (LbrM15_V2.1020 — proteina hipotética); 1
transcrito foi mais expresso em L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum chagasi
(LbrM20_V2.2190 — phospholipid-transporting ATPase-like protein) e 1 transcrito foi
identificado mais expresso apenas em L. (L.) infantum chagasi (LbrM32_V2.0830 —
proteina hipotética). Neste grupo, apenas 9 transcritos ndo foram analisados em L.
(V.) guyanensis. Os resultados dessas comparagdes estdo sumarizados na Figura
24:

N 1 transcrito
3 transcrito menos mais expresso

expressoemL. V.

gayanensis, UL ap‘:"n:n?ﬂun? -L
amazonensisel. 1. ! )
glactuiapash, / 1 transcrito mais
/ expressoem . [.
" amozonensisel L.
\ infantum chagasi
/ 29transcritos menos expressos .,
4 em L L amazonernsis L 1 transcrito mais expresso em
N L V. guyanensise L. L. infantum
\ chagasi
h
12 transcritos mais expressas em [ [.
45 transcritas menos expressosem [ V. ) A GImMGzonensis
F guyanensis 4

74 transcritos mais expressos em L. V. guyanensis

119 transcritas menos expressos em | V guyanensise i [.

-omazonensis (2 transcritos mais expressos em [. V. guyanensise . [

OImazoNensis

Transcritos nao analisados: Transcritos nac analisados:
L. V. guyanensis > 16 L.V guyanensis—=> 9
L. L. amazonensis—=> 1 L. L. amazonensis—> 0
{ I infantum chagasi = 31 1 L infanfum chagasi > Q
Transcritos mais expressos Transcritos menos expressos

Figura 24: Distribuicdo dos transcritos diferencialmente expressos na populagéo de
L. (V.) braziliensis resistente ao Sblll, comparados a outras trés espécies
de Leishmania. Na Figura, apenas os transcritos com resultados
discordantes (ver texto) foram apresentados. A esquerda estdo
representados os 196 transcritos mais expressos em L. (V.) braziliensis; a

direita estao representados os 151 transcritos menos expressos.

E importante observar que, para os transcritos ndo analisados em uma ou
mais espécies, ndo se pode afirmar se estes estdo ou ndo associados com o
fendtipo de resisténcia a drogas, sendo necessarios outros ensaios para confirmar
esses resultados. Nenhum transcrito identificado foi mais expresso ou menos
expresso nas quatro populagdes de Leishmania estudadas e apenas seis transcritos
foram diferencialmente expressos em L. (V.) braziliensis e L. (L.) infantum chagasi

(sendo que trés destes transcritos apresentaram resultados discordantes quanto a
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populagdo mais expressa). Considerando apenas os transcritos diferencialmente

expressos em L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis, foram

identificados 23 transcritos mais expressos e 12 transcritos menos expressos nas

populagdes resistentes das trés espécies. A Tabela 19 relaciona esses transcritos,

seus produtos e o nivel de expressao em cada espécie de Leishmania:

Tabela 16: Transcritos diferencialmente expressos em populagdes resistentes ao

Sblll de trés espécies de Leishmania.

Transcritos mais expressos na populagao

resistente ao Sblll

Nivel de expressao

Transcrito

LbrM27_V2.0610
LbrM29_V2.1160
LbrM10_V2.0670

LbrM27_V2.1210
LbrM20_V2.0560
LbrM22_V2.0100
LbrM09_V2.0080
LbrM28_V2.2380
LbrM32_V2.1580
LbrM33_V2.1970
LbrM23_V2.0300

LbrM34_V2.1390

LbrM31_V2.3660
LbrM32_V2.1470
LbrM27_V2.0780

LbrM23_V2.0290

LbrM35_V2.3960
LbrM35_V2.5220
LbrM33_V2.0490
LbrM27_V2.1110
LbrM15_V2.0750

LbrM24_V2.1660

LbrM34_V2.2970

Produto
calpain-like cysteine peptidase,
putative
hypothetical protein, conserved

hypothetical protein, unknown
function

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
RNA-binding protein 5, putative
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
transcription activator

pteridine reductase 1
choline/ethanolamine kinase,
putative

sodium stibogluconate resistance
protein, putative

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, unknown
function

argininosuccinate synthase,
putative

hypothetical protein, conserved

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved

hypothetical protein, conserved

hypothetical protein, unknown
function

ubiquitin-activating enzyme E1,
putative

L. (V) L. (V) L. (L)
braziliensis guyanensis amazonensis
5,5 6,8 4,1
5,4 6,1 3,5
5,2 2,6 2,8
4,7 3,1 2,8
4,6 3,3 2,0
3,8 4.6 2,5
3,5 4,9 2,9
3,4 2,2 2,3
3,3 2,1 2,5
3,2 2,1 2,1
2,9 5,0 2,6
2,8 4.6 2,1
2,8 3,1 2,2
2,7 4,6 2,8
2,7 2,2 2,1
2,6 2,0 2,6
2,5 3,2 2,6
2,5 2,8 2,2
2,4 3,3 2,5
2,2 3,8 2,0
2,2 58 3,2
2,0 3,0 2,8
2,0 55 2,8
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Transcritos menos expressos na populagao

resistente ao Sblll

Nivel de expressao

Transcrito

Produto

L. (V)

braziliensis guyanensis amazonensis

L. (V)

L. (L)

LbrM27_V2.0930 hypothetical protein, conserved -2,0 -3,1 -2,4
LbrM20_V2.0120 hypothetical protein, conserved -2,1 -3,5 -2,7
LbrM14_V2.0480 hypothetical protein, conserved -2,2 -2,7 -2,4
LbrM30_V2.1390 hypothetical protein, conserved -2,5 -2,6 -2,1
Lbri3z_v2.0850 £ ToepeRcent RNA Relicaserike 5 73 6.9
LbrM21_V2.1270 kinesin, putative -2,5 -2,3 -2,5
LbrM30_V2.3810 hypothetical protein, conserved -2,6 -2,3 -2,0
LbrM34_V2.1720 trypanin-like protein -2,6 -2,8 -2,6
LbrM14_V2.1060 protein kinase, putative -2,6 -2,1 -2,0
LbrM27_V2.2690 hypothetical protein, conserved -3,2 -2,1 -2,1
LbrM35_V2.1580 hypothetical protein, conserved -3,3 -3,4 -2,4

E interessante observar que a maioria dos transcritos diferencialmente
expressos nas trés espécies de Leishmania codifica proteinas hipotéticas. Quinze
dos vinte e trés transcritos mais expressos (aproximadamente 65%) e sete dos doze
transcritos menos expressos (aproximadamente 58%) codificam proteinas
hipotéticas. Esses percentuais, porém estdo muito préximos dos percentuais de
proteinas hipotéticas identificadas entre os 957 transcritos diferencialmente
expressos (608 transcritos — aproximadamente 64%) e entre os 5.543 transcritos
unicos identificados pelos microarranjos de cDNA em L. (V.) braziliensis (3.593
transcritos — aproximadamente 65%).

A analise dos transcritos diferencialmente expressos entre populacdes
selvagens e resistentes ao Sblll em diferentes espécies de Leishmania, pode
fornecer informacdes uteis acerca dos mecanismos moleculares de resisténcia a
drogas comuns aos diferentes géneros do parasito, bem como das particularidades
de cada espécie ou mesmo de fendmenos de expressdo génica diferencial que

ocorreram “ao acaso” nessas espécies.

5.8.5. Analise

transcriptomicos de L. (V.) braziliensis:

comparativa entre os estudos gendémicos e

Uma analise comparativa foi realizada entre os resultados dos estudos
gendmicos e transcriptdbmicos dessas populagdes de L. (V.) braziliensis selvagens e
resistentes ao Sblll. O objetivo foi identificar mecanismos comuns de resisténcia ao

Sblll detectados pelos microarranjos de DNA genémico e de cDNA. O pressuposto
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basico dessa analise seria o de que tais mecanismos detectados por diferentes
meétodos teriam uma menor probabilidade de terem efeitos neutros no fenétipo de
resisténcia, além de constituirem potenciais alvos para estudos de quimioterapia
experimental em diferentes espécies do parasito.

Foram comparados as 252 CDS amplificadas ou deletadas, detectadas pelo
método de CGH, e os 957 transcritos diferencialmente expressos detectados pelos
microarranjos de cDNA. Essa comparacao resultou na selecdo de 74 genes
identificados pelas duas técnicas. Destes, 13 genes apresentaram resultados
contraditorios: 9 genes apresentaram delegdo génica na populacao resistente ao
Sblll, detectada por CGH, e aumento na expressédo génica nessa mesma populagéo,
detectada pelos microarranjos de cDNA. Outros 4 genes apresentaram o resultado
oposto, a analise do CGH indicou amplificagdo génica enquanto os microarranjos de
cDNA indicaram diminui¢ao no nivel de expressao na populagao resistente ao Sblll.

Os resultados dessa analise estdo apresentados na Tabela 20:

Tabela 17: Genes identificados pelos microarranjos de DNA gendmico e de

cDNA, porém com resultados contraditérios.

Produto cDNA CGH

hypothetical protein, unknown

Gene

LbrM01_V2.0490
LbrM04_V2.0890
LbrM06_V2.0780

LbrM10_V2.0360
LbrM14_V2.0590

LbrM27_V2.1010

LbrM28_V2.2820
LbrM30_V2.2050
LbrM35_V2.2820
LbrM15_V2.0530
LbrM22_V2.1500

LbrM27_V2.2200

LbrM32_V2.0650

function
hypothetical protein

hypothetical protein, unknown
function

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved

isovaleryl-coA dehydrogenase,
putative

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
folylpolyglutamate synthetase

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved

d-lactate dehydrogenase-like
protein

ATP-dependent RNA helicase-
like protein, putative

3,4 X mais expresso
2,2 X mais expresso
2,1 X mais expresso

2,8 X mais expresso
2,6 X mais expresso

2,5 X mais expresso

2,8 X mais expresso
2,5 X mais expresso
4,2 X mais expresso
6,1 X menos expresso
2,0 X menos expresso

2,0 X menos expresso

2,5 X menos expresso

3,6 X deletado
2,1 X deletado
2,0 X deletado

4,6 X deletado
3,4 X deletado

3,2 X deletado

2,6 X deletado
2,2 X deletado
2,4 X deletado
3,3 X amplificado
4,3 X amplificado

2,6 X amplificado

2,7 X amplificado

Os demais 61 genes identificados pelas duas técnicas foram organizados
em dois grupos: a) 46 genes foram amplificados de 2,0 a 20,7 X e apresentaram um
aumento no nivel de expressao de 2,2 a 11,5 X na populagao resistente ao Sblll. A
grande maioria dos genes codifica proteinas hipotéticas (30 genes); outros genes

incluem argininosuccinato sintase (que em L. (V.) braziliensis € um pseudogene —
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LbrM23_V2.0290), pteridina redutase 1 (LbrM23_V2.0300) e o gene de resisténcia a
terbinafina (LbrM23_V2.0270) entre outros. b) 15 genes foram deletados de 2,0 a 4,2
X e tiveram seu nivel de expressao diminuido de 2,3 a 4,9 X na populacgao resistente
ao Sblll. Oito genes (aproximadamente metade) codificam proteinas hipotéticas; os
demais genes incluem uma provavel fibrilarina (LbrM19 V2.0410), nucleosideo
difosfato kinase b (LbrM32_V2.3210), transportador de nucleosideo 1
(LbrM15_V2.1180) entre outros. E Interessante destacar que o gene que codifica o
fosfoglicano beta 1,3 galactosiltransferase 2 (LbrM21_V2.0010) estda amplificado e
com expressao aumentada na populagédo resistente ao Sblll; porém dois genes
similares (LbrM02_V2.0250 e LbrM02_V2.0790 - phosphoglycan beta 1,3
galactosyltransferase-like protein) foram deletados e apresentaram expresséo
diminuida na mesma populacgao.

Foram selecionados os dados referentes a anotagdo funcional e as
comparagdes com sequéncias depositadas no Drug_Bank, proteoma humano e nas
outras espécies de Leishmania. Dos 61 genes comparados, 10 foram identificados
no banco de dados ENZYME e 20 genes foram identificados no COG. Vinte e quatro
dos 61 genes selecionados foram identificados no proteoma predito humano.
Comparagdes com o banco de dados Drug_Bank permitiram a identificacdo de 24
drogas associadas a 14 genes distintos. Os resultados relativos a esses 14 genes
estdo sumarizados na Figura 25. Dos 14 genes com alvos identificados para drogas,
somente um (LbrM06_V2.0620 — carbonic anhydrase family protein, putative) nao foi
identificado no proteoma predito humano. Comparagdes com outras espécies de
Leishmania permitiram a identificagdo de dois genes (LbrM23 V2.0300 — pteridina
redutase 1 e LbrM27_V2.0610 — provavel cisteina peptidase semelhante a calpaina)
superexpressos e amplificados em trés (L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L.

(L.) amazonensis) das quatro espécies de Leishmania estudadas.
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5.9. Montagem de um banco de dados de resisténcia a drogas em

Leishmania:

Neste trabalho, ferramentas de biologia celular, biologia molecular e de
bioinformatica foram aplicadas em diferentes populagdes de Leishmania com o
objetivo de identificar potenciais alvos para a quimioterapia das leishmanioses.
Durante sua execugdo podem ser observados trés momentos distintos: 1) indugao
de resisténcia a drogas e caracterizagao fenotipica das populagcbes de Leishmania
spp. selvagens e resistentes ao Sblll; 2) identificacdo e anotagdo dos genes
amplificados, deletados ou diferencialmente expressos na populacédo de L. (V.)
braziliensis resistente ao Sblll; 3) comparagdes entre sequéncias de potenciais alvos
para a quimioterapia em L. (V.) braziliensis com dados de outras espécies e com
bancos de alvos para drogas.

No primeiro momento foram selecionadas 16 populacbes a partir de 4
espécies de Leishmania. De cada uma das quatro espécies foram selecionadas:
uma populagéo selvagem (WTS); uma populagdo com resisténia ao Sblll induzida in
vitro (SbR); uma populagdo com resisténcia ao Sblll induzida in vitro e
posteriormente cultivada na auséncia da droga (SbR-rev); e uma populagdo com
resisténcia induzida in vitro a AMB (AMB-R). Durante todo o processo de indugéo de
resisténcia foram realizadas periodicamente curvas de tolerancia ao Sblll e AMB nas
populagcdes WTS, SbR e AMBR. Ao final do processo, foram realizadas curvas de
crescimento e tolerdncia a quatro diferentes drogas (tartarato potassico de
antiménio, anfotericina B, miltefosina e paromomicina) nas populacées WTS e SbR.
Além disso, curvas de tolerancia ao Sblll foram realizadas nas quatro populacdes
SbR-rev. Cada ensaio foi realizado em triplicata e os resultados apresentados
correspondem a meédia de 2 a 4 ensaios independentes. Por fim, as populacdes
WTS e SbR foram submetidas a ensaios de infectividade em camundongos C57BL/6
nocaute para IFN-y (IFN-KO) e a populagao de L. (V.) braziliensis resistente ao Sblll
(Lb-SbR) foi submetida ao ensaio de estabilidade do fendétipo in vivo.

No segundo momento, as populagdes WTS e SbR de cada uma das quatro
espécies de Leishmania foram utilizadas em ensaios com microarranjos de DNA de
dois tipos: CGH, empregando amostras de DNA gendmico, e microarranjos de
cDNA. Cada microarranjo é formado por 13.311 oligonucleotideos distintos, gerando
um volume de aproximadamente 213.000 perfis de hibridizagdo. Esses perfis foram

comparados entre as populacbes SbR e WTS de cada espécie, porém devido a
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variabilidade interespecifica das quatro espécies de Leishmania e da auséncia do
genoma de L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis, as sequéncias dos
oligonucleotideos utilizados nos microarranjos foram agrupados em 12.146 contigs.
Cada contig foi comparado com o genoma completo (Wholegenome) e as
sequéncias codificantes (CDS) de L. (L.) major, L. (L.) infantum chagasi e L. (V.)
braziliensis; além do banco de dados nado redundante (NR) do NCBI. Foram
identificados no genoma de L. (V.) braziliensis 7.534 contigs; esses contigs foram
selecionados e os resultados dos microarranjos de DNA gendémico e cDNA nas
populagcdes selvagem e resistente ao Sblll foram comparados. Dados como
cromossomo, localizagdo, nivel de expressdo e descricdo do produto foram
extraidos para analise. Foi ainda realizada a anotacio funcional dos potenciais alvos
para estudos de quimioterapia e resisténcia a drogas, utilizando para tal os bancos
de dados ENZYME e COG.

Em uma ultima etapa, as 252 CDS amplificadas ou deletadas em L. (V.)
braziliensis e os 957 transcritos diferencialmente expressos foram selecionados e
comparados com diferentes conjuntos de dados: 1) o perfil de hibridizagdo das CDS
selecionadas foi comparado entre as quatro espécies de Leishmania estudadas; 2)
as sequéncias de aminoacidos dos transcritos selecionados foram comparadas com
4.535 sequéncias de aminoacidos alvos para drogas, depositadas no banco de
dados Drug_Bank e 37.391 sequéncias de aminoacidos do proteoma predito
humano; 3) os niveis de expressdo génica dos transcritos selecionados foram
comparados entre as quatro espécies de Leishmania e com as 252 CDS
amplificadas ou deletadas em L. (V.) braziliensis, identificadas pelos ensaios de
CGH.

Como pode ser observado, foi produzido um volume enorme dados
experimentais e de resultados de analises computacionais. Como a analise manual
desse volume de informacdo € impossivel, o desenvolvimento de um banco de
dados modelado adequadamente aos modelos bioldgico e experimental utilizados no
projeto se tornou uma parte fundamental do trabalho desenvolvido. Tao fundamental
que a sua inexisténcia inviabilizaria a integracdo das inumeras camadas de
informacéo e a consequente interpretagdo acurada dos fendmenos estudados.

Nesse contexto durante o desenvolvimento do presente trabalho foi idealizado
um banco de dados relacional de potenciais alvos para estudos de quimioterapia e
resisténcia a drogas em Leishmania. Para tanto utilizamos o pacote MySQL de

cédigo fonte livre  http://www.mysql.com/?bydis dis_index=1 como sistema de
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gerenciamento de banco de dados. A primeira etapa da montagem do banco de
dados (provisoriamente denominado Leish_resistance) consistiu na construcéo de
um modelo conceitual apropriado. A partir deste ponto, o preparo dos dados e sua
carga foram feitas alinhadas ao modelo construido. Assim, avaliagdo da integridade
relacional e semantica desse banco foi feita por meio de buscas especificas. A
primeira versao do banco de dados esta sendo avaliada e foi construida de acordo

com o modelo conceitual apresentado na Figura 26:
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Figura 26: Modelo conceitual do banco de dados.

Conforme pode ser visto na Figura, a estrutura basica do banco de dados é
formada por 10 tabelas relacionadas. Cada tabela € composta por um conjunto de

dados, conforme descri¢cao a seguir:

spc_tb (specie table): contém as informagdes basicas das quatro espécies de
Leishmania estudadas, denominacao da espécie e da cepa, para cada resultado de

microarranjo analisado;
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pop_tb (population table): refere-se as 16 populagbes utilizadas neste trabalho, a

denominagao que receberam e o fendtipo basico (selvagem ou induzida in vitro);

drug_tb (drug table): lista as drogas utilizadas neste trabalho e suas respectivas

abreviaturas;

tol_par_drug_tb (tolerance parameters to drugs table): lista os parametros
utilizados na analise do fendtipo (IC50, coeficiente de resisténcia etc.) e suas

respectivas unidades de medida (mg/mL, pg/mL, uM etc.);

spc_pop_table (specie population table): contém um valor correspondente a
tolerancia a determinada droga, para cada variavel descrita nas tabelas acima.Ou
seja, a tabela possui um resultado para cada parametro especificado na tabela
tol_par_drug_tb, de uma droga especificada na tabela drug_tb, para uma populagéo

listada na tabela pop_tb, pertencente a uma espécie presente na tabela spc_tb;

kind_marray (kind of microarray): especifica o tipo de microarranjo utilizado em
determinado experimento (microarranjo de DNA gendmico ou de cDNA) e alguma

informagédo complementar relativo a estes;

marrays_tab (microarrays table): contém os dados referentes aos resultados de
microarranjos, segundo o tipo de microarranjo (especificado na tabela kind_marray)

e a populagao (especificado na tabela pop_tb);

oligo_cluster (oligonucleotide cluster): contém, para cada resultado de microarray
(tabela marrays_tab) e de anotagdo (tabela anotattion_tb), os dados referentes ao
agrupamento dos oligonucleotideos em contigs. Informagdes como nome do contig,
numero de oligonucleotideos agrupados, numero de sequéncias reconhecidas pelo
contig, nome do maior oligonucleotideo, sequéncia consenso e alinhamento das

sequéncias (links) estdo carregadas nessa tabela;

contigs_db_search (contigs database search): contém as informacdes referentes
aos bancos de dados e genomas comparados com os contigs. O nome dos bancos,
versao, fonte e outras observagdes estdo carregadas nessa tabela;
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anotattion_table (anotation table): contém todas as informagdes referentes as
comparagdes entre os contigs listados na tabela oligos_cluster e os bancos de
dados e genomas listados na tabela contigs_db_search. A CDS (ou cédigo gi)
referente ao melhor resultado de cada comparacédo, a descricdo do respectivo
produto, e-value, tamanho, coordenadas entre outras informagdes, estdo carregadas

nessa tabela.
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6. DISCUSSAO

A ocorréncia de cepas de Leishmania resistentes a drogas € um problema
crescente em todo o mundo. Embora sejam conhecidos diversos mecanismos de
resisténcia a drogas em Leishmania, poucos foram os avangos no sentido de
desenvolver novas estratégias para a quimioterapia. Isso se da, ao menos em parte,
devido a diversidade genética dos parasitos do género Leishmania, e das diferentes
ferramentas moleculares utilizadas na analise desses parasitos. Também é&
importante enfatizar que existem poucos estudos nessa area realizados com
especies de Leishmania do Novo Mundo. A proposta deste trabalho entédo é analisar,
utilizando diferentes ferramentas de biologia molecular, populagbes selvagens e com
resisténcia induzida in vitro ao Sblll de quatro espécies de Leishmania do Novo
Mundo. Essa andlise esta focada na identificagdo de alvos racionais para o
desenvolvimento de novas drogas, baseando-se na informacgédo disponivel em
bancos de dados de dominio publico bem como produzidos em nosso laboratério.

As drogas de primeira escolha no tratamento das leishmanioses consistem
em compostos baseados em antimoniais pentavalentes (SbV), como o Glucantime®
e Pentostam®. No entanto, acredita-se que a forma ativa da droga é a forma
trivalente (Sblll) do metal e que a redugao de SbV para Sblll pode ocorrer tanto na
célula hospedeira (Sereno et al. 1998) quanto no parasito (Shaked-Mishan et al.
2001). Diferente do SbV, o Sblll é ativo tanto sobre formas promastigotas quanto
amastigotas, o que facilita seu uso em protocolos de indug&o de resisténcia in vitro.
As quatro espécies de Leishmania utilizadas nesse trabalho (L. (V.) guyanensis, L.
(V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum chagasi) foram escolhidas
para estudo devido a sua distribuicdo geografica (todas sdao endémicas no Brasil),
variedade de subgénero (duas espécies do subgénero Viannia e duas do subgénero
Leishmania) e diversidade de sindromes clinicas que as mesmas acarretam
(leishmaniose cutanea, muco-cutédnea e visceral). Assim, o estudo dessas
populagdes selvagens e resistentes aos antimoniais podera auxiliar na compreensao
das bases moleculares da resisténcia a estas drogas e no desenvolvimento de
novos alvos para a quimioterapia.

A primeira etapa deste trabalho foi obter e caracterizar fenotipicamente as
populacdes de Leishmania selvagens e resistentes ao Sblll. Devido a utilizagdo de
um grande numero de populagbes de Leishmania com diferentes perfis de
crescimento e tolerancia a drogas, foi necessario determinar um ensaio pratico para

avaliar o desenvolvimento dessas culturas. O método escolhido foi o colorimétrico,
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empregando o corante de viabilidade celular azul de Alamar®. Este método
apresenta entre outras vantagens a rapidez e precisdo na determinagdo do
desenvolvimento celular, a possibilidade de avaliar um grande numero de amostras
por ensaio (empregando placas de 96 pogos) e a possibilidade de acompanhar o
fendmeno bioldgico por um periodo prolongado, uma vez que o azul de Alamar® n3o
é toxico para a célula. Devido as suas vantagens, o azul de Alamar® tem sido
amplamente utilizado em estudos de citotoxicidade em parasitos (Buckner et al.,
1996; Aronov et al., 1999; Mikus & Steverding, 2000; Fumarola et al., 2004; Nguyen
et al., 2005; Shimony & Jaffe, 2008).

Inicialmente, procurou-se estabelecer um protocolo de cultivo comum as
quatro espécies do parasito, considerando o crescimento relativo e as necessidades
nutricionais de cada populagéo. Diversos autores demonstraram que, em diferentes
especies de Leishmania, variagcbes nas condigdes de cultivo podem interferir
significativamente no crescimento (Limoncu et al., 1997) e no fenétipo de resisténcia
a drogas (Moreira et al., 1995; Moreira et al., 1998; Roy et al., 2001). Nas condi¢des
de cultivo descritas nesse trabalho, observou-se claramente uma distingdo entre
parasitos do subgénero Leishmania e do subgénero Viannia. Populagbes
pertencentes ao subgénero Leishmania cresceram a uma taxa cerca de 50% mais
rapido e apresentaram uma tolerancia ao Sblll de 1,9 a 3,7 X maior que as
populagdes do subgénero Viannia. Isso pode ser consequéncia de uma maior taxa
de multiplicacao celular e do metabolismo geral da célula.

Analisando as curvas de crescimento dos parasitos (Figura 4) logo ap6s um
repique, observa-se um periodo inicial de adaptagdo dos parasitos as novas
condic¢des de cultivo, seguido de um momento de crescimento exponencial da curva,
que representa a fase de intensa multiplicacado celular dos parasitos cultivados in
vitro. Essa fase € ideal para a determinacédo das curvas de tolerancia a drogas. O
terceiro momento apresentado nas curvas corresponde a fase estacionaria do cultivo
celular, porém no ensaio empregando o azul de Alamar® é necessario enfatizar
algumas questdes: o azul de Alamar® ao ser adicionado & cultura encontra-se em
um estado oxidado e a avaliagdo do desenvolvimento dessa cultura é feita
indiretamente por meio do percentual de reducdo do corante. A redugao ocorre no
interior de células vivas e & proporcional a sua quantidade. Portanto se uma cultura
entra em fase estacionaria, ela reduz significativamente a multiplicagdo celular,

sendo observado um perfil linear na curva de crescimento. O percentual de azul de
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Alamar® reduzido aumentara até sua completa reducdo, tornando-se constante a
partir deste ponto.

Curiosamente, L. (V.) braziliensis apresentou um perfil de crescimento
diferente das demais espécies. Esta populagdo apresentou um crescimento
acelerado nas primeiras 24 horas de cultivo, seguida de uma redugédo nessa taxa de
crescimento nas 24 horas seguintes. Embora esse resultado n&o fosse esperado, as
curvas de crescimento foram repetidas e apresentaram resultados semelhantes. Da
mesma forma, analisando as curvas de tolerdncia ao Sblll, verifica-se uma
susceptibilidade maior da populacédo de L. (V.) guyanensis a droga, em relagdo as
demais populagdes. Essa alta sensibilidade do parasito a droga pode ser constatada
nao somente pela analise do IC50, mas também pelo coeficiente de decaimento da
curva correspondente. As curvas de tolerancia a drogas foram construidas a partir
de um modelo de regressao conhecido como dose-resposta sigmoidal, que tem sido
amplamente utilizado em ensaios de tolerancia a drogas (Decuypere et al.,2005;
Seifert & Croft, 2006). Os ensaios com L. (V.) guyanensis apresentaram em média
valores de “p” muito abaixo da curva sigmoidal padréo (p= -1) e dos resultados
observados para L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum chagasi (-
8,1, -3,4 e -8,2 respectivamente — dados ndo mostrados). Valores baixos de “p”
indicam que o crescimento das culturas cai significativamente a partir de alteragbes
minimas na concentragdo da droga. Dessa forma, para construir um protocolo de
inducdo de resisténcia a drogas comum as quatro espécies, foi necessario
considerar ndo apenas a concentracdo inicial da droga adicionada a cultura, mas o
tempo necessario para a adaptacao de L. (V.) guyanensis a uma nova condigao de
cultivo.

O processo de indugao de resisténcia ao Sblll foi conduzido ao longo de 18
meses por cultivo na presenga de concentragdes gradativamente maiores da droga.
Embora o protocolo de indugao de resisténcia tenha sido o0 mesmo para as quatro
espécies, cada uma apresentou graus diferentes de tolerancia ao Sblll. Os
coeficientes de resisténcia das diferentes populacdes induzidas variaram de 4 a 20
vezes mais resistentes, comparadas as suas respectivas populagdes selvagens. Os
coeficientes de resisténcia das populagdes pertencentes ao subgénero Viannia (19 e
20 vezes) foram maiores que os de populagdes do subgénero Leishmania (4 a 6
vezes). Porém é importante destacar que o IC50 das populagdes L. (V.) guyanensis,
L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum chagasi resistentes ao Sblll sé&o

aproximadamente iguais (1,6 yM, 1,7 uM e 1,4 uM, respectivamente). Portanto a
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maior diferenga esta na tolerancia das populag¢des selvagens. O IC50 da populagao
induzida de L. (V.) braziliensis foi de 3,0 uM; essa foi a Unica populagéo a apresentar
uma tolerancia ao Sblll proxima da concentragdo maxima da droga administrada as
culturas (4,0 uM). Concentragcdes maiores que 4 uM, o Sblll precipita no meio de
cultura.

Outro resultado interessante diz respeito a estabilidade do fendtipo de
resisténcia ao Sblll. As populagdes de L. (V.) guyanensis e L. (L.) infantum chagasi
resistentes ao Sblll mantiveram o fendtipo de resisténcia (1,6 pM e 1,4 uM,
respectivamente) mesmo apds 37 passagens de cultivo na auséncia da droga.
Porém o IC50 das populacbes resistentes de L. (V.) braziliensis e L. (L.)
amazonensis foi reduzido a metade (1,5 pM e 0,8 uM, respectivamente). Esse
fendtipo de resisténcia ao Sblll das 4 espécies de Leishmania permaneceu estavel
por mais 10 passagens na auséncia de drogas, totalizando portanto 47 passagens
na auséncia do Sblll. Esses resultados podem estar associados a diferentes
mecanismos de resisténcia pré-transcricionais (amplificagdo e delegdo génicas) ou
poOs-transcricionais (expressao génica diferencial) nas diferentes espécies de
Leishmania (Beverley, 1991; Guimond et al., 2003; Ubeda et al., 2008). Resultados
semelhantes foram descritos em populagdes de L. (L.) tarentolae resistentes ao Sblll
(Haimeur et al., 2000). Essas populagbes foram mantidas por 30 a 100 passagens
na auséncia da droga, tendo sido observado uma diminui¢do de 5 a 10 vezes nos
niveis de resisténcia.

Neste trabalho, nenhuma das populagdes de Leishmania resistentes ao Sblll
apresentou resisténcia cruzada a anfotericina B ou ao miltefosina. Esses dados
estdo de acordo com estudos anteriores que demonstram a auséncia de resisténcia
cruzada entre antimoniais e anfotericina B (Sundar et al. 2000; Sereno et al. 2000;
Thakur et al. 2008) bem como entre antimoniais e miltefosina (Seifert et al., 2003). A
auséncia de resisténcia cruzada sugere a existéncia de mecanismos distintos de
resisténcia a essas drogas, € que o uso conjunto de antimoniais e anfotericina B ou
miltefosina pode ser uma alternativa na prevencdo do surgimento de resisténcia.
Nesse sentido, estudos de interagéo entre o estibogluconato de sédio (Pentostam®)
e miltefosina mostraram sinergismo in vitro, porém nao correlacionado com o efeito
in vivo (Seifert & Croft, 2006). Diferente dos antimoniais, os mecanismos de
resisténcia a anfotericina B e ao miltefosina envolvem, pelo menos em algumas
espécies de Leishmania, alteracdes na fluidez da membrana, nos acidos graxos € no

metabolismo de esterdis (Mbongo et al., 1998; Al-Mohammed et al., 2005;
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Rakotomanga et al., 2005). Vale ressaltar que, a superexpressao de transportadores
ABC tém sido amplamente estudada em populagdes de Leishmania resistentes a
multiplas drogas (Sauvage et al., 2009), inclusive miltefosina (Perez-Victoria et al.,
2001).

Nossos resultados mostram que as populacdes de L. (V.) braziliensis, L. (L.)
amazonensis e L. (L.) infantum chagasi resistentes ao Sblll foram também
resistentes a paromomicina. A paromomicina € um antibiético aminoglicosideo que
induz uma redugéo no potencial de membrana e inibicdo da sintese protéica. Esse
mecanismo de agdo encontra-se diminuido em populagdes resistentes a
paromomicina, comparado com populagdes selvagens (Jhingran et al., 2009).
Estudos sugerem que a glicdlise, sintese protéica e producdo de tripanotiona sao
potenciais alvos para o Sblll em Leishmania (Wyllie et al., 2004). Assim, nossos
resultados sugerem que os mecanismos de resisténcia a paromomicina e ao Sblll
podem ser similares em trés das quatro espécies de Leishmania analisadas. L. (V.)
guyanensis pode apresentar um mecanismo de resisténcia a drogas distinto das
demais, uma vez que nao apresentou resisténcia cruzada a paromomicina.

Os ensaios de avaliagao da infectividade e estabilidade do fendtipo in vivo
mostraram uma drastica diminuicdo na infectividade das populacgdes resistentes ao
Sblll de L. (V.) guyanensis, L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis. Dessa forma, o
fendtipo de resisténcia a drogas pode ser associado a uma diminuicdo na
infectividade dessas populagdes. Este fenbmeno foi previamente observado em
populagdes de L. (L.) donovani e L. (L.) mexicana resistentes a anfotericina B
(Mbongo et al., 1998; Al-Mohammed et al., 2005), L. (L.) mexicana resistente a
glibenclamida (Garcia et al., 2000), L. (V.) guyanensis resistente ao Glucantime®
(Gazola et al., 2001) e L. (L.) donovani resistente a sitamaquina (Bories et al., 2008).

Diversos estudos demonstraram que, quando um patégeno adquire
resisténcia a uma droga, ele frequentemente paga um pregco em termos de redugao
na sua viruléncia ou capacidade de replicagao (Lenski, 1998; Geretti, 2005). Este
conceito € conhecido na literatura como “fitness cost”. Mutagdes que conferem
resisténcia a drogas em patdogenos comumente acarretam em uma perda adaptativa,
também definida como “proficiéncia” (Natera et al., 2007). Esses mutantes
resistentes podem desse modo ser substituidos por formas selvagens se a pressao
da droga for removida (Walliker et al., 2005). Em Plasmodium chabaudi, um mutante
resistente a pirimetamina cresce mais lentamente em camundongos do que seu

progenitor sensivel. Entretanto apds passagens na auséncia da droga, os parasitos
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resistentes crescem mais rapido, sugerindo a ocorréncia de mutagdes
compensatérias (de Roode et al., 2004). Mutagdes compensatorias também estéo
presentes em outros parasitos resistentes a drogas, como P. falciparum resistente a
cloroquina (Hayward et al., 2005) e Toxoplasma gondii resistente a dinitroanilina (Ma
et al., 2008). Em Leishmania, diversas modificagcdes fisiologicas estdo associadas
com resisténcia a drogas e podem servir como marcadores de proficiéncia nesses
parasitos (Natera et al., 2007). Diversos trabalhos demonstram uma diminuigdo na
expressdo de importantes fatores de viruléncia em populacbes de Leishmania
resistentes a drogas. Em uma populacdo de L. (L.) mexicana resistente a
glibenclamida foi observada uma reducdo na infectividade e nas atividades de
fosfatase acida e piruvato quinase (Garcia et al., 2000). Alteragbées na fluidez da
membrana, metabolismo de lipidios e na expressdo de lipofosfoglicanos foram
observadas em populagdes de L. (L.) amazonensis e L. (L.) donovani resistentes a
pentamidina (Basselin & Robert-Gero, 1998). Além disso, mudang¢a no padrdo de
reconhecimento de lectinas esta associada com uma redugdo na infectividade em
populacdes de L. (V.) guyanensis resistentes ao Glucantime® (Gazola et al., 2001).
Na pratica, a proficiéncia ou “fithess cost” poderia ser utilizada como uma estratégia
no combate as Leishmanioses. Parasitos resistentes a drogas comumente
apresentam menor adaptabilidade comparados aos tipos selvagens. Se a presséo
seletiva com determinada droga for removida (com a introdu¢ao de outra droga, por
exemplo) os parasitos sensiveis podem crescer e eliminando os resistentes.
Entretanto essa hipdtese precisaria ser investigada cuidadosamente uma vez que
mutagdes compensatorias poderiam eventualmente restaurar a adaptabilidade das
populacdes resistentes.

E importante destacar que, além da indugdo de resisténcia ao Sblll, neste
trabalho buscou-se induzir resisténcia in vitro a anfotericina B, metotrexato e
paromomicina em populagdes derivadas da mesmas quatro espécies de Leishmania
estudadas. Essas populacdes resistentes poderiam futuramente ser utilizadas em
estudos visando compreender melhor os mecanismos de resisténcia a diferentes
drogas em determinada espécie de Leishmania ou entre diferentes espécies. Logo
no inicio do trabalho os resultados obtidos com o metotrexato e paromomicina néo
se mostraram promissores e por esse motivo foram descontinuados. Por outro lado,
os processos de indugao de resisténcia ao Sblll e a anfotericina B foram eficientes.

E importante destacar que os processos de selecdo de resisténcia ao Sblll e
anfotericina B foram distintos. A primeira diferenga é que nao foi observada nas
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populagdes selvagens qualquer correlagdo entre tolerancia a anfotericina B e
subgénero de Leishmania. Pelo contrario, as populagdes das quatro espécies de
Leishmania estudadas apresentaram praticamente o mesmo valor de IC50 para
anfotericina B (0,1 pg/ml). O perfil das curvas de tolerancia a anfotericina B é
semelhante nas quatro populag¢des selvagens. Com relagdo a indugao de resisténcia
a anfotericina B, trabalhos anteriores relatam o isolamento de populagdes de
Leishmania resistentes através do cultivo na presenga de concentragdes
gradualmente maiores da droga (Mbongo et al., 1998; Al-Mohammed et al., 2005).
Em nosso estudo, a selecdo de parasitos resistentes sé foi possivel pelo uso de
altas concentragbes da droga (inicialmente o IC90) seguida de varios repiques sem
anfotericina B, para a recuperacdo das culturas. Utilizando esse protocolo, as
populagdes selecionadas foram apenas 2 a 3 vezes mais resistentes a anfotericina B
do que seus respectivos pares selvagens; porém apresentaram uma maior tolerancia
a variagbes na concentragcdo da droga (representada pela significativa mudanga no
coeficiente de decaimento — “p”).

Populagcbes de Leishmania resistentes a drogas leishmanicidas como
Glucantime® (Arana et al., 1998), anfotericina B (Mbongo et al., 1998), Sblll
(Haimeur et al., 2000), miltefosina (Seifert et al., 2003) e sitamaquina (Bories et al.,
2008) foram previamente obtidas in vitro utilizando a metodologia de concentragéo
crescente de droga similar ao nosso estudo para obtencéo de resisténcia ao Sblll. A
analise dessas populacdes resistentes tem levado os autores a propor modelos para
a resisténcia. Entre os mecanismos sugeridos para resisténcia ao Sblll estdo a
diminuicdo no acumulo da droga (Brochu et al., 2003), aumento nos niveis de
tripanotiona (Haimeur et al., 2000) e amplificacdo do gene do transportador ABC
PgpA (El Fadili et al. 2005). Entretanto existem relativamente poucos estudos de
resisténcia a drogas em espécies de Leishmania do Novo Mundo. A primeira etapa
desse trabalho foi necessariamente longa e bem sucedida, uma vez que foi possivel
o isolamento de populacdes resistentes ao Sblll e a anfotericina B das quatro
espécies de Leishmania estudadas. Diferencas significativas entre as quatro
espécies de Leishmania foram observadas no coeficiente de resisténcia,
estabilidade do fendtipo de resisténcia, resisténcia cruzada e na avaliagcdo do
fendtipo in vivo. Assim, a analise gendmica e trancriptdmica destas amostras de
Leishmania resistentes ao Sblll podera fornecer dados importantes sobre a

resisténcia dessas populacbes aos antimoniais e de possiveis alvos para a
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quimioterapia. Os estudos moleculares realizados neste trabalho e suas
perspectivas serdo discutidos a seguir.

A segunda parte desse trabalho consistiu na analise gendGmica e
trancriptdmica de quatro espécies de Leishmania sensiveis e resistentes ao Sblll
enfatizando a analise da espécie L. (L.) braziliensis. As analises genbmicas e
transcriptomicas dessas populacdes foram realizadas a partir de dados de
microarranjos de DNA e consistiram basicamente em: montagem e identificacdo dos
oligonucleotideos utilizados, identificagdo dos produtos de expressao diferencial,
busca de padrbes correlacionaveis com resisténcia a drogas e organizagdo dos
dados. Os microarranjos de DNA tém sido extensivamente utilizados em Leishmania
no estudo de padrdées de expressdo génica diferencial durante o ciclo de vida do
parasito (Saxena et al., 2003; Akopyants et al., 2004; Duncan et al., 2004; McNicoll
et al., 2006; Leifso et al., 2007; Srividya et al., 2007; El Fadili et al., 2008), analises
comparativas entre L. major e L. infantum (Rochette et al., 2008) bem como em
analises dos mecanismos de resisténcia a drogas (Guimond et al., 2003; Singh et al.,
2007; Ubeda et al., 2008). Devido ao grande volume de informagdes produzidas
pelos microarranjos de DNA, este trabalho procurou destacar as modificagbes
moleculares detectadas em L. (V.) braziliensis e a partir destas, correlaciona-las com
as demais espécies de Leishmania. Porém vale ressaltar que todos os dados
produzidos em relagéo as quatro espécies estdo devidamente armazenados em um
banco de dados para posterior analise.

Os microarranjos de DNA consistem em uma tecnologia de analise
molecular em larga escala em que centenas a milhares de genes sao representados
por oligonucleotideos dispostos em laminas de vidro em um arranjo pré-
determinado, denominado “biochip”. Cada oligonucleotideo é sintetizado a partir de
sequéncias conhecidas de DNA e hibridizado com amostras de cDNA ou gDNA
marcadas com corantes especificos e com troca de corantes (dye-swap). Neste
trabalho os microarranjos de DNA foram empregados em duas abordagens distintas:
1) para o estudo gendmico dos parasitos, foi utilizada uma metodologia de analise
denominada CGH (Comparative Genomic Hybridization). Nela, a hibridizacdo do
“biochip” ocorre com fragmentos de DNA gendémico das amostras em analise. A
técnica de CGH permite observar amplificagcdes ou dele¢gdes génicas associadas a
determinado processo biolégico. 2) para a analise transcriptobmica o “biochip” é

hibridizado com amostras de cDNA marcadas, permitindo uma visdo global da
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expressdo de genes e indicando aqueles diferencialmente expressos em
determinadas condigdes.

O primeiro desafio nessa etapa do estudo foi identificar corretamente os
genes reconhecidos pelos oligonucleotideos nas diferentes espécies de Leishmania
em estudo. E importante observar que, em todos os ensaios de microarranjos de
DNA gendmico ou cDNA das quatro espécies de Leishmania, as amostras foram
hibridizadas com as mesmas sequéncias de oligonucleotideos, sintetizadas tendo
como referéncia o genoma de L. (L.) major e poucas sequéncias especificas de L.
(L.) tarentolae e L. (L.) infantum chagasi. Portanto, antes da analise das populacdes
selvagens e resistentes a drogas, foi necessario identificar quais genes poderiam
hibridizar com os oligonucleotideos em cada espécie de Leishmania. Essa
identificacdo foi realizada em duas etapas: 1) os oligonucleotideos foram
recuperados a partir dos dados de hibridizagdo com os microarranjos e aqueles com
sequéncias similares foram agrupados em sequéncias consenso (contigs). Essa
etapa visou reduzir a ocorréncia de dados redundantes ou pouco significativos
(como dois oligonucleotideos que reconhecem um mesmo produto ou produtos
contendo pequenos polimorfismos que conferem especificidades distintas a cada
oligonucleotideo). 2) foram comparadas as sequéncias consenso dos
oligonucleotideos com o genoma de cada espécie estudada. Dessa forma foi
possivel a identificacdo dos genes de L. (L.) infantum chagasi e L. (V.) braziliensis
que hibridizam com os oligonucleotideos no microarranjo. Porém, L. (L.)
amazonensis e L. (V.) guyanensis ainda nao possuem genoma publicado, limitando
nosso poder de analise nessas espécies. Nesse caso, as sequéncias consenso
foram comparadas com os trés genomas publicados de Leishmania (L. (L.) major, L.
(L.) infantum chagasi e L. (V.) braziliensis). Para a analise de resisténcia a drogas,
foram considerados apenas os oligonucleotideos que reconhecem produtos
conservados nas trés espécies, pressupondo que estes provavelmente também sao
conservados em L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis.

Diferentes critérios de exclusao de sequéncias foram aplicados durante a
montagem das sequéncias consenso e identificagdo dos contigs. O primeiro desses
critérios foi a selegcdo apenas dos oligonucleotideos desenhados a partir do genoma
de nuclear de L. (L.) major. Essa selegao foi necessaria porque, conforme dito
anteriormente, alguns oligonucleotideos foram sintetizados a partir de sequéncias de
maxi-circulos, bem como sequéncias especificas de L. L tarentolae e L. (L.) infantum

chagasi. Tais oligonucleotideos necessitam de uma abordagem diferente de analise
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e por esse motivo foram retirados para uma analise posterior. Um segundo critério
aplicado foi a extensdo minima de 60 nucleotideos de alinhamento entre os
oligonucleotideos e o genoma nuclear de L. (L.) major, aumentando assim a
especificidade das sequéncias a serem analisadas. Desse modo, 63
oligonucleotideos foram excluidos durante a fase de montagem das sequéncias
consenso. Por ultimo, as comparagdes das sequéncias consenso com as
sequéncias genbémicas de Leishmania e com o banco de dados “NR” serviram de
base para a definicdo de quais contigs seriam analisados em cada etapa da
pesquisa. E importante destacar que todas as seqiiéncias consenso foram
identificadas no genoma nuclear de L. (L.) major, porém nem todas correspondem a
CDS anotadas no genoma. Vale lembrar ainda que, neste trabalho, serdo analisadas
apenas as sequéncias consenso identificadas em L. (V.) braziliensis; as demais
sequéncias estdo armazenadas em um banco de dados e sera objeto de estudos
futuros.

Ao todo foram obtidas 12.146 sequéncias consenso distintas, das quais
11.446 hibridizam com CDS de L. (L.) major, 10.919 hibridizam com CDS de L. (L.)
infantum chagasi e 7.534 hibridizam com CDS de L. (V.) braziliensis. Dados recentes
do genoma dessas trés espécies, publicados no “TriTrypDB” versdo 2.0
(http://www.tritrypdb.org) porém, mostram um total de 8.408 CDS anotadas no

genoma de L. (L.) major, 8.216 no genoma de L. (L.) infantum chagasi e 8.310 CDS
anotadas no genoma de L. (V.) braziliensis. Essa discrepancia se da em funcéo de
trés fatores: 1) algumas sequéncias consenso, embora distintas, reconhecem uma
mesma CDS. Tais sequéncias foram ao longo deste trabalho tratadas como
duplicagdes em termos de resultado. Por exemplo, das 11.446 sequéncias consenso
identificadas no genoma de L. (L.) major, 8.094 reconhecem CDS distintas. Em L.
(V.) braziliensis esse total foi de 5.804 sequéncias, as demais sdo duplicagdes. 2)
uma sequéncia consenso pode reconhecer duas ou mais CDS distintas. Situagdes
desse tipo precisam ser analisadas individualmente, pois CDS distintas podem
representar genes duplicados, divergentes ou ndo, ou ainda representar genes
distintos com um ou mais motivos em comum. 3) Nem todas as CDS anotadas no
genoma foram reconhecidas pelas sequéncias consenso. Para verificar essa
possibilidade seria necessario analisar todos os resultados (sequéncias
identificadas) de cada uma das comparacgdes feitas por BLAST, o que nao € objetivo

deste trabalho.
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Em Leishmania, o fenétipo de resisténcia a drogas tém sido frequentemente
associado a eventos de amplificagdo e/ou delecdo génica (Beverley, 1991; Borst &
Ouellette, 1995; Ubeda et al., 2008). Uma explicacdo para isso esta no fato de
Leishmania apresentar pouca regulagcdo ao nivel de iniciagcdo da transcricdo
(Clayton, 2002). No entanto é importante observar que nem todas as alteragbes
genéticas detectadas nestes parasitos resistentes estdo associadas ao fendtipo de
resisténcia a drogas. De fato, muitas das amplificagbes observadas em parasitos
resistentes envolvem moléculas de DNA de funcdo desconhecida e que nao estao
associadas a nenhum fenétipo. E razoavel pensar que os eventos de amplificacdo e
delecdo genética ocorram ao acaso e, dessa forma, algumas das alteragdes
observadas tenham um efeito fenotipico “neutro” no que diz respeito a resisténcia ao
Sblll, outras representam mutagdes compensatérias e somente uma pequena
porcao destas esteja de fato associada a resisténcia a drogas (Beverley, 1991;
Ponte-Sucre, 2003; Natera et al., 2007; Ubeda et al., 2008).

Em nosso trabalho, foram identificadas 252 CDS cujo numero de copias se
encontra alterado (amplificado ou deletado) na populagdo de L. (V.) braziliensis
resistente ao Sblll. O estabelecimento de uma correlagdo entre essas CDS e o
fendtipo de resisténcia a drogas poderia ser realizado empregando técnicas de
delec&o ou superexpresséo dos respectivos genes alterados. Porém essas técnicas
em geral sdo caras, demandam bastante tempo e podem em muitos casos produzir
resultados insatisfatérios. Dessa forma, estudos in silico estabelecendo critérios de
selegcdo das alteragbes genéticas e buscando padrdes moleculares podem
direcionar a analise para aqueles genes mais provavelmente associados ao feno6tipo
em estudo. Nesse contexto, uma estratégia inicial seria selecionar as CDS mais
amplificadas ou deletadas (partindo do pressuposto de que as mesmas teriam maior
implicagdo na mudanga do fendtipo) e paralelamente buscar um padrdo
cromossémico de mudanga.

A maioria das CDS alteradas codifica proteinas hipotéticas, sendo
necessaria a caracterizagdo molecular desses produtos para uma maior
compreensao do seu papel no fenétipo de resisténcia a drogas. E notério que, entre
as CDS amplificadas com maior numero de copias, encontram-se diversos genes
possivelmente associados ao fendtipo de resisténcia a drogas que foram
previamente estudados por outros autores. Estes genes incluem: a) genes
localizados na regido H e associados a resisténcia a diferentes drogas em

Leishmania. Podemos citar os genes, pteridina redutase, argininosuccinato sintase,

135



proteina de resisténcia a Terbinafina, proteina de resisténcia a multiplas drogas
(Nare et al., 2009; Moreira et al., 2009; Guimond et al., 2003; Drummelsmith et al.,
2003; Gourley et al., 2001; El Fadili et al., 2009; Marchini et al., 2003; Ellenberger &
Beverley, 1989); b) transportadores ABC também associados ao fendtipo de
resisténcia, p-glicoproteina E (Gamarro et al., 1994) e a proteina de resisténcia a
multiplas drogas ja mencionada; c) genes associados a diferenciacdo celular e
proficiéncia, porém nao esta claro seu envolvimento com resisténcia a drogas,
fosfoglicano-beta-1,3-galactosiltransferase 2, antigeno de superficie, proteina
associada ao citoesqueleto e proteina associada a calmodulina (Butcher et al., 1996;
Basselin & Robert-Gero, 1998; Melville et al., 1998; Dobson et al., 2006; Ouakad et
al., 2007; Rochette et al., 2008). Entre as CDS identificadas nesse trabalho cujo
numero de copias na populacao de Leishmania resistente ao Sblll € pelo menos 4
vezes menor que o da populacéo selvagem, nao foram encontrados estudos prévios
associando as mesmas ao fenotipo de resisténcia a drogas.

Nossos resultados sugerem que os eventos de amplificagdo ou de delegéo
de genes ocorreram ao acaso nas popula¢des de Leishmania resistentes ao Sblll.
As CDS alteradas estdo amplamente distribuidas em todos os cromossomos do
parasito e a ocorréncia de CDS adjacentes amplificadas esta limitada aos genes da
regidao H e outras poucas regides. Um padrdo comumente encontrado nas CDS
alteradas é a presenca de trilhas polipirimidina flanqueando essas sequéncias.
Essas repeticdes de citosina e timina provavelmente estdo associadas a estabilidade
do mRNA, “trans-splicing” e traducéo (Curotto de Lafaille et al., 1992; Orlando et al.,
2007; Smith et al., 2008; David et al., 2010). Porém deve-se ressaltar que a
presenca dessas repeticbes € comum mesmo entre CDS inalteradas nos parasitos
resistentes, tendo assim baixa correlagdo com o fendtipo de resisténcia. Por outro
lado, a distribuicdo das trilhas polipirimidina poderia justificar as amplificacbes ao
acaso e consequentemente a selegcdo das mutagdes de efeito vantajoso ou neutro
para o parasito.

A amplificagdo da regidao H na populagéo de L. (V.) braziliensis resistente ao
Sblll é outra questdo importante. Diversos autores demonstraram que amplificagdes
dessa regido estdo associadas ao fenotipo de resisténcia a diferentes drogas em
Leishmania, comumente originando moléculas de DNA extracromossomal lineares
ou circulares (Beverley, 1991; Grondin et al., 1993; Olmo et al., 1995; Grondin et al.,
1998; Kundig et al., 1999; Mukherjee et al., 2007). Por outro lado, Dias e

colaboradores (2007) ndo observaram tais amplificagdes em populagdes de L. (V.)
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braziliensis selecionadas pelo fenoétipo de resisténcia a diferentes drogas. Os autores
sugerem que a organizagdo de sequéncias repetitivas intergénicas pode estar
associada a auséncia de amplificagbes da regido H nesta espécie. Neste trabalho foi
observada a amplificacdo de 11 CDS localizadas em uma regido de
aproximadamente 44 kb e que contém genes da regido H de Leishmania. E
importante observar que nas CDS amplificadas inclui-se um pseudogene de L. (V.)
braziliensis (argininosuccinato sintase), e que das quatro espécies de Leishmania
estudadas, somente L. (V.) braziliensis apresentou essa regido amplificada. Assim,
embora a metodologia empregada nao permita determinar a natureza das
amplificagdes, se foram originadas moléculas extracromossomais lineares ou
circulares, nossos resultados reforcam a idéia de que a resisténcia a drogas em
Leishmania pode ser mediada por amplificacbes genéticas ao acaso e que
populagdes distintas do parasito podem apresentar diferentes mecanismos de
resisténcia. Dessa forma, a busca por novos alvos para a quimioterapia das
leishmanioses, baseada na identificagdo de CDS com maior numero de copias,
diferiu significativamente da analise de CDS e produtos da expressdo génica
comuns a diferentes espécies.

A analise de expressao génica diferencial permitiu a identificagdo de 957
transcritos diferencialmente expressos nas populagbes de L. (V.) braziliensis
selvagens e resistentes ao Sblll. Logo no inicio da analise, foi necessaria a excluséao
de quatro grupos de transcritos: 1) transcritos sem diferenca de expresséao; 2)
transcritos n&o analisados (grupo NA) e que, portanto podem ser diferencialmente
expressos ou nao; 3) transcritos mais ou menos expressos em uma das populagdes
e reconhecidos por mais de uma sequéncia consenso (nesse caso somente um dos
resultados foi considerado); 4) transcritos reconhecidos por mais de uma sequéncia
consenso e que sugerem aumento de expressao nas duas populagdes. Este ultimo
grupo pode representar um problema para a analise de microarranjos de DNA, pois
os oligonucleotideos hibridizam com distintas regides do transcrito e que podem
apresentar diferentes afinidades pela molécula, falseando assim os resultados.

Assim como as CDS identificadas pelo CGH, os transcritos diferencialmente
expressos identificados pelos microarranjos de cDNA estdo amplamente distribuidos
no genoma do parasito e a grande maioria apresenta um pequeno, porém
significativo aumento no nivel de expressao (até 3 X). Inicialmente foram
selecionados todos os transcritos com o nivel de expresséo pelo menos cinco vezes

maior em uma das populagdes de L. (V.) braziliensis. Esse alto ponto de corte
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restringiria a analise a apenas 65 transcritos, facilitando um estudo mais detalhado
dos mesmos. Porém apds algumas comparagbes com os demais resultados,
verificou-se uma baixa correlacdo entre os transcritos selecionados e os dados
obtidos de CGH, bem como entre os transcritos identificados em L. (V.) braziliensis e
nas outras trés espécies de Leishmania estudadas. Dessa forma, assumindo que
transcritos com uma diferenca de expressao de pelo menos duas vezes podem
condicionar uma diferenga fenotipica significativa, e que transcritos diferencialmente
expressos em varias espécies de Leishmania sao potenciais alvos para o
desenvolvimento de novas drogas, independentemente do nivel de expressao,
optamos neste trabalho por analisar todos os transcritos com um aumento na
expressao de pelo menos duas vezes.

A anotagao funcional dos 957 transcritos diferencialmente expressos teve
por objetivo principal a identificacdo de mecanismos, enzimas ou vias metabdlicas
que possam ser utilizadas estrategicamente na quimioterapia das leishmanioses.
Nesse contexto, um dado importante obtido a partir das comparagbes com o banco
de dados ENZYME foi a identificagdo de transcritos cujo aumento de expressao foi
observado em populagdes distintas e que, no entanto foram reconhecidos por uma
mesma enzima do banco de dados. E importante observar que seqiiéncias
consenso que reconhecem um mesmo transcrito foram tratadas como dados
duplicados e desconsiderados; porém essa analise foi baseada na localizagéo
genbmica dos transcritos correspondentes. Assim, transcritos originados de CDS
distintas foram tratados como dados independentes, mesmo se codificassem um
mesmo produto. A analise com o banco de dados ENZYME auxiliou na identificagcao
desses produtos, limitando o estudo a transcritos que codificam enzimas diferentes.

Das trés grandes categorias funcionais definidas no COG: 1) processamento
e armazenamento de informagdo, 2) metabolismo e 3) processos celulares e
sinalizagcao, as duas primeiras apresentaram maiores diferengas nas frequéncias dos
transcritos diferencialmente expressos na populagdo resistente de L. (V.)
braziliensis. A organizagdo dos transcritos em categorias funcionais baseadas no
COG sugere um aumento na expresséo de transcritos associados aos mecanismos
genéticos de transcricdo, replicagdo, recombinagcdo e reparo; bem como uma
diminuicdo na expressdo de transcritos associados ao metabolismo de lipidios.
Essas vias metabdlicas tém sido alvo de alguns estudos recentes de quimioterapia e
resisténcia a drogas e precisam ser mais bem investigadas (Gallego et al., 2005;
Rakotomanga et al., 2007; Tanaka et al., 2007; Datta et al., 2008; Sauvage et al.,
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2009). Um aumento na freqléncia de transcritos associados ao metabolismo e
transporte de aminoacidos foi observado tanto entre os transcritos mais expressos
quanto entre os menos expressos, comparando com a distribuicdo geral dos
transcritos identificados em L. (V.) braziliensis. Esse resultado pode indicar
mudangas no metabolismo de aminoacidos especificos. Embora a maioria dos
mecanismos de resisténcia a drogas previamente identificados em Leishmania
estejam associados principalmente a proteinas citoplasmaticas e associadas a
membrana (conforme revisado por Croft et al., 2006 e Ashutosh et al., 2007), nossos
resultados enfatizam a contribuicdo das proteinas nucleares para o fendtipo de
resisténcia a drogas e sugerem um deslocamento da atividade biolégica no sentido
de reduzir as modificacbes pos-traducionais e aumentar os mecanismos de
replicagao, recombinagao e transcrigdo nas populag¢des estudadas.

As comparagdes com os bancos de dados de alvos para drogas e com o
proteoma predito humano tiveram por objetivo identificar entre os transcritos
diferencialmente expressos, produtos que alternativamente poderiam ser utilizados
na quimioterapia experimental das leishmanioses, associados ou nédo as drogas ja
empregadas. E importante observar que o banco de dados mencionado, Drug_Bank,
relaciona sequéncias alvo para diferentes moléculas: aminoacidos, coenzimas,
vitaminas, acidos graxos e drogas utilizadas na quimioterapia de diversas doencas.
Muitas dessas moléculas sao essenciais para 0 homem enquanto outras podem ser
tao toxicas ao hospedeiro humano quanto ao parasito. Assim, o estudo de proteinas
com potencial uso na quimioterapia deve estar associado a uma analise de
similaridade entre tais proteinas no parasito e no homem. Pensando nisso, foram
comparadas as sequéncias de aminoacidos correspondentes aos transcritos
diferencialmente expressos e o proteoma predito humano. Foram identificadas 494
transcritos diferencialmente expressos cujas proteinas apresentaram pouca ou
nenhuma similaridade com proteinas humanas, 15 destas com sequéncias alvo
identificadas no banco de dados Drug_Bank. Embora algumas dessas 15 proteinas
estejam associadas a infectividade e viruléncia de Leishmania spp. (Kleczka et al.,
2007; Eschenlauer et al., 2009; Shakarian et al., 2010), ndo é do nosso
conhecimento a existéncia de estudos prévios de quimioterapia ou resisténcia a
drogas envolvendo tais proteinas.

Considerando o nivel de expressdao, observa-se uma correlagao
relativamente baixa entre os transcritos diferencialmente expressos de L. (V.)

braziliensis com as outras trés espécies de Leishmania estudadas. Dos 957
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transcritos selecionados de L. (V.) braziliensis, 347 (36%) apresentaram aumento de
expressao significativo na populacdo resistente de uma espécie e na populagéo
selvagem de outra. Esse resultado sugere que tais transcritos possuam efeito
fenotipico neutro, embora alguns transcritos possam estar associados a mecanismos
especificos de determinadas espécies de Leishmania. Além disso, 543 transcritos
(57%) apresentaram expressao genética diferencial apenas em L. (V.) braziliensis e
apenas 67 transcritos (7%) foram mais ou menos expressos na populagao resistente
de mais de uma espécie. Este ultimo grupo é de particular interesse, pois, numa
perspectiva otimista, pode conter alvos racionais para a quimioterapia das
leishmanioses independente da espécie de Leishmania.

E importante observar que, salvo poucas excegbes, os 67 transcritos
mencionados acima nao correspondem aos transcritos com maior nivel de
expressao (5X) anteriormente selecionados. Este dado reforgca a idéia de que os
transcritos com maior nivel de expressado génica diferencial ndo necessariamente
sdo os melhores alvos para estudos de quimioterapia e resisténcia a drogas em
Leishmania. Nos transcritos diferencialmente expressos em trés das quatro espécies
estudadas, o nivel de expresséao variou de 2 a 7 vezes entre populagdes selvagens e
resistentes ao Sblll. Entre os produtos de expressdo encontram-se cisteino-
peptidases (identificadas como importantes fatores de viruléncia — Bryson et al.,
2009; Lima et al., 2009), proteinas associadas a transcricdo e processamento do
RNA, quinases e proteinas associadas a resisténcia a diferentes drogas,
previamente estudadas: pteridina redutase, proteina de resisténcia ao
estibogluconato de sddio e argininosuccinato sintase (Nare et al., 2009; Moreira et
al., 2009; Guimond et al., 2003; Drummelsmith et al., 2003; El Fadili et al., 2009). Um
dado interessante observado foi a diminuicdo na expressdo de uma
apurina/apirimidina endonuclease-proteina redox, também conhecida como AP
endonuclease (LbrM16_V2.0670), em L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.)
amazonensis (Tabela 19). AP endonucleases sdo enzimas associadas a
mecanismos de reparo do DNA, assim como as 5-3 exonucleases
(LbrM06_V2.0240), deletadas nestas mesmas populagdes resistentes, conforme
observado na analise do CGH (Tabela 7). Entretanto, a enzima de reparo por
excisdo de nucleotideo causado pelo dano da luz ultra-violeta (UV) denominada
‘RAD-23-like protein” (LbrM30_V2.3340) (Tabela 11) apresentou maior nivel de
expressao (10,7 x) na populagéo de L. braziliensis resistente ao Sblll. Embora se

tratem de enzimas diferentes e identificadas por diferentes métodos, nossos
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resultados sugerem que nao somente um aumento na replicagao e transcrigao, mas
também alteragées no sistema de reparo como diminuicdo de algumas enzimas e
aumento de outras sdo mecanismos importantes no desenvolvimento de resisténcia
nessas populagdes de Leishmania.

Em relagdo aos dois tipos de amostras utilizadas nos microarranjos de DNA
(DNA genbmico e cDNA), é importante ressaltar que a resisténcia a drogas esta
frequentemente associada a eventos de amplificagcdo génica em Leishmania
(Berverley, 1991; Borst & Ouellette, 1995), embora modulagdo do RNA sem aumento
no numero de copias e outros mecanismos sejam também conhecidos (Guimond et
al., 2003; Drummelsmith et al., 2003; Ubeda et al., 2008). Nossos resultados
mostraram-se mais valiosos empregando amostras de cDNA do que DNA gendmico,
isso porque permitiram a identificagdo de um numero maior de potenciais alvos para
estudos de quimioterapia e resisténcia a drogas. Ubeda e colaboradores (2008)
fizeram observagdo semelhante ao utilizar as duas técnicas de microarranjos no
estudo de resisténcia de L. (L.) major e L. (L.) infantum ao metotrexato. Os autores
relatam ainda em seus ensaios uma boa correlagdo entre os padrdes de expressao
génica e o CGH. Nossos resultados, porém mostraram que pouco mais de 24% das
252 CDS alteradas tinham correlagdo com as mudangas na expressao génica.
Pouco mais de 5 % das CDS apresentaram resultados aparentemente contraditérios
se comparados aos resultados da analise transcriptémica (como CDS amplificadas e
com redugdo no nivel de expressao, por exemplo). Desse modo é possivel que
diversas moléculas de DNA amplificadas produzam mRNAs instaveis ou imaturos
que portanto sdo incapazes de produzir um efeito fenotipico significativo. Por outro
lado os genes identificados pelos dois métodos constituem potenciais alvos para
drogas, porém vale ainda ressaltar a importancia de se verificar a anotagao desses
genes a fim de selecionar os melhores alvos para novos estudos. Um exemplo
dessa importancia € o gene da argininosuccinato sintase, que embora tenha sido
identificado nos microarranjos de DNA gendmico e de cDNA em mais de uma
espécie de Leishmania, € um pseudogene em L. (V.) braziliensis (Dias et al., 2007).

Por ultimo deve-se destacar a importancia da construgdo do banco de dados
que foi realizada nesta tese. O desenvolvimento de bancos de dados voltados a
informacéao bioldgica trouxe a possibilidade de integrar, realizar buscas e analises de
dados bioldgicos vindos de diferentes fontes que, de outro modo, poderiam ser
perdidos (revisado por Timmers et al., 2009). Continuamente novos bancos de

dados tém sido produzidos com o objetivo de integrar dados e facilitar diferentes
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estudos envolvendo parasitos como Leishmania. Se considerarmos apenas 0s
trabalhos recentes com Leishmania, observamos que novos bancos de dados foram
construidos incluindo desde anotagdo gendmica estrutural e funcional (Aslett et al.,
2010; Aurrecoechea et al., 2010), vias metabolicas (Doyle et al., 2009),
microsatélites (Fakhar et al., 2008) até filogenia e pés-gendmica (Davila et al., 2008).
Nosso banco de dados tem por objetivo integrar dados gendmicos e pos-genémicos,
preditivos e experimentais de diversas fontes, relacionados a quimioterapia e aos
mecanismos moleculares de resisténcia a drogas em Leishmania. Conforme
apresentado no item “resultados”, o volume de dados produzido e utilizado nesse
trabalho torna impossivel sua analise sem a devida organizagdo dos mesmos em
tabelas relacionais. Também é importante observar que os resultados apresentados
nesse trabalho estdo apenas aqueles extraidos de L. (V.) braziliensis, porém o0s
dados relativos as demais espécies estdo armazenados e serdo analisados
futuramente. Outros projetos, teses e dissertagdes estdo sendo desenvolvidos em
nosso laboratério e que serdo depositados no banco de dados, trazendo assim

importantes contribuicbes nesse campo de pesquisa.
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7. CONCLUSOES

A heterogeneidade genética e as diferentes condigdes de cultivo séo
elementos fundamentais na observagao e analise do fendtipo de resisténcia a
drogas em laboratério. Todas as populagdes estudadas foram cultivadas in
vitro sob as mesmas condigdes e exibiram diferengas significativas tanto na
taxa de crescimento quanto na tolerancia ao Sblll;

Neste estudo foram isoladas populacdes das quatro espécies de Leishmania
4 a 20 vezes mais resistentes ao Sblll que seus respectivos pares sensiveis;
O fendtipo de resisténcia ao Sblll permaneceu estavel mesmo apés 37 ou 47
passagens na auséncia da droga. No entanto populagcbes de L. (V.)
braziliensis e L. (L.) amazonensis tiveram seu coeficiente de resisténcia
reduzido a metade apods este periodo sem droga;

Nao foi observada resisténcia cruzada entre o Sblll e a anfotericina B ou a
miltefosina em nenhuma das populagdes estudadas. Por outro lado, foi
observada a ocorréncia de resisténcia cruzada entre Sblll e paromomicina em
populagdes de trés das quatro espécies estudadas (L. (V.) braziliensis, L. (L.)
amazonensis e L. (L.) infantum chagasi);

As populagdes L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis;
resistentes ao Sblll apresentaram uma drastica diminuicdo na infectividade,
apresentado lesdo muito pequena comparada aos respectivos pares
sensiveis;

A populagéo resistente de L. (V.) braziliensis manteve o fendtipo de
resisténcia estavel mesmo apds uma passagem por camundongos;

Neste trabalho foram isoladas também populacdes de Leishmania spp. 2 a 3
vezes mais resistentes a anfotericina B comparado com seus respectivos
pares sensiveis;

As CDS alteradas podem ser organizadas em trés grupos: genes associados
a resisténcia a drogas, genes associados a proficiéncia e genes cuja
correlagao com o fendtipo de resisténcia a drogas nao esta esclarecido;

Nao foram identificados padrbes cromossémicos ou gendmicos associados ao
fendtipo de resisténcia a drogas, sugerindo a ocorréncia de mutagdes ao
acaso;

Foi observada a amplificacdo de genes associados a regido H em L. (V.)

braziliensis e os produtos amplificados incluem um pseudogene

143



(argininosuccinato sintase); também foram observadas amplificagcdes de
regides dos cromossomos 17, 20 e 31;

A maioria dos transcritos diferencialmente expressos codifica proteinas
hipotéticas e tém um nivel de expressao de até 3 X. Nao foi observado
correlagado entre os transcritos diferencialmente expressos e a localizagéo
cromossOmica;

Entre os transcritos com maior nivel de expressdo encontram-se aqueles que
codificam proteinas quinases e fosfatases, proteinas associadas a membrana,
replicagao e reparo;

De um modo geral, a anotagdo funcional sugere um aumento na expressao
de transcritos associados a replicagcdo e a transcricio do DNA e uma
diminuicao na expressao de transcritos associados ao metabolismo de lipidios
e carboidratos e ao transporte de proteinas;

Foi observada uma baixa correlacdo entre os resultados de CGH e de
expressao genética diferencial, bem como entre os genes identificados em L.
(V.) braziliensis e nas outras trés espécies de Leishmania estudadas;

Foi observada a delecdo da 5-3’ exonuclease, e a diminuicdo na expressao
da enzima apurina/apirimidina  endonuclease-proteina redox (AP
endonuclease) em L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.)
amazonensis. Por outro lado, a enzima de reparo por excisao de nucleotideo
causado pelo dano da luz ultra-violeta (UV) denominada “RAD-23-like protein”
apresentou maior nivel de expressao na populacdo de L. braziliensis
resistente ao Sblll;

Foram identificados 247 transcritos diferencialmente expressos em L. (V.)
braziliensis com pelo menos um alvo para drogas; destes, 15 transcritos
possuem pouca ou nenhuma similaridade com proteinas humanas e somente
um desses 15 foi selecionado por CGH e expressao diferencial
(LbrM06_V2.0620 — carbonic anhydrase family protein, putative);

O desenvolvimento de um banco de dados voltado para resisténcia a drogas
em Leishmania permitiu a integragdo dos diferentes resultados: fenotipicos,
genbmicos e transcriptdmicos, facilitando a busca e anadlise dos resultados

desse trabalho.
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Conclusao final:

Com base nos resultados obtidos acreditamos que, uma vez submetidos a
pressao por drogas, parasitos do género Leishmania podem aumentar 0s processos
de replicagao e transcrigdo do DNA e reduzir alguns mecanismos de reparo. Dessa
forma s&o produzidas novas moléculas de DNA e de RNA contendo mutagdes ao
acaso e que sao gradualmente selecionadas de acordo com a pressao seletiva da
droga. Em L. (V.) braziliensis, a resisténcia ao Sblll parece estar mais associada a
modulagdo do RNA do que aos eventos de amplificacdo génica, o que poderia
explicar a redugao no coeficiente de resisténcia apds cultivo na auséncia de drogas.
Varios genes alterados estdo associados a alteragdes na proficiéncia do parasito,
provavelmente provocando uma drastica redugdo na infectividade dos parasitos
resistentes ao Sblll. A baixa correlagdo entre os genes selecionados nas diferentes
especies de Leishmania explica as diferengas fenotipicas entre as popula¢des das
quatro espécies, enquanto a amplificacdo e superexpressao de transportadores ABC
explicam em parte a resisténcia cruzada com paromomicina. A estratégia
empregada na analise dos dados pode ser crucial na pesquisa de novos alvos para
drogas. A partir da analise integrada de todos esses fatores fenotipicos, gendmicos
e transcriptdmicos, é possivel estabelecer novas estratégias de pesquisa basica e
aplicada, dessa forma contribuindo para o entendimento da resisténcia de
Leishmania aos antimoniais e para o desenvolvimento de novas drogas para o

tratamento das leishmanioses.
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Abstract In the present study, we selected in vitro populations
of Leishmania Viannia guvanensis, L.V, braziliensis, L.
Leishmania amazonensis and L. L. infanium chagasi that were
resistant to potassium antimony tartrate (SbIII). The resistance
index of these populations varied from 4- to 20-fold higher
than that of their wild-type counterparts. To evaluate the
stability of the resistance phenotype, these four resistant
populations were passaged 37 to 47 times in a culture
medium without SblIl. No change was observed in the
resistance indexes of L.V, guyanensis (19-fold) and L.L.
infantum chagasi (4-fold). In contrast, a decrease in the
resistance index was observed for L.V, braziliensis (from 20-
to 10-fold) and L.L. amazonensis (from 6- to 3-fold). None of
the antimony-resistant populations exhibited cross-resistance
to amphotericin B and miltefosine. However, the resistant
populations of L.V braziliensis, L.L. amazonensis and L.L.
infantum chagasi were also resistant fo paromomycin. A
drastic reduction was observed in the infectivity in mice for
the resistant L.V guyanensis, L.L. amazonensis and L.V
braziliensis populations. The Sblll-resistant phenotype of L.V,
braziliensis was stable after one passage in mice. Although
the protocol of induction was the same, the Sblll-resistant
populations showed different degrees of tolerance, stability,
mfectivity mm mice and cross-resistance to antileishmanial
drugs, depending on the Leishmania species.
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SbR  Sblll-resistant

Lg L.V. guyanensis

Lb L.V braziliensis

La L.L. amazonensis

Le L.L. infantum chagasi

Introduction

Leishmaniasis refers to a spectrum of diseases caused by
different species of protozoan parasites belonging to the
genus Leishmania. An estimated 12 million people are
infected with Leishmania parasites and an additional 350
million people are at risk worldwide (CDC 2009). At least
21 Leishmania species infect humans, and the diseases that
they cause can be categorized into three types: visceral
leishmaniasis, cutaneous leishmaniasis and mucocutaneous
leishmaniasis (Marsden 1986). Although the host genetic
variability, immune response and environmental factors
may influence the outcome of infections, the main factor for
clinical presentation is the species of the infecting parasite
(Lipoldova and Demant 2006). For example, the New
World parasite L. Leishmania infantum chagasi (Shaw
2006) is the causative agent of visceral leishmaniasis,
whereas L.L. amazonensis and L. Viannia guyanensis cause
cutaneous leishmaniasis and L.V. braziliensis causes cuta-
neous and mucocutancous leishmaniasis.

The first-line treatment for all forms of leishmaniasis is
the administration of pentavalent antimonials (SbV) such as
meglumine antimoniate (Glucantime®) or sodium stibo-
gluconate (Pentostam®). In India, however, more than 60%
of the patients with visceral leishmaniasis do not respond to
treatment with SbV owing to acquired resistance. In these
cases, the drug of choice is amphotericin B, a polyene
antifungal drug (Lira et al. 1998; Sundar 2001). Recently,
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new potential therapies have been introduced for visceral
leishmaniasis, such as amphotericin B liposome formula-
tion, paromomycin and miltefosine (Croft et al. 2006).

The mechanisms of action of antimony are not fully
elucidated. It is known that SbV acts on the amastigote form,
inhibiting enzyme activity and the oxidative pathway of fatty
acids (Herwaldt 1999). It is generally agreed that trivalent
antimony (SbIII) is the active form of the drug against
Leishmania amastigote and promastigote forms (Brochu et
al. 2003). Studies suggest that Sblll causes disturbances in
the thiol redox potential of the parasite, leading to cell death
(Wyllie et al. 2004). Amphotericin B, the most powerful
leishmanicidal drug commercially available, acts by prefer-
entially binding to sterols (ergosterol or episterol) in the
plasma membrane of the parasite (Berman et al. 1992).
Owing to its high toxicity, new formulations (liposomal and
colloidal dispersion) of amphotericin B have been developed;
however, they are expensive and impractical for routine use
{Davidson et al. 1991).

Drug resistance is one of the major clinical problems in
the treatment of diseases ranging from bacterial and parasitic
mfections to cancer. Several mechanisms of drug resistance
have been identified in Old World Leishmania species (Croft
et al. 2006). In New World pathogenic Leishmania species,
the response to antimony chemotherapy is considerably
variable (Moreira et al. 1998; Romero et al. 2001);
however, their mechanisms of drug resistance have not
been extensively analyzed. In this present work, we have
selected populations of four New World Leishmania species
resistant to potassium antimony tartrate (SblIl) to serve as a
model for the study of the mechanisms of drug resistance in
this protozoan.

Materials and methods
Chemicals and reagents

Sblll, amphotericin B and paromomycin were supplied by
Sigma (Saint Louis, MO, USA). Miltefosine was kindly
provided by Dr. Lucas Anténio Miranda Ferreira (UFMG/
Brazil) AlamarBlue was purchased from Biosource (Cama-
rillo, CA, USA). All media reagents were purchased from
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).

Leishmania populations and culture

The promastigote forms of four Leishmania species were
used: L.V. guvanensis (IUMB/BR/85/M9945), L.V brazil-
iensis (MHOM/BR/75/M2904), L.L. amazonensis (IFLA/
BR/67/PHS8) and L.L. infantum chagasi (MHOM/BR/74/
PP75). Parasites were grown at 27°C in M199 medium
supplemented with 40 mM HEPES pH 7.4, 1 pg/ml biotin,
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5 pg/ml hemin, 2 pg/ml biopterin, 2 mM L-glitamine, 500 U
penicillin, 50 pg/ml streptomycin and 10% (v/v) heat-
inactivated fetal calf serum. All experiments were per-
formed with parasites in the logarithmic phase of growth.
The Sblll-resistant populations, named L.V guyanensis
(LgSbR), L. V. braziliensis (LbSbR), L.L. amazonensis
(LaSbR) and L.L. infantum chagasi (LcSbR), were obtained
from wild-type susceptible L.V. guyanensis (LgWTS), L.V.
braziliensis (LbWTS), L.L. amazonensis (LaWTS) and L.L.
infantum chagasi (LcWTS) by continuous stepwise drug
pressure with SbIIl as described below.

Selection of populations of Leishmania spp. resistant
to SbIII by in vitro drug pressure

Parasite selection was carried out in 25-cm” culture flasks
in a final volume of 5 ml of M199 medium. Initially, curves
of tolerance to SbIIl were determined for all Leishmania
species. Parasites were initially exposed to 0.1 uM SblIL
This value corresponds to the 1Csy (50% growth inhibitory
concentration) of L.V guyanensis, the species more suscep-
tible to SblIl. A stepwise increase in drug concentration
was undertaken only when the drug-exposed cultures had a
growth rate similar to those of the wild-type cultures. This
increase was continued until the maximum concentration
allowing parasite growth was reached. The maximum SbIIT
concentration used in our experiments was 4 uM because at
concentrations higher than 4 uM the drug precipitates in the
medium. The wild-type Leishmania species were cultured
in M199 medium without any drug.

In vitro susceptibility to antileishmanial drugs

The in vitro susceptibility of the four Sblll-resistant popula-
tions to the drugs SblIl, miltefosine, amphotericin B and
paromomycin was determined by measuring the ICs, The
[Csp was determined using a colorimetric AlamarBlue™ dye
reduction assay, as described by Shimony and Jaffe (2008)
with modifications. Briefly, the promastigote forms of
Leishmania spp. were seeded into 96-well plates in triplicate
at a density of 5x10° cells/ml in 180 pl M199 medium
containing a range of drug concentrations. The cultures were
then incubated for 24 hours at 25°C. After this period, 20 ul
of AlamarBlue was added to each well (to a final
concentration of 10%). The plates were reincubated for
additional 18-24 hours at 25°C. After this period, the plates
were then read on a Spectramax 190 microplate spectropho-
tometer (Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA,
USA) using wavelengths of 570 and 600 nm and the
percentage of reduction of AlamarBlue was determined.
Complete medium was used as negative control and the
parasites without any drug were set as positive controls. The
measure of fluorescence of AlamarBlue must be made before
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of complete reduction of AlamarBlue (24 hours); otherwise,
after this period, the measurements become overestimated. In
addition, long incubation periods favor the decrease in the
AlamarBlue fluorescence. Growth inhibition was determined
by the percentage of growth reduction compared to that of
untreated control parasites. Three independent experiments
were performed in friplicate.

Stability of resistance to Sblll in vitro

The Sblll-resistant populations of L. V. guyanensis (LgSbR),
L.V, braziliensis (LbSbR), L.L. amazonensis (LaSbR) and
LL. infantum chagasi (LcSbR) were cultured in the
absence of Sblll for 50 subcultures. After 37 and 47
consecutive subcultures, the ICs, of these subpopulations
[revertant parasites (SbRrev)] was determined to monitor
the sensitivity to SblII,

Infectivity of L.V guvanensis, L.V. braziliensis, L.L.
amazonensis and L.L. infantum chagasi populations
in interferon-y knockout C57BL/6 mice

These mice were provided by the Laboratorio de Imunopa-
tologia (CPgRR/FiocruzZ’MG) and were kept under standard
conditions with experimental isolation barriers at the animal
house of CPqRR. The infectivity of the Sblll-susceptible
and Sblll-resistant populations of Leishmania spp. was
determined by infection with 1>107 metacyclic promasti-
gotes from the sixth day of the stationary phase. L.V
guyanensis, L.V. braziliensis and L.L. amazonensis popula-
tions were inoculated into the footpads of interferon—y
knockout (IFN-y KO) C57BL/6 mice, and the lesion growth
was then measured as described previously (Cunningham et
al. 2001). Two different experiments were performed using
four mice per population. L.L. infantum chagasi parasites
were inoculated intraperitoneally in IFN-y KO C57BL/6
mice. After 20, 40 and 60 days of infection, groups of six
animals infected with LeWTS or LeSbR populations (two
animals for each of the selected day) were sacrificed. The
liver and spleen were excised from these mice, macerated in
saline solution and cultured in tubes containing 5 ml of
M199 medium. The tubes were incubated at 28°C for
60 days and examined microscopically for the presence of
parasites. This experiment was repeated twice using six
mice per group.

Stability of the drug resistance phenotype of LbSbR
populations in vivo

The ICsq of SbIIl was determined after one in vivo passage
of susceptible and resistant L. braziliensis parasites in mice.
Parasites recovered from lesions at the 45th day after
infection were subcultured twice in drug-free M199

medium. Subsequently, they were subjected to SbIll
susceptibility studies with the colorimetric AlamarBlue™
dye reduction assay.

Statistical analysis

Data were analyzed by Student’s ¢ test performed using
INSTAT software (GraphPad, San Diego, CA, USA). A P
value of less than 0.05 was considered statistically signifi-
cant.

Results

Selection of Sblll-resistant populations from Leishmania
spp. by in vitro drug pressure

First, the growth curves and susceptibilities to SbIIT were
determined for each Leishmania species. Parasites from the
Viannia (ICsy 0.09-0.15 puM) sub-genus were more
susceptible to Sblll than those from the Leishmania (1Csg
0.28-0.33 uM) sub-genus (Table 1). The first drug
treatment was at 0.1 uM Sblll corresponding to the 1Cs,
of L.V. guyanensis, the species more susceptible to SblIL
This concentration was maintained for all four Leishmania
species until the growth of the Sblll-treated promastigotes
was equivalent to that of the untreated wild-type popula-
tions. Further drug pressure with increasing concentrations
of Sblll, which varied from 0.1 to 4 uM, was undertaken
until the maximum concentration allowing parasite growth
was reached. The resistant parasites were selected over an
18-month period using this protocol. As indicated in
Table 1, after drug selection, the ICs; of resistant
Leishmania populations varied from 1.4 to 3.04 uM. The
resistance indexes of LgSbR and LbSbR populations for
SbIll were 19- and 20-fold, respectively. Conversely,
LaSbR and LcSbR exhibited lower resistance indexes of
6- and 4-fold, respectively. Parasites from the Viannia sub-
genus showed higher resistance indexes than those from the
Leishmania sub-genus. All four resistant populations were
maintained for an additional period of 4 months in a
medium containing Sblll. The index of resistance of each
line was the same, showing that the drug resistance
phenotype was stabilized.

Stability of resistance to Sblll in vitro

The stability of the resistance phenotype was evaluated
after 37 passages of the resistant parasites in the culture
medium in the absence of SbIIl (Table 1). These sub-
populations were denominated as SbRrev. No change was
observed in the resistance indexes of L.V, guyanensis
(19-fold) and L.L. infantum chagasi (4-fold). In contrast, a
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Table 1 Sensitivity to SbIIl of WTS and SbR populations from four New World Leishmania species

Species ICsq = CT (uM) Resistance index Resistance index
revertant
WTS SbR SbRey
L.V, braziliensis 0.15£0.15 3.04£0.13" 1.52+0.18" 20 10
L.V, guyanensis 0.09£0.04 1.64+0.14" 1.65=0.11 19 19
L.L. amazonensis 0.28£0.15 1.71+0.11% 0.84£0.22" 6 3
L.L. chagasi 0.33+£0.09 1.40+0.04" 1.37+£0.11 B 4

IC5, is the concentration (M) of SbIII that decreases the rate of cell growth by 50%. The means = CI (confidence interval) of three independent
experiments in triplicate are given. The resistance index is the ratio of ICzg for Sblll-resistant (SbR) and wild-type (WTS) lines and the resistance
index for revertant parasites (SbR,.,—parasites cultured by 37 passages without SbIl) is the ratio of ICs; for SbR,., and WTS lines.

*1C;, for each SR line differs significantly between its wild-type counterpart WTS (p<0.0001).
b IC;, for LbSbR,., and LaSbR,., lines differ significantly between ICs;, for LbSbR and LaSbR lines showing p<0.0001 and p<0.002, respectively.

decrease in the resistance index was observed for L.V
braziliensis (from 20- to 10-fold) and L.L. amazonensis
(from 6- to 3-fold). These four subpopulations were all
grown for 10 more passages in the absence of the drug, but
the remaining resistance was stable (data not shown).

Cross-resistance studies

The in vitro susceptibility of the wild-type (WTS) and
antimony-resistant (SbR) populations of the four Leishmania
species to amphotericin B, miltefosine and paromomyecin is
reported in Fig. 1. The ICsy for cach drug was determined
using the colorimetric AlamarBlue™ dye reduction assay, as
described in the “Materials and methods” section. The
numbers above each bar indicate the index of resistance:
ratio of ICs, for SbR population to that for the WTS
population for each drug. Only indexes of resistance >2-fold
were considered significant. All SbR populations were
slightly more susceptible to miltefosine than WTS popula-
tions, but this difference was not significant (Fig. 1b). None
of the SbR populations exhibited cross-resistance to ampho-
tericin B or miltefosine (Fig. la and b). On the other hand,
the resistant L.V, bracziliensis, L.L. amazonensis and L.L.
infantum chagasi populations were also resistant to paromo-
mycin compared to their wild-type counterparts, showing
indexes of resistance of 2-, 4- and 5-fold, respectively
(Fig. 1¢). No cross-resistance to paromomycin was observed
in the antimony-resistant L.V, guyanensis population.

Infectivity and in vivo stability of resistance to Sblll

The ability of the drug-susceptible (WTS) and drug-resistant
(SbR) populations of L. V. guyanensis, L.V. braziliensis and L.
L. amazonensis to induce disease in a mouse infection model
was investigated. Infective metacyclic promastigotes from
each population were inoculated into IFN-y C57BL/6 KO
mice, and lesion formation was followed over time. All
susceptible populations (LgWTS, LBWTS and LaWTS) were
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highly infective (Fig. 2). These parasites yielded lesions that
appeared after 12 days and rapidly progressed. Owing to the
large size of the lesions, the mice inoculated with these drug-
susceptible populations were euthanized at the 50th day after
infection. Susceptible L.V. guyanensis (LgWTS) produced
bigger lesions than L.V braziliensis and L.L. amazonensis.
Although the parasites were inoculated only into the
footpads of mice, nodules and lesions were also observed
in the tails of mice infected with the LgWTS population
(data not shown). A drastic reduction was observed in the
infectivity of the drug-resistant populations of L.V, guyanen-
sis and L.L. amazonensis in mice (Fig. 2). These parasites
produced very small lesions afler 40 days, and the lesions
did not progress. LbSbR parasites produced bigger lesions
than LgSbR and LaSbR. Lesions in mice infected with
LbSbR parasites appeared afier 37 days, progressed more
slowly and peaked at a lower thickness (2.1 vs. 4.5 mm) than
lesions produced by LbWTS parasites (Fig. 2).

The infectivity of the drug-susceptible and drug-resistant
populations of L.L. infantum chagasi was determined by the
infection of metacyclic promastigotes in the [FN-y KO
C57BL/6 mice by the intraperitoneal route. After 20, 40 and
60 days of infection, six mice from each group (LeWTS and
LcSbR) were sacrificed. The liver and spleen from each
animal were cultured in M199 medium and examined
microscopically for the presence of parasites. On the 30th
and 60th days after incubation, all cultures analyzed were
negative, showing that both drug-susceptible and drug-
resistant populations lost the infectivity. This could be
because of the continuous passages in culture. Further
studies to confirm this hypothesis are now being performed
using a hamster model for in vivo infection evaluation.

In order to test the in vivo stability of the resistance
phenotype, Sblll-resistant and Sblll-susceptible L.V. brazil-
iensis parasites were recovered from lesions at the 45th day
after infection. These parasites were subcultured twice in
drug-free M199 medium and then subjected to SblIIl
susceptibility assays. The ICsq (2.84+0.14 uM) values of
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resistant parasites recovered from mice (LbSbR MI1P2)
were similar to those of resistant parasites maintained in
M199 medium in the presence of Sblll (3.04+0.12 pM).
This result shows that the resistant phenotype of LbSbR
remained stable after one passage in mice.

Discussion

The first-line treatment for leishmaniasis consists of
pentavalent antimony Sb(V)-containing drugs such as

Pentostam and Glucantime. However, the active form of
the drug is the trivalent form (Sblll) of the metal. The
reduction of SbV to Sblll may take place either in the host
macrophage (Sereno et al. 1998) or in the parasite
Leishmania (Shaked-Mishan et al. 2001). Since SbIIl is
highly active against Leishmania and SbV is active only
when used against amastigote forms, in the present study.
we used potassium antimony tartrate (SblIl) to select the
LgSbR, LbSbR, LaSbR and LcSbR populations in vitro.
The selection of these resistant populations took place over
an approximate period of 18 months by continuous
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Fig. 2 Pathology induced in [FN-y KO C57BL/6 mice by wild-type
susceptible and Sblll-resistant populations. Mice were injected with
110" metacyclic promastigotes (from the sixth day of the stationary
phase) in the footpad, and the increase in footpad thickness caused by
lesion progression was determined. The average and standard deviation
of two experiments are shown. "Mice inoculated with LeWTS, LbWTS
and LaWTS were euthanized at the 50th day after infection

stepwise drug pressure. The resistance indexes of these
populations varied from 4- to 20-fold higher resistance than
their wild-type counterparts. The resistance indexes of
Leishmania species from the Fiannia sub-genus (19- and
20-fold) were higher than those of the species from the
Leishmania sub-genus (4- and 6-fold). In our study, the
maximum [Csq reached was 3 pM Sblll for L.V brazil-
iensis. Although the protocol of induction was the same,
cach Leishmania species analyzed showed different degrees
of tolerance to Sblll.

Leishmania populations resistant to antileishmanial
drugs such as Glucantime (Arana et al. 1998), amphotericin
B (Mbongo et al. 1998), Sblll (Haimeur et al. 2000),
miltefosine (Seifert et al. 2003) and sitamaquine (Bories et
al. 2008) have been previously obtained in vitro using a
methodology similar to ours. The analyses of these resistant
populations led the authors to propose models for resis-
tance. Resistance to SbIll has been correlated to decreased
antimony due to cither reduced uptake or increased efflux
(Brochu et al. 2003; Dey et al. 1994). Recently, a
Leishmania aquaglyceroporin (AQP1) has been demon-
strated to mediate the uptake of Sblll (Gourbal et al. 2004).
Down-regulation of AQP1 has been reported in several
Leishmania species resistant to antimonials (Marquis et al.
2005) and antimony-resistant clinical isolates from Nepal
(Decuypere et al. 2005). The role of the ABC transporter,
MRPA, in conferring antimony resistance by sequestration
of metal-thiol conjugates has also been reported in
Leishmania species selected for resistance to Sblll, SbV or
Aslll (OQuellette et al. 2004; El Fadili et al. 2005). Other
mechanisms suggested for resistance to SbIIl includes
increased levels of total thiols (cysteine, glutathione and
trypanothione) (Haimeur et al. 2000; Ouellette et al. 2004).
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Further studies are underway to determine the resistance
mechanisms in Sblll-resistant Leishmania populations
obtained in this study.

The SblII resistance phenotypes of LgSbR and LcSbR
were stable for 37 passages in the absence of the drug,
whereas the indexes of resistance in LbSbR and LaSbR
decreased 2-fold. No further decrease in resistance was
observed in parasites grown for more than 47 passages, thus
demonstrating the stability of the SblIl resistance pheno-
type. These data suggest that some modifications are stable
and others are lost during the reversion process. Similar
results have been described in L. tarentolae resistant to
Sblll (Haimeur et al. 2000). In parasite populations grown
in the absence of SbIll for 30 or 100 passages, resistance
levels decreased by 5- to 10-fold but were still several-fold
higher than wild-type cells.

In this study, none of the Sblll-resistant populations
exhibited cross-resistance to miltefosine or amphotericin
B, showing that these drugs are metabolized differently
and that the mechanisms of drug resistance are distinct.
These data are in agreement with those from previous
studies showing that parasites resistant to antimonials do
not exhibit cross-resistance to amphotericin B (Sundar et
al. 2000; Sereno et al. 2000; Thakur et al. 2008). In
addition, an L. donovani line resistant to miltefosine did not
exhibit cross-resistance to antimony (Seifert et al. 2003).
Interestingly, our data showed that the Sblll-resistant
populations of L.V. braziliensis, L.L. amazonensis and L.L.
infantum chagasi were also resistant to paromomycin.
Paromomycin, an aminoglycoside antibiotic, induces a
reduction in the membrane potential and inhibition of
protein synthesis. This mechanism has been shown to be
less pronounced in a paromomycin-resistant line than in the
wild type (Jhingran et al. 2009). Glycolysis, protein
biosynthesis and trypanotione have all been suggested as
targets for Sblll in Leishmania (Wyllie et al. 2004). We
hypothesized that the mechanisms of resistance to paromo-
mycin and SbIII are similar for three of the four Leishmania
species analyzed.

A drastic decrease in infectivity was observed for the
drug-resistant populations of L.V. guvanensis, L.L. amazo-
nensis and L.V. braziliensis. In diverse model systems,
when a pathogen acquires drug resistance, it often pays a
price in terms of reduced ability to replicate and cause
disease (Lenski 1998; Geretti 2005). Several studies have
shown that mutations that render pathogens resistant to
drug treatment are likely to result in a loss of fimess, also
defined as “proficiency” (Natera et al. 2007). Such mutants
could therefore be outgrown by sensitive forms if the drug
pressure were removed (Walliker et al. 2005). In Plasmo-
dium chabaudi, a pyrimethamine-resistant mutant has been
found to grow more slowly in mice than its drug-sensitive
progenitor. However, after passage in the absence of the
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drug, it grew faster, suggesting the occurrence of compen-
satory mutations (de Roode et al. 2004). Compensatory
mutations are also known to be present in other drug-
resistant parasites, e.g. chloroquine-resistant P. falciparum
(Hayward et al. 2005) and dinitroaniline-resistant Toxoplas-
ma gondii (Ma et al. 2008). In Leishmania, several changes
in physiological parameters are associated with drug
resistance and might serve as markers for parasite profi-
ciency (reviewed by Natera et al. 2007). Several authors
reported a decreased expression of important virulent factors
of drug-resistant Leishmania parasites. A decreased activity
of acid phosphatase, pyruvate kinase and infectivity was
reported in glibenclamide-resistant L. mexicana (Garcia et
al. 2000). Alterations in membrane fluidity, lipid metabo-
lism and lipoplosphoglycan expression were observed in
pentamidine-resistant L. amazonensis and L. donovani
(Basselin and Robert-Gero 1998). In addition, loss of
reactivity to lectins is associated with a decreased infectivity
in glucantime-resistant L. guyanensis (Gazola et al. 2001).
In Leishmania, virulence 1s used as the foremost marker for
proficiency (Natera et al. 2007). In our study, the drug
resistance has been associated with a decrease in the
infectivity of Sblll-resistant Leishmania populations. This
phenomenon was previously observed on amphotericin B-
resistant L. donovani and L. mexicana (Mbongo et al. 1998;
Al-Mohammed et al. 2005), glibenclamide-resistant L.
mexicana (Garcia et al. 2000), glucantime-resistant L.
guyanensis (Gazola et al. 2001) and sitamaquine-resistant
L. donovani (Bories et al. 2008). Fitness cost might be used
as a strategy to fight against the leishmaniasis. Drug-resistant
Leishmania parasites are likely to be less fit than the wild
type, suggesting that they might disappear by reducing the
volume of drug pressure with antimonials. However, this
hypothesis should be carefully investigated once compensa-
tory mutation could to arise and restore the fitness.

The occurrence of drug-resistant Leishmania strains is a
growing problem all over the world. Although several
mechanisms of drug resistance are known, there are few
studies of drug resistance in New World Leishmania
species (Gareia et al. 2000; Gazola et al. 2001; Anacleto
et al. 2003). The antimony-resistant Leishmania popula-
tions obtained in this study may help our understanding of
the molecular basis of drug resistance in different species of
this parasite and also provide information on drug targets
for chemotherapy.
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8.2.

Perspectivas:

Caracterizar fenotipicamente e identificar genes e transcritos
diferencialmente expressos nas populagbes de Leishmania spp.
resistentes a anfotericina B;
Agrupar os genes identificados em L. (V.) braziliensis que codificam
proteinas hipotéticas e realizar novas buscas por padrées moleculares
associados com eventos de amplificagdo e delegdo génica ou com o
fendtipo de resisténcia a drogas;
Avaliar o nivel de expressdo de alguns genes e proteinas utilizando
técnicas de PCR quantitativo em tempo real e “western blot”;
Avaliar a eficacia in vitro e in vivo do Sblll associado as drogas que
atuam sobre genes diferencialmente expressos em L. (V.) braziliensis
resistente ao Sblll;
Analisar os dados produzidos nessa tese relativos as populagdes de L.
(V.) guyanensis, L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum chagasi
selvagens e resistentes ao Sblll;
Aperfeicoar o banco de dados relacional de potenciais alvos para
estudos de quimioterapia e resisténcia a drogas em Leishmania. O
banco de dados ira conter dados fenotipicos, gendmicos,
transcriptobmicos e protedmicos; com predicbes in silico e dados
experimentais. As préximas etapas desse banco de dados serao:
» Carregar os dados relativos a anotagcdo funcional dos genes
reconhecidos por cada contig, bem como as comparacdes feitas
com bancos de dados especificos para estudos de resisténcia a
drogas (como os bancos de dados de alvos para drogas e o
genoma humano);
> Incluir dados relativos a pesquisa experimental dos genes
estudados (como os resultados de PCR quantitativo e western
blot);
» Incluir dados relativos ao proteoma das populagdes selvagens e
resistentes a drogas;
> Implementar uma interface grafica que facilite as buscas e

visualizag&o dos resultados.
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8.3. Distribuicao das categorias funcionais definidas no COG:

INFORMATION STORAGE AND PROCESSING

[J] Translation, ribosomal structure and biogenesis
[A] RNA processing and modification

[K] Transcription

[L] Replication, recombination and repair

[B] Chromatin structure and dynamics

CELLULAR PROCESSES AND SIGNALING

[D] Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning
[Y] Nuclear structure

[V] Defense mechanisms

[T] Signal transduction mechanisms

[M] Cell wall/membrane/envelope biogenesis

[N] Cell motility

[Z] Cytoskeleton

[W] Extracellular structures

[U] Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport
[O] Posttranslational modification, protein turnover, chaperones

METABOLISM

[C] Energy production and conversion

[G] Carbohydrate transport and metabolism

[E] Amino acid transport and metabolism

[F] Nucleotide transport and metabolism

[H] Coenzyme transport and metabolism

[1] Lipid transport and metabolism

[P] Inorganic ion transport and metabolism

[Q] Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism

POORLY CHARACTERIZED
[R] General function prediction only
[S] Function unknown
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