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RESUMO
No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar Americana constitui um importante
problema de salde publica. E uma doenca de dificil controle com aumento de
casos que nao respondem ao tratamento. Até 0 momento, ndo existe terapéutica
ideal para as leishmanioses, contudo o0s antimoniais pentavalentes tém
representado a droga de escolha com cura de 60 a 90%, nos Ultimos anos. A ndo
resposta ao tratamento € complexa com varios fatores envolvidos tais como, a
falha terapéutica vinculada a resposta do hospedeiro e a resisténcia do parasito as
drogas. O objetivo deste estudo foi analisar isolados de L.(L.) amazonensis e
L.(V.) braziliensis obtidos de lesdo cutanea de portador de Leishmaniose Cuténea
Difusa e Leishmaniose Cutanea Mucosa respectivamente com sucessivas falhas
terapéuticas, comparados com Leishmanias controles. Os isolados dos pacientes
foram estudados em relacdo a manifestacéo clinica, a acdo de drogas in vitro e a
identificacdo de proteinas. Os testes in vitro foram realizados com formas
promastigotas e amatigotas axénicas testadas com antimbnio pentavalente,
miltefosina, anfotericina B lipossomal, pentoxifilina, itraconazol e alopurinol. As
drogas foram distribuidas em placas Elisa de 96 po¢cos em concentracdes de 0 até
3000 pg/mL para formas promastigotas e de 0 a 50 pg/mL para formas
amastigotas axénicas. A suspensao utilizada foi de 10° para formas promastigotas
incubadas por 48 h e de 10" amastigotas/mL incubadas por 24 horas a 37°C e 5%
de CO? para as formas amastigotas axénicas. Em ambas as formas foi empregado
0 método colorimétrico, com o Methyl Thiazolyl Blue e a leitura dos testes foi
realizada em leitor de placas Elisa (Molecular Devices-Spectra Max, 385 plus -
USA) no comprimento de onda de 570nm. As drogas alopurinol e miltefosina
apresentaram maior eficacia (p<0,05) frente as formas promastigotas de L.(L.)
amazonensis comparadas com o controle. E para as formas amastigotas axénicas
da mesma espécie, as drogas anfotericina B lipossomal e miltefosina mostraram
reducéo significativa (p<0,05) do niumero de parasitos em relacédo ao controle. Na
identificacdo de proteinas pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
associada a espectrometria de massa, foram identificadas em maior quantidade as

proteinas malate dehydrogenase no isolado de L.(L.) amazonensis e as proteinas
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ATPase alpha subunit Leishmania braziliensis e putative heat shock protein hsp70
Leishmania braziliensis no isolado de L.(V.) braziliensis, indicando possivel
relacdo destas proteinas no comportamento da doenca. Acredita-se que seja
necessaria, além da identificacdo e elevacdo dos niveis das proteinas, a
constatacdo da super-expressdo das mesmas nas populacdes sensiveis e
resistentes das espécies de L.(L.) amazonensis e L.(V.) braziliensis estudadas
para explicar melhor a falha terapéutica dos isolados dos pacientes.

Palavras-Chaves: L.(L.) amazonensis, L.(V.) braziliensis, resisténcia a drogas,

falha terapéutica, proteinas, cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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ABSTRACT

In Brazil, American cutaneous leishmaniasis is an important public health problem.
It is a difficult disease to control with an increase in cases no-response to
treatment. At the moment, no exist ideal therapy for leishmaniasis, but the
pentavalent antimonials have represented the drug of choice to cure 60-90% in
recent years. The non-responsiveness to treatment is complex with many factors
involved such as therapeutic failure linked to the host response and parasite
resistance to drugs. The objective of this study was analyze isolated from L.(L.)
amazonensis and L.(V.) braziliensis obtained from patients with diffuse cutaneous
leishmaniasis and cutaneous mucosa leishmaniasis respectively with successive
therapeutic failures, compared with controls Leishmanias. The isolates of patients
were studied in relation to clinical manifestation, the action of drugs in vitro and
identification of proteins. The in vitro tests were performed with promastigotes and
axenic amatigotas with pentavalent antimony, miltefosine, liposomal amphotericin
B, pentoxifylline, itraconazole and allopurinol. The drugs were distributed in 96-well
ELISA plates in concentrations ranging from 0 to 3000 mg/mL for promastigotes
and 0-50 mg/mL for axenic amastigotes. The suspension used was 10° to forms
promastigotes/mL incubated for 48 h and 10’ forms amastigotes/mL incubated for
24 hours at 37°C and 5% CO.. In both forms was used the colorimetric method,
with Methyl Thiazolyl Blue and reading test was performed in Elisa plate reader
(Molecular Devices, Spectra Max 385 plus - USA) at a wavelength of 570nm. The
drug allopurinol and miltefosine showed greater efficacy (p <0.05) compared to the
promastigotes of L.(L.) amazonensis compared with control. And for the axenic
amastigotes of the same species, the drug miltefosine and liposomal amphotericin
B showed a significant reduction (p <0.05) of the parasites number when
compared to the control. The identification of proteins by the technique of high
performance liquid chromatography combined with mass spectrometry identified in
higher quantities the proteins malate dehydrogenase isolated from L.(L.)
amazonensis and ATPase alpha subunit Leishmania braziliensis and putative heat
shock protein hsp70 in Leishmania braziliensis isolated from L.(V.) braziliensis,

indicating a possible relationship of these proteins in disease behavior. It is
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believed that besides the identification and increased levels of proteins, it is
necessary the realization of over-expression of the same in sensitive and resistant
populations of the species of L.(L.) amazonensis and L.(V.) braziliensis studied to
explain better the treatment failure from patients isolates.

Keywords: L.(L.) amazonensis, L.(V.) braziliensis, therapeutic failure, drug
resistence Proteins, high performance liquid chromatography.
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1. INTRODUCAO

Entre as doencas infecciosas que acometem primordialmente os paises em
desenvolvimento e consideradas negligenciadas, encontra-se a Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA), que consiste em uma zoonose endémica néo
contagiosa que acomete pele e mucosa (Lainson & Shaw 1973; Magalhaes et al.
1990; Desjeux 2001; Alzate et al. 2006).

A LTA é um severo problema de saude publica, tendendo a aumentar
devido a fatores de risco ambiental como migracdo em massa, desmatamento,
urbanizacdo da doenga, e também, a fatores de risco individuais como o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e genética (Desjeux 2001).

E uma doenca de dificil controle e encontra-se amplamente distribuida nas
Américas, Asia e Africa. Acarreta problemas fisicos e psiquicos, causando sérios
prejuizos socioecondémicos ao pais por comprometer o individuo em sua fase mais
produtiva (Lainson & Shaw 1973; Magalhdes et al. 1990; Barral et al. 1991;
Rodrigues et al. 2002; Desjeux 2004; Rodrigues et al. 2006).

No Brasil, pelo menos sete espécies de Leishmania, pertencentes aos
subgéneros Leishmania e Viannia foram identificadas como agentes da LTA:
Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania
(Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia) shawi, Leishmania (Viannia) lainsoni,
Leishmania (Viannia) lindenbergi e Leishmania (Leishmania) amazonensis
(Lainson & Shaw 1972; Lainson & Shaw 1987; Silveira et al. 2002; Gontijo &
Carvalho 2003).

A LTA pode ter ampla variedade de apresentacdes clinicas, sendo as mais
freqientemente encontradas no Brasil a forma cutadnea localizada (Unica ou
multipla), a forma cutanea disseminada, a forma cutanea difusa e a forma mucosa
(associada ou nao a lesdes cutaneas).

As lesdes iniciais geralmente sdo assintomaticas, constituidas por papulas,
e podem estar associadas a adenite satélite (Llanos-Cuentas et al. 1984).

Na forma cutdnea ndo ha invasdo das mucosas do paciente, enquanto que

na forma mucosa pode ocorrer acometimento da mucosa nasal, faringe e outras. A
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leishmaniose cutanea difusa (LCD) caracteriza-se por lesbes em placas infiltradas,
nddulos ou tubérculos associados a raras exulcera¢cfes envolvendo grandes areas
do tegumento cutaneo.

Um amplo espectro de manifestacdes clinicas envolvendo pele e mucosas
pode ser visto na LTA, variando desde uma leséo auto-resolutiva a lesdes
multiplas ou desfigurantes. De um modo geral, a maioria das infec¢cdes por
Leishmania permanece localizada na pele ou linfonodos adjacentes. Entretanto, os
parasitos de algumas espécies podem escapar para mucosas, multiplos locais na
pele ou para figado, bago e linfonodos distantes. Os pontos de disseminagdo da
doenca variam principalmente, mas ndo exclusivamente, devido a diferentes
propriedades do parasito: sensibilidade a temperatura, tropismo tecidual,
capacidade de imunoevasao (Murray et al. 2005).

Na leishmaniose cutanea, a infeccdo pode evoluir, de uma papula que
aumenta de tamanho e finalmente ulcera, apos o periodo de incubacao de 1-12
semanas. A lesédo tipica € indolor e apresenta bordas salientes com fundo
necratico granuloso e umido.

As diferentes manifestacdes clinicas dependem da espécie de Leishmania
envolvida, da relacdo do parasito com o seu hospedeiro e da sua resposta imune.
A maioria dos casos da forma mucosa no continente americano é causada pela
espécie L.(V.) braziliensis, e a LCD é causada por L.(L.) amazonensis e L.(L.)
mexicana (Bittencourt et al. 1992).

A LCD é considerada uma forma rara da leishmaniose tegumentar. O
parasito responsavel pela doenca pertence ao subgénero Leishmania, e no Brasil
tem como agente causal especifico a L.(L.) amazonensis. Foi descrita pela
primeira vez no Para, Amazénia brasileira, por Silva em 1958, que no inicio dos
anos 70, descreveu aspectos da leishmaniose anérgica hansenoide,
especialmente as alteracbes histopatolégicas da doenca pela semelhanca dos
aspectos clinicos da LCD com os da conhecida forma lepromatosa da hanseniase
(Silva 1978).

A LCD caracteriza-se por nédulos ndo ulcerados, repletos de parasitos que

se disseminam do local original de infeccdo para todo o tegumento do doente.



Esta manifestacdo da doenca € tipica em pacientes com anergia do sistema
imune, sendo comum em casos de co-infeccao HIV/Leishmania (Reithinger et al.
2007).

A L.(L.) amazonensis é considerada a principal espécie com competéncia
imunopatogénica para determinar a LCD, ou seja, com capacidade de desviar a
resposta imune celular do individuo infectado para o polo de hiposensibilidade
celular do espectro clinico e imunolégico da leishmaniose tegumentar,
caracterizado por forte expressdo da resposta imune celular do tipo CD4+ Th2.
(Lainson & Shaw 1998; Bailey & Lockwood 2007).

A leishmaniose mucosa, manifestacdo mais severa da LTA, parece nao
curar espontaneamente e é de dificil tratamento. Pode ocasionar destruicdo de
cartilagens e tecidos moles, com possivel desfiguracdo da face e perda do septo,
palato e pavilhdo auditivo. Nos casos mais graves, 0 paciente pode morrer por
complicacBes respiratorias, dificuldades de alimentacao ou infec¢gbes secundarias
gue evoluem para septicemia (Hepbur 2000).

A disseminacdo de espécies como L.(V.) braziliensis, para as mucosas
ocorre em até 10% das infeccdes, apds 1-5 anos da cura das lesbes cutaneas.
Embora cerca de 90% dos pacientes com a forma mucosa apresentem uma
cicatriz de lesdo cutanea anterior, ha alguns casos que coincidem com lesdes
ativas (Murray et al. 2005).

Embora o homem seja um hospedeiro acidental, infeccées com Leishmania
spp. sdo bastante comuns. Em areas endémicas, até 9% da populacédo sadia pode
responder positivamente para testes de hipersensibilidade tardia, indicativos de
infeccéo anterior, por vezes assintomatica (Hepburn 2000).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e o Ministério da Saude do Brasil
recomendam para o tratamento da LTA os antimoniais pentavalentes como drogas
de primeira escolha. Em casos de insucesso, na segunda frente de combate ao
parasito, recomendam a anfotericina B desoxicolato, a pentamidina ou a

anfotericina B na forma lipossomal (Brasil 2010).



A OMS relata que a eficiéncia terapéutica do Glucantime® depende de uma
série de fatores, como a é&rea geografica e os protocolos de tratamento
determinados (Carvalho et al. 2000).

No que diz respeito ao tratamento da LCD, novas pesquisas tornam-se
imprescindiveis, considerando a duracdo dos esquemas propostos, as vias de
administragdo dos medicamentos e, sobretudo o potencial de toxicidade das
drogas utilizadas.

J& na forma mucosa da LTA o tratamento € dificil e constitui um desafio.
Vale enfatizar também que, mesmo com o tratamento adequado com antimonial, a
ocorréncia de recidivas e/ou comprometimento de mucosas € frequente, sendo de
2% nos casos tratados e ao redor de 10% nos casos nédo tratados (Name et al.
2005; Almeida & Santos 2011).

Para a maioria das regides endémicas, com excecdo da Venezuela, Guiana
Francesa e Suriname que seguem politicas proprias de saude, a OMS recomenda
o tratamento contra a LC com antimbénio pentavalente a SbV 20mg/kg por dia
durante 20-28 dias consecutivos (Reithinger et al. 2007). Inicialmente, era
administrado 10mgShbV/kg, contudo, o surgimento de casos que ndo respondiam
ao tratamento, principalmente na india, na década de 70 promoveu o aumento da
dose (Thakur 1999).

Existe um aumento de evidéncias que a resposta ao tratamento contra LTA
depende da espécie e cepa de Leishmania spp. Além disso, a utlizacdo do
antimbnio pentavalente tem sido ameacada pelo desenvolvimento natural de
resisténcia dos parasitos a droga (Soto et al. 2004; Yardley et al. 2005; Croft,
Sundar, Fairlamb 2006; Arevalo et al. 2007).

Na ultima década, medicamentos alternativos e novas formulacdes de
farmacos tradicionais tém sido disponibilizados e ja estdo em uso em alguns
paises (Croft, Seifert, Yardley 2006). Outros ainda estdo na fase dos testes
clinicos, como miltefosine, paramomicina em nova formulacéo, imiquimod e anti-
fungicos azolicos, como cetoconazol, fluconazol e itraconazol. Entretanto, é pouco
provavel que estes estudos levem ao desenvolvimento de um unico farmaco

capaz de tratar todas as variantes das leishmanioses, com suas diferentes



espécies causadoras e diferentes graus de resisténcia aos tratamentos
tradicionais (Croft, Seifert, Yardley 2006).

A despeito das posologias e das respostas ao tratamento serem variaveis
de acordo com a espécie do parasito, regido endémica e fatores do hospedeiro,
geralmente os mesmos farmacos e posologias continuam sendo utilizados para
tratar as leishmanioses independentemente da espécie causadora (Reithinger et
al. 2007). O levantamento realizado por Saboia (2011), corroboram com esses
dados (Quadro 1).

Segundo Saboia (2011), no Novo Mundo, nos ultimos 22 anos, a taxa de
cura da leishmaniose variou de 33 a 100%. Na maioria dos estudos clinicos
realizados ndo houve grupo controle e o niamero de pacientes avaliados foi
pequeno (menos de 25). Esses fatores refletem o baixo nivel das evidéncias para
auxiliar a escolha da melhor conduta para o tratamento da doenca e, reforcam a

necessidade de realizacdo de novas pesquisas clinicas.

Quadro 1- Nivel de evidéncia dos estudos da terapéutica da LTA no periodo de
1972 a 2011.

antimoniato de meglumina

Autor, Ano, Pais Tratamento %Cura Desenho de Estudo /Nivel

evidéncia
Sampaio et al. 1989/Brasil 20mgShV/kg/dia-20 dias 85,7 NC, NR/ Moderada
Machado et al. 2010/ Brasil NMm%I/Llj((;%Ti];r_]goﬁaz 20 53 C, R/ Alta
Crusciak -Talhari 2011/ Brasil 15 a 20 mg/kg/dia-20 dias 53,6 C, R/ Alta
Sampaio, Sampaio, Marsden 20mgShbV/kg/dia-30 dias 60 C/ Moderada

1989/Brasil

pentamidina




Desenho de Estudo /Nivel

1 0,
Autor, Ano, Pais Tratamento Y%oCura evidéncia
de Paula, Sampaio, Caro_loso, Sampaio 3-4mg/ kg/dia-1 100 C/ Moderada
2003/ Brasil semana X
Amato et al. 1997/ Brasil Pentamidina2 a4 gtotal 90a94 C/ Moderada
anfotericina B lipossomal
Autor, Ano, Pais Tratamento %Cura Desenho d_e F Su.ldo /Nivel
evidéncia
Sampaio, Marsden 1997/ Brasil 2mg/kg/dia2a5g 83 C/ Moderada
miltefosina
Autor, Ano, Pais Tratamento %Cura Desenho d.e F stgdo /Nivel
evidéncia
Machado et al./ 2010/ Brasil Miltefosine 2,5mg/kg/dia- 75 C, R/ Alta
28 dias
Chrusciak - Talhari 2011/Brasil Miltefosine 2,_5mg/kg/d|a— 71,3 C, R/ Alta
28 dias
Soto et al. 2007/Bolivia 2,5mg/kg/dias-4 semanas 71 C / Moderada
Soto et al. 2009/ Bolivia 2,5mg/kg/dias-6 semanas 75 C/ Moderada
Saboia 2011/Brasil (dissertag&o) Miltefosine jiggmg dia - 28 100 C, R/ Alta
associacao de drogas
Autor, Ano, Pais Tratamento %Cura Desenho d.e Fstgdo /Nivel
evidéncia
Oral pentoxifilina (1200
Machado et al. 2007/Brasil mg/dia) + antimonial 100 C, R/ Alta
pentavalente(20mg/kg/dia)
Oral alopurinol
Machado et al. 2007/Brasil .(ZO’T‘Q’ kg/dia) + 95 C, R/ Alta
antimonial pentavalente
(20mg/kg/dia),28 dias

C: Controlado, R: Randomizado, NC: Nao controlado, R: Nao randomizado. Adaptado de Saboia,

2011.




A resisténcia parasitaria aos quimioterapicos é um problema a ser
solucionado e apesar da diversidade clinica, patoldgica e etiolégica observada nas
leishmanioses, os derivados do antimbnio pentavalente tém sido utilizados h&
mais de 60 anos para tratar todas as formas clinicas da doenca. Foram relatados
casos que nao responderam ao esquema terapéutico convencional, assim como
parasitos resistentes as drogas vém aumentando nos ultimos anos (Croft, Sundar,
Fairlamb 2006).

Na india, os dados s&o alarmantes, a terapia da leishmaniose visceral com
antimonio pentavalente apresenta falha ao tratamento em 34 a 65% dos casos
(Sundar et al. 2000; Sundar 2001; Thakur et al. 1998). O mesmo ja foi observado
com a utilizacdo de terapia convencional na leishmaniose cutanea (Romero et al.
2001a; Palacios et al. 2001).

O cenario de falha terapéutica da leishmaniose cutanea na Ameérica Latina
revela que: 7% ocorrem na Bolivia (Bermudez et al. 2006), 16% no Brasil (Oliveira-
Neto et al. 1997), 21,9% no Peru (Arevalo et al. 2007) e 39% na Colémbia
(Palacios et al. 2001).

No fenbmeno de falha terapéutica estdo envolvidos varios fatores como:
caracteristicas do hospedeiro, a genética e a resposta imunoldgica; fatores
farmacologicos, como a qualidade da droga, o seu lote e a empresa que a produz;
a duracdo do tratamento; e a biologia do parasita, como uma auséncia de
sensibilidade intrinseca de uma determinada espécie ou cepa e o fendtipo de
resisténcia a droga (Grogl et al. 1989; Torres 2009).

No Brasil, apesar de varios relatos de casos refratarios ao tratamento em
diferentes estados, poucos estudos foram realizados analisando a sensibilidade de
isolados clinicos a droga (Oliveira-Neto et al.1997; Romero et al. 2001a;Teixeira et
al. 2008).

Diferentes espécies de Leishmania sdo conhecidas por apresentar
variabilidade intrinseca em relacdo a suscetibilidade ao antiménio (Allen & Neal
1989). J& foi constatado no Brasil que na leishmaniose cutanea, ha uma diferenca
na resposta terapéutica ao tratamento com antimdénio dependendo do agente

etioldgico. No caso da L.(V.) braziliensis a taxa de cura de foi de 50,8% enquanto



que para L.(V.) guyanensis foi de 26,3% (Romero et al. 2001a). H4 também
diferencas em relac&o a origem geografica, uma vez que pacientes infectados com
L.(V.) braziliensis no Peru apresentaram uma taxa de cura de 69,6% (Arevalo et
al. 2007). Além disso, tanto a resisténcia primaria como a secundaria ao antiménio
podem contribuir para a falha terapéutica na LC (Rojas et al. 2006). Portanto, a
sensibilidade de isolados clinicos de Leishmania ao antiménio esta sob influéncia
de diversos fatores, que merecem devida atencdo no planejamento de futuros
estudos envolvendo esta area.

O fendtipo de resisténcia a drogas em Leishmania pode ocorrer
espontaneamente na natureza (Grogl, Thomason, Franke 1992), sendo
determinado geneticamente, e pode também ser induzido in vitro pela exposicao
do parasito a doses crescentes da droga (Grogl et al. 1989).

E importante ressaltar que falha terapéutica e resisténcia as drogas s&o
dois fenébmenos distintos que devem ser cuidadosamente analisados. O primeiro €
uma resposta da interacdo parasito-hospedeiro-droga e o segundo a selecdo de
parasitos resistentes quando em contato com a droga. Ambos os fenbmenos ja
foram encontrados na India (Lira et al. 1999) e no Ird (Hadighi et al. 2006),
entretanto o0 mesmo nao ocorreu no Nepal (Rijal et al. 2007) e no Sudéao (Abdo et
al. 2003).

Alguns estudos relatam uma associacdo com a resposta terapéutica
apenas em testes de susceptibilidade na forma amastigota (Ibrahim et al. 1994;
Lira et al. 1999), enquanto outros encontraram uma correlacdo na forma
promastigota (Azeredo-Coutinho et al. 2007; Moreira et al. 1998; Robledo,
Valencia, Saravia 1999). Portanto, ajustar e padronizar 0s ensaios de
susceptibilidade as drogas em Leishmania deve ser de fundamental importancia
de modo a permitir que possam ser usados no prognoéstico da doenca (Torres
2009).

Levando-se em consideracdo as deficiéncias no tratamento corrente, o
surgimento de cepas de parasitos resistentes aos medicamentos disponiveis e a

co-infeccdo leishmaniose-HIV, admite-se a necessidade urgente de pesquisas



voltadas a esclarecer esta situacédo (Reithinger 2001; Kolodziej & Kiderlen 2005;
Seifert & Croft 2006).

A Unica caracteristica que difere os organismos da ordem Kinetoplastida é a
presenca de um DNA mitocondrial presente no cinetoplasto (kDNA), localizado
proximo ao corpo basal do flagelo (Simpson 1987).

Leishmania spp reproduzem-se por divisdo binaria (Grimaldi, Tesh,
McMahon-Pratt 1989) e sua diversidade bioldgica é decorrente de mutacdes e/ou
trocas genéticas entre os parasitos (Cupolillo, Grimaldi, Momen, 1997). Apesar de
ser um organismo eucarioto, apresenta uma serie de caracteristicas unicas,
similares aos seus ancestrais bacterianos: caréncia de introns, agrupamento
policistrénico dos genes com uma maquinaria transcricional simplificada, no qual
h&a processamento de mRNA por trans-splicing acoplado a poliadenilagdo (Ilvens et
al. 2005; Smith, Blanchette, Papadopoulou 2008). Considerando que a regulacéo
da expressao génica em Kinetoplastida é realizada principalmente ao nivel poés-
transcricional, estudos relatam uma grande importancia de regides nao traduzidas
da posicao 3’ (3'-UTR) com funcéo regulatoria (Boucher et al. 2002; Haile &
Papadopoulou 2007; Torres 2009).

As diferentes espécies de Leishmania apresentam de 34 a 36
cromossomos (Wincker et al. 1996; Britto et al. 1998), nos quais 31 sé&o
conservados e 0s outros sdo oriundos de eventos de fusdo ou fissdo. Uma
comparacdo de genomas completos de trés espécies de Leishmania (L.(V.)
braziliensis, L.(L.) infantum, L.(L.) major) revelou conteldo, sintenia e arquitetura
genética bem conservados (Quadro 2), sendo a perda de genes e formacao de
pseudogenes os principais fatores que transformam esses genomas (Peacock et
al. 2007).

Foram encontrados 78 genes espécie-especificos e 0 mais interessante foi
a presenca de uma maquinaria de interferéncia mediada por RNA (RNAI) e
elementos transponiveis somente em L. (V.) braziliensis. Essa alta conservacgao
genbmica sugere que um pequeno numero de genes espécie-especifico seria
relevante para a patogenicidade, que o perfil de expressdo génica difere

consideravelmente entre espécies ou que o genoma do parasito apresenta apenas



um pequeno papel na apresentacdo clinica da doenca (Smith, Peacock, Cruz
2007).

Quadro 2 - Caracteristicas gendémicas de trés espécies de Leishmania.

Espécies L. major L. infantum L. braziliensis
Caracteristicas

Cromossoma 36 34 35
Contigs 36 562 1041

% Citosina(C) + Guanina(G) 89,7 59,3 57,76
Tamanho (Nucleotideo, bp) 32.816.678  32.134.935 32.005.207
Genes codificantes 8298 8154 8153
Pseudo genes 97 41 161

% C + G - regido de
- 52,5 52,45 60,38
codificacéao

Adaptado de Kazemi, 2011. C= citosina. G= guanina.

Parasitos do género Leishmania possuem dois genomas — DNA nuclear e
DNA cinetoplastideal. L.infantum e L. major apresentam um cariétipo de 36
cromossomas (Wincker et al. 1996; Bariuls et al. 2007) e L.(V.) braziliensis 34 a 35
cromossomas (Bafiuls et al. 2007, Peacock 2007), nos quais cerca de 30%
consiste em sequéncias repetitivas que resultam da regido telomérica,
microssatélites, transposons e repeticdes de algumas familias de genes dispersos.
Em geral as espécies de Leishmania spp parecem ter um genoma diploide
relativamente rico em contetdo G + C, alcancando aproximadamente 65% (lvens
& Blackewell, 1999).

O genoma de L. major estd sequenciado em sua totalidade e a cepa
utilizada para o projeto foi a L. major MHOM/IL/80/Friedlin Friedlin (lvens et al.
2005) (www.genedb.org). Assim como o genoma de L. infantum clone JPCM5
(MCAN/ES/98/LLM-877) e L.(V.) braziliensis, com 36 e 35 cromossomos
respectivamente, porém o numero de proteinas é muito maior, o0 que

possivelmente se deve ao processo de splicing alternativos, ja que a Leishmania
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spp é desprovida de introns. Andlises iniciais indicam que mais da metade desses
genes seriam Unicos em Leishmania spp. (lvens et al. 2005; Torres 2009)

Com o progresso mundial da plataforma gendmica, a base de entendimento
em dados de expressdo utilizados para a analise de proteinas tem aumentado
drasticamente. O termo “proteoma” surgiu pela primeira vez em 1994 para definir o
conjunto total de proteinas expressas pelo genoma de uma célula, tecido ou
organismo em um determinado ambiente, sob determinadas condi¢Bes, além de
produzir informac¢des complementares sobre a fungéo celular dos genes (Wilkins
et al. 1995).

Nesse sentido, a analise do proteoma tornou-se uma importante ferramenta
complementar aos estudos da expressao génica em diferentes estados fisiologicos
de um organismo (Cahil et al. 2001). Outra abordagem da protedmica € estudar as
propriedades das proteinas, seus niveis de expressao, suas fungdes, interacoes,
modificacdes pos-traducionais e pos-transcricionais, tais como fosforilagcéo,
metilacéo, acetilacdo, clivagem proteolitica, entre outras (Blackstock & Weir 1999;
Cabhil et al. 2001).

A protedbmica faz uso de metodologias que se complementam para a
identificacdo das proteinas. O fluxo experimental consiste na extracao,
guantificacéo e identificacdo de proteinas. O proteoma de uma amostra pode ser
analisado por meio de duas estratégias. A primeira analisa as proteinas intactas
(protebmica top-down), j& a segunda faz andlises a partir de seus peptideos
(protebmica bottom-up) (Nesaty & Suter 2008). Na protedmica bottom-up, as
proteinas de uma mistura sdo digeridas e os peptideos resultantes sdo analisados
por um perfil de digestdo ou impresséo digital de peptideos (do inglés Peptide
Mass Fingerprinting) utilizando mass spectrometry (MS) ou sequenciamento de
novo via tandem MS (MS/MS) (Nesaty & Suter 2008).

Os primeiros estudos proteémicos datam de 1975, quando O’Farrel & Klose
descreveram pioneiramente a técnica de eletroforese bidimensional com o
isolamento e a visualizacdo de proteinas de alguns organismos e a construcao
dos primeiros bancos de dados. Entretanto ndo era possivel a identificacdo das

proteinas por falta de métodos de sequenciamento sensiveis. O primeiro método
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desenvolvido para a identificacdo de proteinas foi desenvolvido por Edman (1949).
Este sequenciamento consiste na leitura dos aminoacidos da extremidade N-
terminal livres da proteina, porém deixou de ser usual por apresentar pouca
sensibilidade, consumir muito tempo (horas ou dias) e ndo ser aplicavel as
proteinas cujo N-terminal estivesse bloqueado como resultado de modificacdes
sofridas durante a sua purificagao (Ashcroft, 2003).

A partir da década 1980, os avancos instrumentais e o desenvolvimento
metodolégico da espectrometria de massa (mass spectrometry-MS) facilitaram a
identificacdo das biomoléculas tornando-a mais rapida, sensivel e precisa, com
capacidade de fragmentar os peptideos em segundos, sem a necessidade de
purificacdo prévia ou sem apresentar problemas com as extremidades N-terminal
bloqueadas ou modificadas (Pandey & Mann 2000; Griffin, Goodlett, Aebersold
2001).

A prote6bmica é uma area atual de grande interesse mundial, a qual esta
relacionada com a determinacdo em grande escala do gene que expressa a
proteina e de sua funcdo celular. Em paralelo, a procura meédica por
biomarcadores é cada vez mais evidente e as proteinas, moléculas fundamentais
para a vida, podem atuar como biomarcadores de diversas doencas, sendo
detectadas em concentracdes minimas por MS. A protedmica usa uma colecéo de
varias técnicas, e entre elas encontramos imagens celulares por microscopia
eletrbnica e experimentos com chip e array, e experimentos genéticos de leitura
(Slemmon et al. 1994; Aebersold & Mann 2003).

Outra abordagem importante em protebmica é a analise de novo de
proteinas e populacdes proteicas isoladas de células e tecidos. Tais estudos
normalmente representam grandes desafios devido ao elevado grau de
complexidade de proteomas celulares e a baixa abundancia de muitas das
proteinas envolvidas, o que requer técnicas analiticas altamente sensiveis.

A MS tem se tornado cada vez mais a técnica de escolha para a analise de
amostras complexas de proteinas. A protedmica utilizando a MS se torna viavel
pela disponibilidade de base de dados de sequéncias de genes (genoma) e

avangos técnicos e conceituais em muitas areas, como a descoberta e
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desenvolvimento de métodos de ionizacdo de proteinas, reconhecidos com o
prémio Nobel de 2002 em quimica (Abdelnur 2010).

A protedbmica baseada em MS tem se estabelecido como uma tecnologia
indispensavel para interpretar as informagfes codificadas em genomas. Até o
momento, andlises proteicas (sequéncia primaria, modificagdes pos-traducional ou
interacdes proteina-proteina) por MS tém tido maior sucesso quando aplicadas a
pequenos conjuntos de proteinas isoladas em contextos funcionais especificos. A
analise sistematica de um numero muito maior de proteinas expressas em uma
célula, um objetivo explicito da protedmica, estd agora também avancando
rapidamente, principalmente devido ao desenvolvimento de novas abordagens
experimentais (Aebersold & Mann 2003).

Embora tenha tido enorme sucesso, a protedmica-MS ainda enfrenta
significantes desafios técnicos. Cada avan¢o que permite um novo tipo de medida
ou melhora da qualidade dos dados por tipos tradicionais de medidas, expande a
gama de aplicacbes potenciais de protedmica-MS para biologia molecular e
celular. A prote6mica utilizando a MS além de contribuir com dados confiaveis em
relacdo a estrutura quimica da molécula podera contribuir com a habilidade de
analisar as proteinas em seus niveis endogénicos e em seus estados nativos
(Steen & Mann 2004; Abdelnur 2010).

O objetivo deste trabalho foi estudar as cepas de Leishmania isoladas das
lesdes de dois pacientes, um portador de leishmaniose cutanea difusa e outro de
leishmaniose cutdnea mucosa que ndo tiveram resposta clinica satisfatéria oas
tratamentos convencionais para leishmaniose, visando testar a viruléncia, o
comportamento perante a fagocitose e sensibilidade dessas cepas as drogas
especificas usadas no tratamento da LTA e também identificar e caracterizar

proteinas das mesmas .
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Agente etiologico:

Trata-se de um parasito protozoario intracelular monoflagelado que
pertence a familia Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida, classe
Zoomastigophorea, filum Sarcomastogophora. As espécies abordadas no presente

trabalho sao:

2.1.1 Leishmania (Leishmania) amazonensis:

Esta espécie de Leishmania causa a forma cutanea-localizada. Tem como
reservatérios naturais roedores (Proechimys spp. e Oryzomys spp.) e
frequentemente marsupiais (Didelphis spp., Philander spp., Marmosa spp.,
Caluromys spp. e Metachirus spp.). Também é responséavel pela forma LCD,
caracterizada por: infiltracfes, papulas e tubérculos, envolvendo extensas areas
cutaneas. E transmitida pelo flebotomineo Lutzomya flaviscutellata e Lutzomya
olmeca (Shaw & Lainson1975; Funasa 2000).

Casos de LTA atribuidos a L.(L.) amazonensis tém sido assinaladas na

regido Amazonica, no Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e no Sul do pais.

2.1.2- Leishmania (Viania) braziliensis:

A leishmaniose tegumentar, cuja etiologia é atribuida a L. (V.) braziliensis. E

o principal agente da forma cutanea-mucosa, produzindo também a forma
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cutanea-localizada e a forma disseminada. Apresenta ampla distribuicdo no Brasil
e ja foi identificada em todas as areas endémicas do pais (Barral et al. 1991;
Passos et al. 1999; Funasa 2000; Grisard et al. 2000).

A doenca acomete pele e mucosa e é caracterizada por Ulcera, Unica ou
multipla. E a forma mais predominante em humanos. Sua transmissdo esta
associada aos vetores Lutzomya whitmani, Lutzomya wellcomei e Lutzomya
intermédia (Lainson & Shaw 1973; Funasa 2000; Gontijo & Carvalho 2003). Seus
hospedeiros naturais s&o mamiferos silvestres, tendo sido registrada em roedores
(Proechimys sp., Rhipidomys sp., Oryzomys sp., Akodon sp. e Rattus sp.) e em
marsupiais (Didelphis sp.). O homem, assim como os roedores domésticos, cées,

equinos, gatos e mulas sao hospedeiros acidentais (Funasa 2000).

2.2 Ciclo de vida

Durante seu ciclo de vida, as espécies de Leishmania circulam entre dois
hospedeiros distintos, o flebotomineo e o hospedeiro mamifero. Sua sobrevivéncia
em diversos organismos se da pela evolucédo de formas parasitarias distintas que
se adaptam as diferentes condicbes de vida encontradas em ambos o0s
hospedeiros (Molyneux & Killick-Kendrick 1987).

As duas formas principais encontradas no ciclo (Figura 1) do parasito séo: a
forma flagelada promastigota (Figura 2A) e a amastigota (Figura 2B). A primeira é
encontrada no tubo digestivo e na saliva do flebotomineo, e pode ser mantida em
meio de cultura artificial que mimetiza os nutrientes, o pH e a temperatura
encontrados no trato digestivo do inseto. A forma amastigota, apds ser inoculada
no mamifero pelo vetor hematéfago, desenvolve-se dentro do vacuolo
fagolisossémico de macréfagos nos tecidos de hospedeiros vertebrados (homem e
outros mamiferos), raramente se multiplicando em outras células. Uma vez dentro
do macréfago, as formas amastigotas inibem diversos mecanismos de defesa

celular que deveriam ser responsaveis por sua lise, tais como, fuséo
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fagossomoendossomo, enzimas hidroliticas, mecanismos de sinalizagdo celular,
producdo de Oxido nitrico e citocinas (Cysne-Finkelstein et al. 1998; Cunningham
2002; Guerin et al. 2002; Desjeux 2004; Alzate et al. 2006).

Invertebrate host promastigotes Ve itsbiate ki

ertebrate host
(Sandfly) ,L/Q’:hiw% (Human)
L
~I\w> promastigotes are
@.uu.m. \ phagocytized by
/ macrophages

.‘/

promastigotes midgut

Kinatoplast (X)
promastigotes transform
into amastigotes
inside macrophages

amastigotes

Sandfly ingests macrophages

amastigotes
containing amastigotes /

multiply in
macrophages

Figura 1 - Ciclo bioldgico da Leishmania spp. (LANG et al. 2009)

Além das formas promastigotas e amastigotas, outra forma evolutiva de
destaque € a promastigota metaciclica. Esta forma possui caracteristicas
biolégicas especificas que a diferenciam da forma amastigota e da promastigota,
como a falta de capacidade de replicacdo. Ademais, ela € o produto final do
desenvolvimento no interior do flebotomineo e a forma infectiva adaptada para a
transmissdo aos hospedeiros mamiferos (Courret et al. 2002; Gossage, Rogers,

Bates 2003; Akopyants et al. 2004; Ramos et al. 2004).
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Figura 2 - Formas evolutivas de Leishmania spp. Promastigota (A) e Amastigota (B). (FonteA:
http//www.ioc.br/pages/informerede/corpo/noticia/2006/fevereiro/13_02_06_01.htm
FonteB: http//www.ufrgs.br/para-site/Imagensatlas/Protozoa/Leishmania.htm )

2.3 Estabelecimento da infeccéo

Uma vez transmitida ao hospedeiro mamifero, a Leishmania, passa pela
corrente sanguinea evitando ser destruida pelo sistema imune do hospedeiro
antes de infectar os macrofagos. A resisténcia a lise mediada pelo sistema
complemento se deve ao glicocalix que as formas promastigotas metaciclicas tém,
em parte as moléculas de lipofosfoglicano (LPG) (Spath et al. 2000).

A via pela qual a Leishmania entra no macréfago € conhecida como
fagocitose mediada por receptor. Foi demonstrado que as glicoproteinas
associadas e os lipidios da superficie do parasito estdo implicados na adeséo a
membrana plasmatica do macréfago (Henriques & De Souza 2000).

No reconhecimento e internalizacdo do parasito participam fatores como: 0s
receptores do macrofago e as fibronectinas (Alexander, Satoskar, Russell 1999).

Foi demonstrado por Tripathi & Gupta (2003) que promastigotas
metaciclicas cultivados in vitro, na fase estacionaria de crescimento apresentam
mais fosfatidilserina(PS) na parte externa da membrana, o0 que condiciona sua

infectividade.
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2.4 Resposta imune

A resposta imune do hospedeiro contra a Leishmania pode determinar a
evolugdo da doenca. A resposta imune celular Th2 esta associada com a piora da
doenca e o padrdo Thl com a cura, envolvendo linfécitos T CD4+, com a
producdo de IL-2, IL-3 e interferon que ativam os linfocitos citotdxicos, células NK
e macrofagos (Lux et al. 2000).

Os macréfagos, depois de fagocitarem as leishméanias, desencadeiam
mecanismos microbicidas muito importantes como, a producéo de Oxido nitrico e
de radicais de oxigénio. Os radicais de oxigénio podem ter acédo diretamente sobre
as leishmanias, desnaturando proteinas, lesando membranas das células e o
DNA. Os radicais de nitrogénio (6xido nitrico), geralmente agem pela reacdo com
os radicais de oxigénio, formando peroxinitritos, que sdo altamente toxicos para 0s
parasitos (Muniz-Junqueira & de Paula-Coelho 2008).

Nas lesdes ativas da forma mucosa da leishmaniose foram achados niveis
elevados de linfocitos T CD4+ e células T produtoras de IFN-y, com redugao
destes elementos apds o tratamento. A atividade citotéxica mediada por linfécitos
T CD8+ especificos para os parasitos, bem como altos niveis locais de IFN-y,
TNF-a, e IL-4 foram considerados marcadores da patogénese na LM. O dano
Mmucoso parece estar relacionado a resposta imune exacerbada. Em pacientes
curados, os macrofagos e IL-10 estdo significativamente aumentados, enquanto
linfécitos T CD8+ e células NK estdo mais elevados em casos de recidiva (Amato
De Andrade, Duarte 2003) A inibicdo da ativacdo macrofagica e da atividade da
enzima Oxido nitroso sintase sdo 0S principais mecanismos responsaveis pela

reativacdo da doenca (Tuon 2008).
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2.5 Tratamento

O antimonial trivalente foi o primeiro medicamento utilizado em 1912. Entre
1920 e 1930 foram introduzidos os antimoniais pentavalentes na terapéutica da
leishmaniose visceral, mostrando menor toxicidade (Vianna, 1912; Murray 2000;
Sundar 2001; Soto et al. 2005).

Até o momento, ndo existe terapéutica ideal para as leishmanioses, contudo
0s antimoniais tém representado a base principal nas ultimas décadas, com cura
de 60 a 90% dos casos, apresentando-se como a melhor opcgao terapéutica
disponivel (Berman 1997; Herwaldt 1999; Name et al. 2005).

As maiores incidéncias de leishmaniose séo encontradas nas zonas rurais e
a administracdo parenteral da droga € cara e de dificil acompanhamento.
Apresentam ainda, outros inconvenientes como elevacdo dos niveis de
transaminases, reacfes dérmicas locais, anorexia, nauseas, vomitos, mialgias,
hepatotoxicidade e cardiotoxicidade (Katakura 1999; Sampaio, Porto, Mota 2003;
Name et al. 2005).

A necessidade de administracdo parenteral e a toxicidade da droga,
principalmente para idosos, cardiopatas e nefropatas, dificultam o seu emprego.
Embora raros, existem relatos de morte subita desencadeada pela
cardiotoxicidade dos antimoniais (Sampaio, Porto, Mota 2003; Name et al 2005).

Apesar da efetividade comprovada dos antimoniais pentavalentes, como o
antimoniato de meglumina, deve-se levar em conta o custo, o longo periodo de
tratamento e a resisténcia, que é um fendmeno crescente em todas as formas de
leishmaniose, com relatos cada vez mais frequentes de tratamentos nao
responsivos (Sampaio et al 1990; Sampaio et al 1991; Brendle et al. 2002).

A pentamidina (Figura 3), utilizada como tratamento de segunda escolha
em casos nao responsivos aos antimoniais, € uma diamina aromatica utilizada
inicialmente no tratamento de infecgbes por Pneumocystis carinii (Singh &
Sivakumar 2004).
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Esse composto parece atuar no DNA do cinetoplasto do parasito onde é
capaz de inibir suas funcbes. Entretanto, o declineo nos percentuais de cura
sugere o desenvolvimento de resisténcia dos parasitos a este farmaco (Donkor et
al. 2001, Andersen et al. 2005).

Apresentam problemas de toxicidade, entre estes, pancreatite, hipotenséo,
disglicemia e anormalidades cardiacas (Brendle et al. 2002).

Figura 3 - Férmula estrutural da pentamidina.
(Fonte: https://www.sbq.org.br/ranteriores/23/resumos/0548-1/index.html).

A anfotericina B (Figura 4) € um antifungico, utilizado no tratamento de
infeccbes sistémicas causadas por fungos, e apresenta atividade contra parasitos
do género Leishmania.

Acredita-se, que assim como nos fungos, a anfotericina B atue ligando-se
ao ergosterol da membrana celular do parasito Leishmania, o que explica sua
eficacia no tratamento (Singh & Sivakumar 2004; Sundar et al. 2004).

Suas outras formulacdes, especialmente a lipossomal, sdo consideradas
ativas e apresentam menor toxicidade. E constituida por pequenas vesiculas
unilamelares feitas a partir de uma membrana dupla de fosfatidilcolina de soja
hidrogenada e distearolfosfatidilglicerol estabilizado com colesterol em uma
relacdo de 2:0.8:1 combinada com anfotericina B. Ela € melhor tolerada que a
anfotericina B desoxicolato (Hiemenz & Walsh 1996; Singh & Sivakumar 2004;
Sundar et al. 2004).

Age especificamente sobre as células alvo (macréfagos), sendo
incorporada ao meio intracelular e, assim, reduz os efeitos colaterais com maior
eficacia terapéutica, inclusive em pacientes sem resposta ao tratamento com o
antimonial. Seu uso € limitado pelo alto custo e administracdo endovenosa.

Apresenta eventos adversos como febre, dor de cabeca e nefrotoxicidade

20



(Bryceson 1987; Sampaio et al. 1997; Davidson et al.1991; Torres-Cisneros et al.
1993; Hashim et al. 1995; Brendle et al. 2002).

Figura 4 - Férmula estrutural da anfotericina B desoxicolato.
(Fonte:http://sisbib.unmsm.edu.pe/bibvirtual/Tesis/Salud/Arias_Z_R/generalid.htm)

A miltefosina (Figura 5) € um alquil-fosfolipidio, inicialmente desenvolvido
como um agente antineoplasico, que nos ultimos anos, foi identificado como o
primeiro tratamento oral para leishmaniose. Esta droga foi responséavel por 95% de
cura em pacientes tratados em ensaios clinicos, e € ativa sobre parasitos
resistentes aos antiménios. Seu uso é desaconselhavel em mulheres gravidas e
pode causar esterilidade em caes machos (Belliard et al. 2003; Seifert & Croft
2006).

Por ser um medicamento recentemente aprovado para o tratamento da
leishmaniose, ndo se tem muitos dados em relacédo a resisténcia dos parasitos;

porém, pode ser induzida in vitro facilmente (Perez-Victoria et al. 2003).

o]
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Figura 5 - Férmula estrutural da miltefosina.
(Fonte: http://www.prous.com/images/moleculas/144760.gif)

Outros medicamentos
O aluporinol, anédlago da hipoxantina, apresenta atividade citotoxica seletiva

aos parasitos. Estes parasitos sdo incapazes de sintetizar purinas e necessitam,
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portanto, de purinas pré-formadas do hospedeiro para sobreviver (Singh &
Sivakumar 2004).

Embora este farmaco seja pouco eficaz na terapia isolada da leishmaniose
cutdnea, o aumento de sua eficicia é observado em combinacdo com outras
drogas (Koutinas et al. 2001; Pasa et al. 2005).

Um antibiético aminoglicosideo, a paramomicina, produzido pelo
Streptomyces rimosus, utilizado em infec¢cdes bacterianas, demonstrou
capacidade de inibir o crescimento de protozoarios do género Leishmania. Esta
tem sido usada no tratamento da leishmaniose visceral, tanto sozinha quanto em
combinagcdo com agentes antimoniais (Olliaro et al. 2005).

Outra classe de antifungicos, os azdis, o itraconazol e o cetoconazol, tém
demonstrado serem efetivos no tratamento das leishmanioses cutaneas (Alrajhi et
al. 2002).
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3. OBJETIVOS

3.10Objetivo Geral

3.1.1

Estudar duas espécies de Leishmania isoladas de pacientes com
diagnéstico de LTA sem resposta satisfatoria ao tratamento
comparando-as com cepas padrdes, visando avaliar in vitro a agéo
das drogas utilizadas no tratamento e identificar e caracterizar

proteinas dos isolados.

3.20bjetivos Especificos

3.2.1

3.2.2

3.2.3

Relatar e analisar dois casos clinicos de pacientescom diagndstico
de LTA que nao responderam ao tratamento convencional; um com

diagnostico de LCD e outro com LCM.

Avaliar o crescimento de formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis isolada de lesdes do paciente portador de LCD e L.
(V.) braziliensis isolada do paciente portador de LCM comparando
com promastigotas de cepas controles dessas espécies de

Leishmania.
Avaliar a cinética de infeccdo e determinar o tempo gasto na

transformacdo de formas promastigotas para amastigotas dos

isolados de lesbes dos pacientes estudados.
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3.24

3.25

3.2.6

Avaliar a acdo in vitro das drogas antimoniato de meglumina,
anfotericina B lipossomal, pentoxifilina, itraconazol, alopurinol e
miltefosina, sobre formas promastigotas de L. (L.) amazonensis
iIsolada de lesdes do paciente portador de LCD e L. (V.) braziliensis
isolada do paciente portador de LCM comparando com

promastigotas de cepas controles dessas espécies de Leishmania.

Avaliar a acdo in vitro das drogas antimoniato de meglumina,
anfotericina B lipossomal e miltefosine, utilizadas no tratamento da
LTA sobre formas amastigotas axénicas de L. (L.) amazonensis
isolada de lesdes do paciente portador de LCD e L. (V.) braziliensis
isolada do paciente portador de LCM comparando com amastigotas

axénicas de cepas controles dessas espécies de Leishmania.

Identificar e caracterizar proteinas de L. (L.) amazonensis e L. (V.)

braziliensis dos isolados dos pacientes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Pacientes

Realizou-se um estudo retrospectivo (em prontuario médico) do diagndstico
clinico e laboratorial de um paciente com LCD e de um paciente com LCM que
procuraram o servigo de referéncia de Leishmaniose Tegumentar Americana do
Servigco de Dermatologia do Hospital Universitario de Brasilia (HUB) do Distrito
Federal (DF) e que foram tratados com varias drogas especificas para LTA, sem
sucesso terapéutico.

Os critérios utilizados para o diagnostico dos pacientes foram: a histéria
clinica, o exame fisico, a intradermorreacdo de Montenegro com resultado maior
gue 5mm, exame histopatolégico com presenca de infiltrado linfo-
histioplasmocitario e imunofluorescéncia indireta com titulos maiores que 1:40, a
pesquisa de amastigota em esfregaco e a inoculacdo em hamster positivos. Estes

critérios laboratoriais também foram usados para estabelecer as recidivas.

4.2 Cepas controle de Leishmania

Os parasitos controles utilizados neste trabalho foram formas promastigotas
(Quadro 3) oriundas de culturas de cepas mantidas crio-preservadas (-196°C) no
laboratério de Dermatomicologia da Faculdade de Medicina da Universidade de

Brasilia.
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Quadro 3 - Origem e identificacdo de Leishmania spp disponivel no laboratério de
Dermatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia

Espécies Designacado® / Origem geografica
L. L. amazonensis MHOM/BR/PHS8
L.V. braziliensis MHOM/BR/94/M15176

a: designacdo: hospedeiros [M = Mammalia: HOM: Homo sapiens/pais de origem/ano de

isolamento/cddigo de origem.].

O isolado de L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/94/M15176) foi cedida pelo
Instituto Evandro Chagas-Belém, Para e identificada por técnicas de anticorpos
monoclonais e em reagdo em cadeia polimerase (PCR).

O isolado de L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/PHB8) foi identificada pelas
técnicas de isoenzimas e anticorpos monoclonais, e € oriunda da OMS isolada a
partir de flebotomineo.

As referidas cepas foram frequentemente inoculadas em hamsters para

assegurar a infectividade e garantir a viruléncia dos inoculos.

4.3 Leishmania spp isoladas de pacientes.

A cepa de L.(L.) amazonensis, identificada por isoenzimas e anticorpos
monoclonais e por imunohistoquimica com anticorpos monoclonais especificos,
corresponde a forma de LCD e a cepa de L. (V.) braziliensis identificada por
isoenzimas, anticorpos monoclonais e PCR corresponde a forma de LCM e foram
isoladas de pacientes que ndo responderam ao tratamento com as drogas
especificas para LTA. Os referidos isolados foram mantidos sob congelamento em

nitrogénio liquido (-196°C).
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4.4 Culturas de formas promastigotas

Uma aliquota do material descriopreservado do nitrogénio liquido foi
coletado com auxilio de uma seringa de 1mL contendo 0,2-0,5mL de solugéo
salina. O material aspirado foi adicionado ao meio McNeal, Novy e Nicolle (NNN),
pH 7,2 a 22 °C por cinco dias. Apds esse periodo, a cultura foi transferida ao meio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Gibco® Laboratério, BRL),
suplementado com 7,5% de bicarbonato de sédio, 0,02% de gentamicina e 20 %
de soro fetal bovino (SFB), em pH final de 7,2 ou meio Schneider (Sigma®)
suplementado com 0,02% de gentamicina e 20% de SFB.

O SFB usado foi inativado a 56°C por 2 horas em banho-maria e submetido
a aliquotas em frascos de vidros estéreis, estocados a — 20°C e, no momento do

uso, descongelado. O RPMI e Schneider foram estocados a 4°C.

4.4.1 Contagem dos parasitos

Apos replicacdo das formas promastigotas a contagem foi feita com auxilio
de uma camara de Neubauer.

Os parasitos, em fase logaritmica de crescimento, foram suspensos em
uma solucédo contendo 10uL do meio de cultura e 90uL de PBS, homogeneizados
e uma pequena aliquota dessa suspenséo foi utilizada para preencher a camara
de Neubauer.

A contagem dos parasitos foi feita na parte da camara de Neubauer

utilizada para contagem de leucdcitos (Figura 6).
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Figura 6 - Camara de Neubauer de contagem adaptada para microscépio de campo claro ou de
contraste de fases. A area marcada com L corresponde a parte da camara para
contagem de leucécitos.

Foram contados dois quadrantes opostos (area marcada com L) e calculada
a meédia, dividindo-se o numero total de parasitos por dois. Os critérios para
contagem foram:

* Nao foram contadas rosetas ou emaranhados;

* Foram contadas como dois as formas promastigotas em divisdo avangada,;

* Foram contadas como um as formas no inicio da diviséo;

* Formas que estavam em cima da linha e muito proximas do quadrante
também foram contadas.

ApoOs trés contagens e obtencdo da média das formas promastigotas, foi
obtida a quantidade em volume de meio de cultura que continha 10° formas
promastigotas de L.(L.) amazonensis e L.(V.) braziliensis que foi depositado em

cada poco da placa de Elisa.

4.5 Culturas de formas amastigotas axénicas

Formas promastigotas de L.(L.) amazonensis e L.(V.) braziliensis, tanto da

cepa controle quanto dos isolados foram cultivadas até a fase exponencial tardia
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ou fase estacionaria de crescimento e lavadas uma vez em PBS pH 7,4 a
2.000xg/10 minutos. Em seguida, a concentracdo foi ajustada para 3x10°
promastigotas/mL em meio Schneider suplementado com 0,02% de gentamicina e
20% de SBF em frasco de cultivo celular 25cm? e mantidos a 37°C com 5% CO?
por 48 horas. Para desagregacdo de grumos, os parasitos foram passados 3
vezes por agulha 26G%.

As formas arredondadas obtidas foram avaliadas quanto a morfologia
(forma oval/arredondada e flagelo livre ausente) coradas pelo Giemsa e
observadas em microscopia Optica.

4.6 Drogas utilizadas

A miltefosina foi cedida ao Laboratorio de Dermatomicologia da Faculdade
de Medicina da Unb pela Indastria Farmacéutica Zentaris GmbH (Alemanha). O
antimoniato de meglumina (Glucantime®, AVENTIS, Franca) e a anfotericina B
lipossomal (Ambisome®, UnitedMedical-Gilead) foram cedidas pelo Servico de
Dermatologia do HUB. E as drogas pentoxifilina (SANOFI-AVENTIS), itraconazol
(RANBAXY — GENERICO) e alopurinol (Zyloric® - GlaxoSmithKline) foram

adquiridas pela pesquisadora.

4.7 Diluicdo seriada

Na primeira linha (A) de uma placa de Elisa de 96 pocos (Figura 7) foi
adicionada a solucdo contendo as drogas testadas, previamente preparada com
192uL de meio Schneider e volume final de 200uL por pogo.

Nas demais linhas (B a H), foram adicionados 100uL de Schneider em

todos os pocos. A seguir, foi realizada a diluicdo seriada como segue:
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* Da linha A foi retirado 100pL e transferido para a linha B;

» ApOs misturar e homogeneizar a solu¢do na linha B retirou-se 100uL que
foi transferido para a proxima linha, e assim sucessivamente até a linha G;

* No final da diluicdo, em G, restaram 100uL que foram desprezados;

* Na linha H foram adicionados o0 meio com o0s controles, que n&o

receberam a droga testada.

Figura 7 - Microplaca de Elisa de 96 pogos
(Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/ELISA)

4.8 Determinacado da curva de crescimento das cepas

A avaliacdo do desenvolvimento e multiplicacdo das formas promastigotas
das cepas de Leishmania foi realizada através de uma curva de crescimento
estabelecida pela metodologia descrita por Brener (1961) adaptada para
microscopio binocular, que consiste na quantificacdo de formas promastigotas,

realizada em camara hemacitométrica de Neubauer.

;

As curvas foram realizadas a partir de um inéculo contento 1x10
promastigotas de L.(L.) amazonensis controle, L.(V.) braziliensis controle e dos
isolados dos dois pacientes, em meio de cultura liquido Schneider (Sigma®)

acrescido de 20% de soro fetal bovino e 0,2% de gentamicina, distribuidos em
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garrafas para cultivo de 25 mL (4rea de crescimento 25 cm?). A contagem das

formas promastigotas foi realizada conforme o item 4.4.1

4.9 Avaliacdo da capacidade fagocitaria em macréfagos

O ensaio foi realizado em placa de microcultivo de fundo plano de 24
pocos, onde foram previamente depositadas laminulas de vidro de 13mm de
diametro. Foram distribuidas 2x10° células em volume de 500uL de meio RPMI
1640 sem soro em todas as escavacdes da placa, e em seguida foram incubadas
em camara Umida a 37°C por 2 horas, com 5% de CO? para a aderéncia dos
macrofagos. Em seguida, as escavacdes foram lavadas trés vezes com STF, pH
7,2 a 37°C, para retirar as células nédo aderidas.

Ap6s suspensdo de Leishmania contendo 8 x 10° formas promastigotas de
L.(L.) amazonensis em meio RPMI 1640 com 10% de soro fetal bovino,
previamente sensibilizadas com soro fetal bovino inativado; com volume final de
cada escavacao igual a 500uL. As placas foram incubadas por 30 minutos em
camara Umida a 37°C em atmosfera de ar com 5% de CO?.

Em seguida, as escavacdes foram lavadas com STF aquecida a 37°C
(0,15M, pH 7,2), para retirar as leishmanias nao fagocitadas. A ultima lavagem foi
feita com RPMI 1640, pH 7,2, contendo 30% de SFB para preservar melhor as
preparacoes.

Posteriormente, as laminulas foram secas, fixadas com metanol absoluto
por 1 minuto e coradas com Giemsa a 10% em tamp&o de coloracao por 10
minutos. Depois cada escavacao foi lavada trés vezes com tampéao de coloracao e
as laminulas foram montadas em laminas de microscopia com Entellan (Merk,
Alemanha).

Para estimar o indice fagocitario, 200 macréfagos foram contados em

microscoépio Optico sob aumento de 100x, em 6leo de imersdo. O calculo foi feito

31



multiplicando o percentual de macrofagos envolvidos com a fagocitose pela média

de leishmanias fagocitadas (Ponte 2011).

4.10 Determinacéo da sensibilidade in vitro das formas promastigotas dos isolados

a diferentes drogas comumente utilizadas no tratamento da LTA.

4.10.1. Acado dos medicamentos sobre formas promastigotas de L.(L.)

amazonensis

Em uma placa de Elisa de 96 escavacodes foi colocado, em cada pogo, meio
de cultura estéril seguido de uma suspensdo de 10° formas promastigotas dos
parasitos. Em seguida, os medicamentos foram adicionados a primeira linha (A)
da placa de Elisa. Foi feita a diluicdo seriada e a placa incubada por 48h. Apos
este periodo, 10uL de uma solugcdo de MTT de 5mg/mL foram adicionadas a todos
0os pocos e a placa foi novamente incubada por 4h a temperatura de 22°C
protegida da luz. Depois deste periodo, foram adicionadas 100uL de DMSO para
liberacdo dos cristais de formazan. A leitura da placa foi feita em leitor de placa de
Elisa (Molecular Devices-Spectra Max, 385 plus - USA) no comprimento de
570nm. Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados,

analisados pelo teste de ANOVA.

4.10.2 Acdo dos medicamentos sobre amastigotas axénicas de L.(L.)

amazonensis

As formas amastigotas axénicas foram semeadas em placas de 96 orificios,

em concentracdo de 10’ amastigotas/ml em meio Schneider completo e incubadas
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por 24 horas na presenca de diferentes concentracbes das drogas a serem
testados a 37°C e 5% de CO?.

A atividade leishmanicida foi avaliada através da técnica do MTT, conforme
descrito no item 4.10.1.

4.11 Identificacdo de proteinas.

4.11.1 Extragdo e quantificagéo de proteinas

4.11.1.1 Preparo da massa parasitaria (“pellet”)

Foi centrifugada uma suspensdo de cultura em fase logaritmica de
crescimento a 4000 rpm a 4°C por 10 minutos. Foi desprezado o sobrenadante, o
“‘pellet” foi lavado com 5mL de tampdo, agitado em “vortex” e centrifugado
novamente nas mesmas condi¢des anteriores por duas vezes. O sobrenadante da
terceira lavagem foi desprezado e o “pellet” armazenado em freezer a -20°C até o

momento do uso.

4.11.1.2 Extracao de proteinas

O processo de extracdo das proteinas foi executado utilizando o protocolo
proposto por Sussulini (2007) modificado.

Foi adicionado ao “pellet” de Leishmania, 1 mL de éter de petrdleo e, entéo,
0 solvente foi deixado em contato com a amostra durante 15 min, sob forte
agitacdo para a remocédo de lipideos. A seguir, as proteinas foram extraidas da

amostra com 1 mL de uma solugdao contendo Tris-HCI 50 mmol L-1 (pH 8,8),
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cloreto de potassio 1,5 mmol L-1, DTT 10 mmol L-1, PMSF 1,0 mmol L-1 e SDS
0,1% (m/v). O extrato protéico obtido foi, entdo, agitado por 10 min em banho de
gelo, e os materiais insoluveis foram removidos por centrifugacdo durante 5 min, a
5000 g e a 4°C.

O sobrenadante contendo as proteinas foi coletado e armazenado em tubos

do tipo Eppendorf e as proteinas foram precipitadas com acetona overnight.

4.11.1.3 Quantificacdo das aliquotas de proteinas

A dosagem das proteinas foi feita pelo “Qubit™ Protein Assay Kits” da

Invitrogen™.

4.11.1.4 Digestao de proteinas

As amostras foram ressuspensas em 60 pL de bicarbonato de sédio 50mM.
A sequir, adicionou-se 25 pL de solucéo 0,2% do RapiGest SF que foram agitadas
em “vortex”. Depois, foram aquecidas por 15 minutos a 80°C e centrifugadas. As
proteinas foram reduzidas adicionando-se 2,5uL de DTT 100mM e aquecidas a
60°C por 30 minutos.

As amostras foram resfriadas em temperatura ambiente, alquiladas com 2,5
pL de iodoacetamida 300 mM e incubadas a temperatura ambiente no escuro por
30 minutos, e finalmente foram tripsinizadas com 10uL Tripsina Promega 50mM
durante 20 horas a 37°C.

A reacdo de hidrolise foi interrompida com a adicdo de 10uL de TFA 5%
incubando as amostras a 37°C por 90 minutos. As amostras foram entao
centrifugadas a 14.000 rpm, 6°C por 30 minutos. O sobrenadante foi transferido

para um frasco e adicionou-se 5uL de ADH (1 pmol/uL ) e 85uL de acetonitrila 3%
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contendo 0,1% de acido formico. A concentracdo final de proteinas foi de
250ng/uL, de ADH foi de 25fmol/pL e o volume final foi de 200mL.

4.12 Anélise dos dados

A solucdo peptidica resultante foi analisada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia em modo de fase reversa utilizando uma coluna capilar
(NanoAcquity,UPLC-Waters, USA) em um gradiente de 2-97% B (AcN + Acido
Férmico 0,1%). Os dados obtidos, resultantes dos experimentos de LCMS/MS,
foram processados usando o0 programa ProteinLynx (versdao 2.0) da
Waters/Micromass, um aplicativo para identificacdo das proteinas utilizando banco

de dados obtidos do National Center for Biotechnology Information (NCBI).

4.13 Andalises estatisticas

A normalidade das variaveis foi analisada com o teste de Kolmogorov-
Smirnov e para a comparacdo entre grupos foi utilizado o ANOVA ou Kruscal-
Walllis, seguido pelos métodos de Student-Newman-Keuls para as mdltiplas
comparacoes. As analises foram feitas utilizando o programa Sigma-Stat (Jandel
Scientific, San Rafael ,CA) e os graficos usando o programa Microcal ™ Origin
6.0° (Microcal Software Inc. 1999), ou o Prism® Software Package (GraphPad,

USA, 1997) . Foram consideradas significantes diferencas de p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Paciente portador de LCD

5.1.1 Histoéria clinica e exame fisico

Paciente do sexo masculino, 76 anos de idade, procedente de Vigcosa/MG
tratado por quase 3 anos para LCD. O paciente procurou o Servico de
Dermatologia do Hospital Universitario de Brasilia apresentando lesées em
atividade do tipo péapulas, placas, tubérculos e nodulos, com acometimento de
MMII, MMSS, face e demais partes corpo. As manifestacdes e distribuicdo das

lesdes encontram-se detalhadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Manifestacdes e distribuicdo das lesbes cutaneas apresentadas pelo
paciente portador de leishmaniose cutanea difusa sem resposta aos tratamentos
convencionais para LTA.

Localizacdo das lesdes Tipos de lesdes cutaneas

N PP Pl
MMII P P -
MMSS P P -
FA P P P

N= nédulo; PP= papula; Pl= placa, MMSS= membros superiores; MMII= membros inferiores; FA=
Face; P= presente.

5.1.3 Tratamento

Os dados relativos aos esquemas terapéuticos e a evolugéo clinica desse

paciente encontram-se na Tabela 2.
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Em 1994, esse paciente realizou tratamento com gabromicina 16mg/kg/dia
intramuscular, durante 15 dias, sem internacdo hospitalar e foi acompanhado
clinica e laboratorialmente durante todo o periodo do tratamento. Houve a
desinfiltracdo das lesdes.

Em maio de 1995, apresentou recidiva, com lesbées em face, braco
esquerdo e coxa direita. Foi internado para tratamento com pentamidina
4mg/kg/dia durante 15 dias, completando 2000mg com melhora parcial das
lesdes.

Apbs seis meses apresentou nova recidiva sob forma de papula erit€mato-
infiltrativa na orelha direita.

Em outubro de 1996 o paciente foi novamente internado para tratamento
com antimoniato de megluminal5mg/kg/dia, com alteracéo da funcéo renal ( uréia
120mg/dl e creatinina 1,82 mg/dl) no 26° dia de tratamento. A medicagao foi
suspensa por 7 dias e, quando houve normalizacdo dos exames laboratoriais, foi
reintroduzida completando 30 dias de tratamento. Durante esta internacado, o
paciente também apresentou, como intercorréncia, “herpes zoster”, seguido de

neuralgia pés-herpética.

Tabela 2- Esquemas terapéuticos usados durante o periodo de setembro de 1994
a outubro de 1996 pelo paciente portador de leishmaniose cutanea difusa sem
resposta adequada aos tratamentos convencionais

Droga Dose/Dia Duracao Ano Evolucdo/Resultado
gabromicina 2,49(2X) - 1994 recidiva
pentamidina 29 15 dias 1995 recidiva
antimoniato de 4,59 90 dias 1996 recidiva
meglumine

No ano de 1996 teve alta hospitalar para realizar laringoscopia com ORL
para monitoramento de recidiva de CA de laringe. Apresentava melhora das
lesdes cutdneas e deveria continuar acompanhamento ambulatorial com

dermatologia. Sem seguimento do acompanhamento médico no HUB foi a ébito.
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5.2. Paciente portador de LCM

5.2.1 Histoéria clinica e exame fisico

Paciente do sexo masculino, 68 anos de idade, procedente do Tocantins,
tratado durante 23 anos para LCM.

Apresentou Ulcera cutanea prévia em perna esquerda durante a infancia
com cicatrizacdo espontanea apés 4 meses. Passou longo periodo internado e
gueixava-se de obstrucao nasal, rinorréia, disfagia e rouquidao.

Ao exame fisico, apresentava infiltracdo nasal, perfuracao de septo e Ulcera

em piramide nasal causando desfiguracao facial (Figura 8).

Figura 8 - Paciente 2 do sexo masculino com leishmaniose mucosa grave do septo nasal com
desfiguracgéo facial.

A intradermorreagcdo de Montenegro (IDRM) foi maior que 5mm, o exame
histopatolégico apresentava infiltrado linfo-histioplasmocitario e
imunofluorescéncia indireta com titulos maiores que 1:40, a pesquisa de
amastigota em esfregaco e a inoculacdo em hamster positivos foram os critérios

laboratoriais usados para diagnostico e recidivas.
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O referido paciente, devido a perfuracdo de palato mole e impossibilidade
de alimentar-se pela boca foi submetido a gastrostomia com alimentagdo por
sonda nasogastrica e necessitou de prétese de palato, para conforto respiratorio e

alimentar (Figura 9).

Figura 9 - Paciente 2 com LCM: ajuda de prétese para evitar desconforto respiratério e permitir a
alimentacéo oral.

5.2.3. Tratamento

O tratamento foi iniciado com antimonial pentavalente, seguido de
anfotericina B convencional, pentamidina, anfotericina B lipossomal isolada e
associada ao antimonial, aminosidine, itraconazol, associacdo antimonial e
talidomida seguindo esquemas de tratamento preconizados pelo Ministério da
Saude e os referidos na literatura. Também foi usado 2mg/kg/dia durante 42 dias

de miltefosina. (Quadro 4)
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Quadro 4 - Tratamento realizado pelo paciente 2 durante periodo de 23 anos no
Hospital Universitario de Brasilia, Brasil.

Droga Dose/Dia Duracdo | Ano | Evolugcao/Resultado
antimoniato de meglumina [20mgSbV/kg |20 dias 1987 |cura clinica
antimoniato de meglumina [20mgSbV/kg |20 dias 1988 |cura clinica
antimoniato de meglumina [20mgSbV/kg |20 dias 1991 |cura clinica
anfotericina B lipossomal |3 mg/kg 28 dias 1992 |cura clinica.

(total 4050 mg) aumento de
creatinina [1,8 mg/dI
(0,6-1,3)] e de
potassio [5,5 mmol/l
(315-510)]
sulfato de aminosidina 16 mg/kg (1°.|25 dias 1993 | melhora clinica
Ciclo)
sulfato de aminosidina 16 mg/kg (2°. |25 dias 1993 |curaclinica
Ciclo) ganho ponderal de
5kg.
sulfato de aminosidina 16 mg/kg 25 dias 1994 |cura clinica com
cicatrizacao
completa da Ulcera
nasal.
pentamidina 4 mg/kg/48h 10 1995 |curaclinica
aplicacdes
itraconazol + alopurinol 200 mg 15 dias 1996 |sem melhora
15 mg/kg
antimoniato de meglumina |20 mgSbV/kg |30 dias 1996 |cura clinica
+ alopurinol 15mg/kg 20 dias
antimoniato de meglumina |20 mgSbV/kg |30 dias 1998 |melhora clinica,
+ pentoxifilina 1200mg suspenso devido
prurido generalizado.
sulfato de aminosidina 16 mg/kg 25 dias 1999 |curaclinica
antimoniato de meglumina |20 mgSbV/kg |30 dias 2000 |cura clinica
+ talidomida 200mg
antimoniato de meglumina |20 mgSbV/kg |30 dias 2002 |melhora clinica
anfotericina B lipossomal |1 mg/kg 90 dias 2002 |cura clinica
(total dose

40




2,19)

Leishvacin 1 dose por|l3 2004 |melhora do eritema e
semana semanas infiltrac&o das lesdes
anfotericina B lipossomal + |1mg/kg  (2g)/ |40 dias 2005 |melhora clinica
antimoniato de meglumina |20mg SbV/kg
1 dose por|7 2006 |melhora clinica
Leishvacin semana) semanas
antimoniato de meglumina | 7mg/SbV/kg 14 dias 2007 |suspenso por
+ pentoxifilina 1200 mg elevacdo do QTc
(0,5 segundos). Sem
melhora
miltefosina 2mg/kg 49 dias 2007 |cura clinica
miltefosina 2mg/kg 14  dias|2009/ |recidiva apos 2 anos
(1°. Ciclo) |[2010 |e 5 meses de
14  dias tratamento com
(2°. Ciclo) miltefosine.
interrompido no 14
dia devido nauseas,
vomitos. Apés 1
més, cura clinica e
negativacao dos
exames
2mg/kg + 30 dias 2011 |recidiva apO6s 6
miltefosina + anfotericina B meses.
lipossomal 1mg/kg 3 X por Acompanhamento
semana no Hub

Durante todo o tratamento o paciente recebeu avaliacdo semanal com

hemograma, provas de funcéo hepética, renal e eletrocardiograma.

Apds um més de uso de miltefosina foi constatado diminuicdo da infiltracédo

da mucosa do septo nasal, palato, orofaringe, epiglote, cartilagens aritendides e

traquéia. O exame histopatolégico das lesdes, a inoculagdo em hamster e a

cultura foram realizados antes e 3 meses ap0s o tratamento. Antes do inicio, a

cultura e inoculacdo foram positivas e havia presenca de infiltrado linfo-
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histioplasmocitario. Apds 3 meses do tratamento, a cultura, a inoculagcdo em
hamster foram negativos e houve regressao parcial do infiltrado inflamatorio, bem

como negativagao do titulo de imunofluorescéncia indireta (Figura 10).

Figura 10 - Paciente 2 com Leishmaniose mucocutanea: (a) infiltracdo do palato duro e mole;
reducdo do espaco aéreo— 1° ciclo com miltefosina. (b) Melhora progressiva da infiltracdo em
palato mole — 2° ciclo com miltefosina. (C) Resposta clinica 3 meses apds tratamento — mucosa
sem infiltracdo, orofaringe livre de leséo.

5.3 Ensaios in vitro

5.3.1 Determinacao da curva de crescimento

A curva de crescimento foi realizada para avaliar o periodo em que ocorre
maior presenca de formas promastigotas pro-ciclicas (fase log), até o inicio da
fase estacionaria, considerada mais infectante devido a maior concentracdo de
formas promastigotas metaciclicas (Bogdan, 1990). A fase log corresponde a
intensa reproducdo do parasito que em geral se apresenta mais arredondado,
porém com baixa motilidade. A fase estacionaria, com promastigotas metaciclicas,
formas mais afiladas, com baixa divisdo e maior motilidade, € a fase com formas
mais infectantes para o hospedeiro mamifero (Killick-Kendrick et al. 1974).

Neste ensaio foi possivel demonstrar que o comportamento do crescimento
das formas promastigotas dos isolados dos pacientes com LCD e LCM foi
significantemente diferente dos seus respectivos controles. As formas
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promastigotas de L.(L.) amazonensis isoladas do paciente com LCD (Figura 11)
alcancaram a fase metaciclica em um tempo significantemente menor (4° dia) que

seu respectivo controle (6" dia).

-=- Paciente 1
—— (CepapH8

Curva de crescimento de formas
promastigotas de L. amazonensis (106)

1 o 20 30 40 50 60 70

Tempo (dias)

Figura 11 - Distribuicdo das médias do niUmero de promastigotas de L. amazonensis controle e de
L. (L.) amazonensis isoladas do paciente com LCD segundo o tempo de crescimento das culturas
(dias). Diferenca estatistica no crescimento do isolado do paciente no 4 dia (p<0,0001) e para o
controle no 6 dia (p<0,0001).

Ja as formas promastigotas da L. (V.) braziliensis isoladas do paciente co
LCM (Figura 12) tiveram também crescimento significantemente diferente do seu
controle, ndo alcancando crescimento adequado, nem chegando a fase
metaciclica no periodo avaliado (7 dias), o que impossibilitou a realizacdo dos
testes in vitro de acdo das diferentes drogas para este isolado. A cepa controle

atingiu a fase metaciclica no 5 dia.
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-=- Paciente 2
- Cepa MI5176

Curva de crescimento de formas
promastigotas de L. braziliensis (105)

Tempo (dias)

Figura 12 - Distribuicdo das médias do numero de promastigotas de L. (V.) braziliensis controle e L.
(V.) braziliensis isoladas do paciente com LCM, segundo o tempo de crescimento das culturas
(dias). Diferenca estatistica no crescimento da cepa controle no 4°, 5° e 6° dia (p<0,05).

5.3.4 Capacidade fagocitaria em macrofagos

Para o indice fagocitario ndo houve diferenca estatistica quando
comparados o isolado do paciente com LCD e a respectiva cepa controle
(p=0,0006). Porém, quando realizada uma analise multivariada, a cepa isolada do
paciente 1 apresentou um aumento progressivo do indice fagocitario em funcéao do
tempo, com p<0,05 pelo teste de Kruskal-Wallis, enquanto a cepa padrao mostrou
um declinio do indice fagocitario apds 5 horas (Figura 13a). Ja para a ingestao de
L. (L.) amazonensis por macréfagos, os resultados demonstram que houve
aumento significativo, com variacdo da mediana em 3 horas (p<0,05) para o
isolado do paciente e em 5 horas (p<0,05) para a cepa controle (Figura 13b). O
percentual de parasitos envolvidas na fagocitose também aumentou, com variacao
da mediana em 3 horas (p< 0,05), em 5 horas (p<0,05) e em 8 horas (p<0,05)
(Figura 13c). Nos demais tempos ndo houve influéncia de formas ingeridas por

macrofagos, nem no percentual de células envolvidas na fagocitose.
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Figura 13 - (A) indice Fagocitario; (B) Média de formas amastigotas ingeridas por macréfagos
peritoneais de camundongos; (C) percentual de macréfagos envolvidos na fagocitose.
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5.3.5. Agédo e comparacdo de diferentes drogas sobre formas promastigotas de L.

(L.) amazonensis padréao e de cepa isolada de paciente com LCD.

A acao de antimoniato de meglumina, miltefosina, pentoxifilina, anfotericina
B lipossomal, itraconazol e alopurinol sobre cultivos de L. (L.) amazonensis foi
avaliada comparando-se o0 crescimento da cepa controle do parasito e cepa
isolada do paciente, incubadas com diferentes concentracbes das drogas
mencionadas acima. Alguns resultados ndo mostraram reducéo significativa do
namero de protozoarios incubados com as diferentes concentragdes dessas
medicacbes em formas promastigotas de Leishmania como podem ser

observados a seguir.

5.3.6 Comparacédo da acdo do antimoniato de meglumina em cultivos de formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis padrdao e de cepa isolada de paciente com
LCD.

Os resultados mostraram que todas as concentracdes do antimoniato de
meglumina (0 até 3000pug/mL) ndo causaram reducdo significativa (p=0,09) do
namero de promastigotas em relagdo ao grupo controle, apés a incubacéo por 48h
(Figura 14). Na analise desses resultados néo foi possivel calcular a concentracdo

capaz de inibir no minimo 50% das formas promastigotas de L.(L.) amazonensis.
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Figura 14 - Efeito de diferentes concentracfes de antimoniato de meglumina sobre o percentual de
reducdo de MTT a cristais de formazan medido em absorbancia (570nm), em cultivos de formas
promastigotas de L.(L.) amazonensis padrao e L.(L.) amazonensis isolada do paciente com LCD
(10°/mL). Teste de ANOVA, p=0,09.

5.3.7. Acdo e comparacao da anfotericina B lipossomal sobre cultivos de formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis padrdo e de cepa isolada de paciente com
LCD.

Quando avaliada a acdo da anfotericina B lipossomal nas concentracfes
testadas (0 até 3000ug/mL) observou-se que ndo houve reducdo significativa do
namero de promastigotas de L. amazonensis (p=0,55), em relacdo ao controle.
Apos a incubacédo por 48h (Figura 15). Nao foi possivel determinar a concentragao

capaz de inibir no minimo 50% das formas promastigotas de L. (L.) amazonensis.
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Figura 15 - Efeito de diferentes concentracdes da anfotericina B lipossomal sobre o percentual de
reducdo de MTT a cristais de formazan medido em absorbéancia (570nm), em cultivos de formas
promastigotas de L.(L.) amazonensis padrao e L.(L.) amazonensis isolada do paciente com LCD
(10°/mL). Teste de ANOVA, p=0,55.

5.5.3. Acdo e comparacao da pentoxifilina sobre cultivos de formas de L. (L.)

amazonensis padréo e de cepa isolada de paciente com LCD.

Foram utilizadas as mesmas concentracdes testadas para as demais
drogas (0 até 3000ug/mL) para avaliar a acao da pentoxifilina. Ndo houve reducao
significativa (p=0,33) do numero de promastigotas, em relagcdo ao grupo controle.
Apoés a incubacédo por 48h (Figura 16). A concentracao capaz de inibir no minimo

50% das formas promastigotas de L. (L.) amazonensis néo foi calculada.

48



A | Leishimania amazonensisisolado  de paciente

[ | teishmania amazonensis padrao

-

35 =™ I
bg | T oy Ll
=< =12 L L
3B = %’ nall
52 "™Np . . e
5 (P W e
=E W | % ,/f m

; . % % m

0 G 12 24 48 L 12 M4 75 BN 330

pentoxfilina pgfmb

Figura 16 - Efeito de diferentes concentracdes de pentoxifilina sobre o percentual de reducdo de
MTT a cristais de formazan medido em absorbancia (570nm), em cultivos de formas promastigotas
de L.(L.) amazonensis padréo e L.(L.) amazonensis isolada do paciente com LCD (10%/mL). Teste
ANOVA, p=0,3.

5.3.9 Acdo e comparacdo do itraconazol sobre formas promastigotas de L.(L.)

amazonensis padréo e de cepa isolada de paciente com LCD.

A droga itraconazol foi testada nas concentracdes de 0 até 3000ug/mL e
observou-se que ndo houve reducdo significativa do nimero de promastigotas
(p=0,55) em relacao ao grupo controle, apés a incubacao por 48h (Figura 17). Nao
foi possivel determinar a concentracdo capaz de inibir no minimo 50% das formas

promastigotas de L.(L.) amazonensis.
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Figura 17 - Efeito de diferentes concentracdes de itraconazol sobre o percentual de reducdo de
MTT a cristais de formazan medido em absorbancia (570nm), em cultivos de formas promastigotas
de L.(L.) amazonensis padréo e L.(L.) amazonensis isolada do paciente com LCD (10%/mL). Teste
ANOVA, p=0,55.

5.3.10 Acédo e comparacao do alopurinol sobre de formas promastigotas de L.(L.)

amazonensis padréo e de cepa isolada de paciente com LCD.

Para o alopurinol também foram testadas as concentracbes de 0 até
3000ug/mL. Na analise pelo teste de ANOVA, observou-se diferenca significativa
entre 0s grupos (p<0,05), apos incubacdo por 48h (figura 18). A concentracéo
capaz de inibir no minimo 50% das formas promastigotas de L.(L.) amazonensis

nao foi calculada.
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Figura 18 - Comparacédo do efeito de diferentes concentracdes do alopurinol sobre o percentual de
reducdo de MTT a cristais de formazan medido em absorbancia (570nm), em cultivos de formas
promastigotas de L.(L.) amazonensis padrao e L.(L.) amazonensis isolada do paciente com LCD
(10°/mL). Teste ANOVA, p<0,05.

5.3.11 Acdo e comparacdo da miltefosina sobre formas promastigotas de L.(L.)

amazonensis padréo e de cepa isolada de paciente com LCD.

Para as concentracfes do miltefosina (0 até 3000pug/mL) observou-se a
reducédo significativa (p<0,05) do namero de promastigotas em relacdo ao grupo
controle apds a incubacao por 48h (Figura 19). A concentracao capaz de inibir no

minimo 50% das formas promastigotas de L. (L.) amazonensis nédo foi calculada.
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Figura 19 - Efeito de diferentes concentracdes de miltefosina sobre o percentual de reducdo de
MTT a cristais de formazan medido em absorbancia (570nm), em cultivos de formas promastigotas
de L.amazonensis padrdo e L. amazonensis isolada do paciente com LCD (10%/mL). Teste ANOVA,
p<0,05.

5.3.12 Acdo e comparacdo do antimoniato de meglumina, da anfotericina B
lipossomal e da miltefosina sobre formas amastigotas axénicas de L.(L.)

amazonensis padréo e de cepa isolada de paciente com LCD.

A acdo de antimoniato de meglumina, anfotericina B lipossomal e
miltefosine sobre cultivos de formas amastigotas axénicas de L.(L.) amazonensis
foi avaliada verificando-se o crescimento da cepa controle do parasito e cepa
isolada do paciente incubada com diferentes concentracbes das drogas

mencionadas acima. Alguns resultados ndo mostraram reducgao significativa do
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namero de protozoarios incubados com as diferentes concentragdes dessas
medicacOes em formas amastigotas axénicas como pode ser observado a seguir.
5.3.12.1 Agdo e comparagdo do antimoniato de meglumina sobre formas
amastigotas axénicas de L.(L.) amazonensis isolada de paciente com LCD e
respectiva cepa controle.

Os resultados mostraram que todas as concentragcdes do antimoniato de
meglumina (0 até 50ug/mL) ndo causaram reducdo significativa (p>0,05) do
numero de formas amastigotas quando comparados com grupo controle. Quando
as doses foram comparadas na mesma espeécie, o isolado do paciente apresentou
diferenca (p< 0,001) nas doses 1,6ug/mL e 3,1ug/mL. Ja entre as doses em que a
cepa controle foi submetida, ndo houve diferenca estatistica (Figura 20).
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Figura 20 - Efeito de diferentes concentracdes de antimoniato de meglumina sobre o percentual de
reducdo de MTT a cristais de formazan medido em absorbancia (570nm), em formas amastigotas

axénicas de L. amazonensis padrdao e de L. (L.) amazonensis isolada de paciente com LCD,
(10°/mL). Teste ANOVA, p>0,05.
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5.3.12.2 Comparacdo da acdo da anfotericina B lipossomal sobre formas
amastigotas axénicas de L.(L.) amazonensis isolada de paciente com LCD e
respectiva cepa controle.

Quando avaliada a agcdo da anfotericina B lipossomal nas concentracoes
acima testadas (0 até 50ug/mL) observou-se a reducao significativa (p<0,05) do
namero de amastigotas, em relacdo ao grupo controle. Quando comparados entre
as doses da cepa controle foi observado diferenca (p< 0,001) entre as diferentes
doses, exceto para as doses de 6,3ug/mL e 50ug/mL. J& entre as doses do
isolado do paciente ndo houve diferenca estatistica (Figura 21).
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Figura 21 - Efeito de diferentes concentracdes da anfotericina B lipossomal sobre o percentual de
reducdo de MTT a cristais de formazan medido em absorbancia (570nm), em cultivos de formas
promastigotas de L.amazonensis padréo e L. amazonensis isolada do paciente com LCD (10%/mL).
Teste ANOVA, p<0,05.
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5.3.12.3 Comparagdo da agao da miltefosina sobre formas amastigotas axénicas

de L.(L.) amazonensis isolada do paciente com LCD e respectiva cepa controle.

Para as concentracdes do miltefosina (0 até 50ug/mL) observou-se a
reducdo significativa (p<0,05) do numero de amastigotas em relagcdo ao grupo
controle. Quando comparada a acado das doses da miltefosina entre si sobre a
cepa controle foi observado diferenca (p< 0,001) entre as diferentes doses. (Figura
22).
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Figura 22 - Efeito de diferentes concentracdes de miltefosina sobre o percentual de reducédo de
MTT a cristais de formazan medido em absorbancia (570nm), em cultivos de formas promastigotas
de L.amazonensis padréo e L. amazonensis isolada do paciente com LCD (10%/mL). Teste ANOVA,
p<0,05.
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5.4 Identificacdo e caracterizacdo de proteinas dos isolados de pacientes
infectado por L.(L.) amazonensis e L.(V.) braziliensis e, comparagdo com seus

respectivos controles.

A identificacdo de proteinas foi realizada por cromatografia liquida (online)
acoplada a espectrometria de massa e os resultados dos ions obtidos nos modos
MS e MS/MS caracterizados automaticamente, pelo software “Protein Lynx”, para
a determinacdo da sequéncia e identificacdo de moléculas bioativas ou ligantes
(hit).

As proteinas foram extraidas de massas parasitarias de Leishmania
isoladas de pacientes, um portador de LCD e outro de LCM, e seus respectivos
controles. A digestédo foi realizada com tripsina. Foram utilizados dois banco de
dados, obtidos do NCBI, um contendo apenas proteinas especificas da
Leishmania estudada e outro com Leishmania spp.

Para facilitar a compreensdo das tabelas abaixo, nas quais constam as
proteinas identificadas a partir de dados coletados por espectrometria de massa
(Apéndice), seus possiveis envolvimentos em vias bioquimicas ou funcdes
biolégicas é importante saber a quais categorias funcionais elas pertencem.
Relacéo abaixo:

- Chaperonas: proteinas de choque térmico, peptidil-prolil cis-trans isomerase;
-Citoesqueleto e Movimentacdo: proteinas associadas a microtubulos e
microfilamentos;

- Metabolismo de lipidios: proteinas envolvidas no metabolismo de lipidios;

- Metabolismo: proteinas envolvidas em oxi-reducéo, metabolismo de proteinas e
acucares;

- Proteinases: carboxi-peptidases, proteinas do complexo ubiquitinaproteossomo,
proteinases de forma geral;

- Proteinas de superficie: trans-sialidases, gp63;
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- Proteinas de membrana e Transportadores: proteinas de membrana plasmética
ou de organelas, transportadores de moléculas localizados na membrana
plasmética ou membrana de organelas;

- Replicacado, Reparo, Transcricdo e Processamento de RNA: proteinas envolvidas
com a replicacdo e reparo do DNA e KDNA, transcricdo de RNA, processamento
do transcrito primario, proteinas associadas a cromatina, edicdo de RNA, histonas,
proteinas ligadoras de RNA, proteinas nucleolares;

- Sinalizacdo: GTPases, proteina-cinases, proteina-fosfatases;

- Traducao e proteinas ribossdmicas: proteinas associadas a traducao, proteinas
ribossémicas;

- Proteinas hipotéticas: proteinas assim denominadas pela anotagéo realizada
pelo consorcio TIGR/SBRI/Karolinska (TSK), pois ndo apresentaram homélogas;

- Proteinas hipotéticas conservadas: proteinas assim denominadas pelo consorcio
TSK, pois foram encontradas homologas em outros organismos, principalmente

em T. brucei e L. major.
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5.4.1 Identificacdo de proteinas de L.(V.) braziliensis isolada de paciente portador de LCM e cepa de Leishmania

controle.

No estudo comparativo por abordagem prote6mica de L.(V.) braziliensis controle pelo software “Protein Lynx’

utilizando o banco de dados de L.(V.) braziliensis foram identificados 20 hits e 72 proteinas (Tabela 3).

Tabela 3 - Proteinas identificadas em L.(V.) braziliensis controle por analise realizada com o software “Protein Lynx”

utilizando o banco de dados de L.(V.) braziliensis, a partir de dados coletados por espectrometria de massa das

amostras de peptideos tripticos desse isolado.

. PLGS . Theoretical Coverage Amount Amount

Protein Entry mwW (Da) pl (pH) Score Peptides Peptides (%) (fmol)  (ngrams)
beta tubulin L. braziliensis 134065196 49711 4,5205 11649,47 25 30 53,2731 0 0
alpha tubulin L. braziliensis 322504442 49651 4,7051 5993,062 20 34 52,7716 0 0
putative 40S ribosomal protein S15
L. braziliensis 134061998 17447 10,5645 2086,292 2 9 30,9211 33,1405 0,5786
putative 60S Ribosomal protein L36
L. braziliensis 134061825 11955 11,8213 1586,634 5 9 37,1429 26,353  0,3153
putative heat shock protein hsp70
L. braziliensis 134063644 71231 5,2397 1572,809 30 48 52,2936 72,3587 5,1575
heat shock protein 83 1 L.
braziliensis 154343720 80611  4,8867 1023,747 15 67 28,9773 83,7245 6,7535
elongation factor 1 alpha L.
braziliensis 154335074 49040 9,2021 544,2447 14 38 40,5345 0 0
elongation factor 2 L. braziliensis 134065995 94187 5,707 328,199 19 70 33,2544 17,5193 11,6512
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putative small GTP binding protein

Rabl L. braziliensis 134063162 22267  5,3672 299,6804 6 18 35 27,7205 0,6177
40S ribosomal protein S14 L.

braziliensis 134063453 15655 10,5454 274,526 4 12 38,8889 0 0
putative heat shock protein DNAJ

L. braziliensis 134063332 43404  7,4663 105,6571 9 37 22,9798 19,9449  0,4319
ATPase alpha subunit L.

braziliensis 134059187 62576  9,9697 88,4054 8 40 12,1951 30,3553 1,9007

putative 60S ribosomal protein
L18a L. braziliensis 134064786 20739 10,5718 87,9436 1 14 6,7039  6,6389 0,1378

putative heat shock 70 related
protein 1 mitochondrial precursor L.
braziliensis 134064193 70484  5,8301 74,5545 9 59 16,4363 32,3849 2,2841

putative transitional endoplasmic
reticulum ATPase L. braziliensis 134066112 87230 5,0991 68,7429 19 71 29,6815 11,0576 0,9652

conserved hypothetical protein L.
braziliensis 134059720 114066 6,2842 66,391 15 69 22,719 2,018 0,2303

mW= massa molecular, Pl= ponto isoelétrico, PLGS score= “Protein Lynk Global Server” score, peptides= n° de peptideos identificados
conforme o ion precursor, theorical peptides= peptideos tedricos (in silico). Padrdo: ADH=25 fmol

No estudo comparativo por abordagem proteémica de L.(V.) braziliensis controle pelo software “Protein Lynx”

utilizando o banco de dados de Leishmania spp foram identificados 63 hits e 1109 proteinas (Tabela 4).
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Tabela 4 - Proteinas identificadas em L.(V.) braziliensis controle por analise realizada com o software “Protein Lynx”

utilizando o banco de dados de Leishmania spp, a partir de dados coletados por espectrometria de massa das

amostras de peptideos tripticos desse isolado.

. PLGS . Theoretical Coverage Amount Amount

Protein Entry mwW (Da) pl (pH) Score Peptides Peptides (%) (fmol)  (ngrams)
alpha tubulin L. infantum 321399185 54146  4,9116 1737559 28 37 42,449 363,0164 19,6688
beta tubulin L. major 68224035 49767  4,5205 13911,53 31 30 45,3725 0,2609 0,013
heat shock protein 83 1 L. 302494527 80521  4,8486 6447,327 25 71 346648 0 0
mexicana
ribosomal protein S15 L. major 157869287 17424 10,5645 4796,442 1 9 10,5263 0 0
ggﬁg{g:}?x'” peroxidase L. 145411494 22035 6,936 4767,966 17 17 67,3367 112,698 2,4849
putative heat shock protein Sp70 555193365 71106 51724 4281,186 33 49 37,0031 80,2069 5,7141

. mexicana

tryparedoxin peroxidase L. 61619791 22002  7,6318 3849,68 18 17 85,9296 56841 0,1251
amazonensis
putative transaldolase L. mexicana 322489994 36952 6,0996 3697,759 8 24 31,8182 99,0502 3,6626
:;yef("’i‘ézcr’]gx'” peroxidase L. 322489864 22196  6,3486 3449,727 12 17 53,2663 2,5879  0,0575
elongation factor 1 alpha L. 322490098 49175  9,2021 3149,605 24 38 38,7528 0 0
mexicana
putative 60S ribosomal protein L18 555189405 22003 12,041 2859635 6 11 28,2828 0 0
L. mexicana
tryparedoxin peroxidase L. infantum 134068535 22166 6,939 2827,727 9 17 37,6884 0 0
putative transaldolase L. major 68125607 36939 5,2632 2469,766 9 22 28,4848 8,0062  0,2959
histone H4 L. mexicana 322490580 11371 10,9878 2365,392 7 9 46 0 0
promastigote surface antigen PSA o6 ce5706  3g506 44927  2292,876 7 18 30,7278 56,5555 2,1803
38S L. amazonensis
ribosomal protein L36 L. infantum 146101024 11918 11,688 1861,522 3 8 18,0952 0 0
putative hexokinase L. mexicana 322491502 51637 8,6353 1218,386 9 36 21,6561 0 0
putative hexokinase L. mexicana 322491501 60872 9,0483 1218,386 10 38 22,1429 10,3397 0,6298
histone H2B L. major 68124602 12221 11,6616 1070,778 5 12 23,4234 0 0
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promastigote surface antigen PSA
31S L. amazonensis

glyceraldehyde 3 phosphate
dehydrogenase glycosomal L.
mexicana

putative polyubiquitin L. mexicana
elongation factor 2 L. major
putative histone H2A L. mexicana

ribosomal protein L10a L. major
unnamed protein product L.
donovani

surface antigen like protein L.
mexicana

putative cystathione gamma lyase
L. infantum

ribosomal protein 121 L. infantum
putative kinesin L. major

activated protein kinase ¢ receptor
LACK L. major

putative heat shock protein DNAJ
L. infantum

ribosomal protein S2 L. infantum
dehydrogenase L. amazonensis

hypothetical protein LINJ 10 1360
L. infantum

putative U3 small nucleolar

ribonucleoprotein protein MPP10 L.

major

putative 40S ribosomal protein S4
L. mexicana

dehydrogenase L. amazonensis
putative kinesin K39 L. infantum
unnamed protein product L.

264665722

322493686

322488997
68129663
322488607
157867831

322503495

322488005

134073502

146082526
68125681

68127629

134070836

146092851
37725959

134067865

321438647

322489552

155675712
321399203
322501950

32107

39098

14619
94072
13951
24513

86764

51826

44498

17979
246730

34377

43619

28740
29299

28208

75461

47264

29520
326163
32806

4,3843

9,4336

10,1104
5,6836
11,3877
9,9668

5,0156
4,2129

6,3208

10,9292
3,9316

6,0469

7,3931

9,8774
5,6338

6,3164

4,6904

10,2964

7,8252
4,2773
4,8735

763,2507

587,9641

467,5568
465,5716
456,7223
347,0898

267,8329
257,7871

200,4554

193,1934
184,9351

169,4424

166,7491

133,4681
126,3941

122,2755

114,7565

102,9487

101,5634
95,8278
91,3053

10

14

13

10

10

w o w o

7

3
22
2

15

30

10
70

17
70

21

21

15
166

25

36

25
17

22
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19
395
25

31,1688

25,4848

39,8438
22,0118
21,9697
10,2804

16,8367
18,1818

25,4279

20,7547
7,3106

26,2821

12,6263

13,9623
19,3431

31,3008

19,2024

13,2558

9,6085
8,0656
23,7113

0,5488

18,8039
0
0
0

16,0061

0
8,1884

0,7759

1,2293

11,1655

3,7134
6,5401
2,8034

0,0215

0,2751

0,2401
0,0219

0,0928

0,5281

0,1097
2,1344
0,092
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donovani
RNA helicase L. major

putative aconitase L. major
chaperonin HSP60 mitochondrial
precursor L. infantum

conserved hypothetical protein L.
mexicana

putative DNA directed RNA
polymerase Il subunit L. major
Leishmanolysin surface protease
L. major surface glycoprotein
putative glycosomal
phosphoenolpyruvate
carboxykinase L. major

putative heat shock protein L.
mexicana

conserved hypothetical protein L.
major

terbinafine resistance locus protein
yipl L. major

conserved hypothetical protein L.
mexicana

ligase like protein L. infantum
putative FtsJ cell division protein L.
major

putative casein kinase Il L.
mexicana

elongation factor 1 gamma L.
infantum

glycosomal membrane protein L.
infantum

putative ATP dependent DEAD H
RNA helicase L. mexicana

iron zinc transporter protein like
protein L. infantum

157873697

68125911

134074164

322488746

68124575

51317309

321438489

322490382

68130184

68126413

322493302
146084595
321438509

322495417

134067645

134073547

322488402

321398573

66820

97430

59320

60157

27004

63012

58156

91896

52653

21004

90875
62837
105115

42530

51542

24782

45901

45377

8,9839
6,2095
5,1475
7,9922
4,043

6,9229

8,0039

4,897

8,8447

5,0596

6,5845
6,5918
6,7266

9,0264
5,8418
8,666
6,5156

5,6206

86,106

75,3391

65,1671

63,0542

61,4386

60,7043

58,2528

53,1195

51,3944

50,9379

49,5706
48,2425
46,0642

44,4913
42,3149
42,1061
41,4747

40,9592

5

10

13

57

69

50

38

11

37

39

81

34

11

63
48
76

31

34

19

29

19

11,7264

12,6116

23,1317

23,7847

11,4068

20,7705

13,9048

24,6659

11,499

26,455

13,4293
14,9742
17,7489

10,5121
7,7263

12,4444
14,4578

11,5741

14,8068

10,6108

0

7,2151

0,9135

6,3641

7,0246

1,9322

0

2,0061
0
2,0102

222,3423
10,485
0
7,1855

0

0,99
1,0345
0
0,4343
0,0247

0,4013

0,6459

0,1018

0

0,1824
0
0,2114

9,4625
0,5408
0
0,33

0
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gggi?aen? protein product L. 322497504 67367 10,4209 40,2172 4 59 12,8368 42588  0,2871

icn‘;gf]i:‘éfd hypothetical protein L. 134066887 58941 5436 385981 3 40 158759 0 0
mW= massa molecular, Pl= ponto isoelétrico, PLGS score= “Protein Lynk Global Server” score, peptides= n° de peptideos identificados
conforme o ion precursor, theorical peptides= peptideos tedricos (in silico). Padrao: ADH=25 fmol

No estudo comparativo por abordagem protedmica de L.(V.) braziliensis isolada do paciente com LCM
utilizando o software “Protein Lynx” com o banco de dados de L.(V.) braziliensis foram identificados 8 hits e 16

proteinas (Tabela 5).
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Tabela 5 - Proteinas identificadas em L.(V.) braziliensis isoladas do paciente com LCM por andlise realizada com o

software “Protein Lynx” utilizando o banco de dados de L.(V.) braziliensis, a partir de dados coletados por

espectrometria de massa das amostras de peptideos tripticos desse isolado.

. PLGS . Theoretical Coverage Amount Amount

Protein Entry mwW (Da) pl (pH) Score Peptides Peptides (%) (fmol)  (ngrams)
putative heat shock protein hsp70
L. braziliensis 134063644 71231 5,2397 1478,351 10 48 12,2324 18,2777 1,309
conserved hypothetical protein L.
braziliensis 134066551 26888 6,3428 481,0433 5 12 42,0168 0,5483  0,0149
hypothetical protein L. braziliensis 154342965 20970 5,7876 402,2559 2 18 21,5054 11,3148 0,028
conserved hypothetical protein L.
braziliensis 134060347 35548 5,4668 341,4988 4 26 17,3633 0 0
polyubiquitin L. braziliensis 154339611 119546  7,5469 227,3925 28 97 23,5955 13,1361 1,5728
putative calpain like cysteine
peptidase L. braziliensis 322505165 560611 14,9146 69,9393 61 387 12,4095 4,6073 2,599

mW= massa molecular, Pl= ponto isoelétrico, PLGS score= “Protein Lynk Global Server” score, peptides= n° de peptideos identificados
conforme o ion precursor, theorical peptides= peptideos tedricos (in silico). Padrdo: ADH=25 fmol

O estudo comparativo por abordagem protedmica de L.(V.) braziliensis isolada do paciente com LCM

utilizando o software “Protein Lynx” com o banco de dados de Leishmania spp foram identificados 8 hits e 48

proteinas (Tabela 6).
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Tabela 6 - Proteinas identificadas em L.(V.) braziliensis isoladas do paciente com LCM por andlise realizada com o

software “Protein Lynx” utilizando o banco de dados de Leishmania spp, a partir de dados coletados por

espectrometria de massa das amostras de peptideos tripticos desse isolado.

. PLGS . Theoretical Coverage Amount Amount

Protein Entry mwW (Da) pl (pH) Score Peptides Peptides (%) (fmol)  (ngrams)
malate dehydrogenase L. major 68129178 33336 8,3804 982,5131 3 23 11,9874 0 0
shock protein 70 L. amazonensis 293061 20065  4,7813 971,1961 2 15 16,2162 0 0
shock protein 70 L. major 159356 56500 6,4658 874,0948 6 38 12,7907 0 0
putative viscerotropic leishmaniasis
antigen L. major 68223711 135900 4,7578 528,3375 34 106 20,5004 111,9907 15,2992
putative microtubule associated
protein L. major 68223726 206710 4,3403 291,1445 39 254 27,7625 1,1243  0,2327
putative polyubiquitin L. major 68130008 93930 7,6055 173,5952 11 76 11,828 13,1361 11,2354

mW= massa molecular, PI= ponto isoelétrico, PLGS score= “Protein Lynk Global Server’ score, peptides= n° de peptideos identificados
conforme o ion precursor, theorical peptides= peptideos tedricos (in silico). Padrdo: ADH=25 fmol
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5.7.2 Identificacdo de proteinas em L.(L.) amazonensis isolada de paciente portador de LCD e cepa de Leishmania

controle.

Para a abordagem protedmica de L.(L.) amazonensis controle utilizando o software “Protein Lynx” com o

banco de dados de L.(L.) amazonensis foram identificados 24 hits e 41 proteinas (Tabela 7).

Tabela 7 - Proteinas identificadas em L.(L.) amazonensis controle por andlise realizada com o software “Protein
Lynx” utilizando o banco de dados de L.(L.) amazonensis, a partir de dados coletados por espectrometria de massa

das amostras de peptideos tripticos desse isolado.

. PLGS . Theoretical Coverage Amount Amount

Protein Entry mwW (Da) pl (pH) Score Peptides Peptides (%) (fmol)  (ngrams)
cytosolic tryparedoxin peroxidase  g1019791 22002 7,6318 238594 35 17 91,0508 144,4391 3,18
L.amazonensis
soluble promastigote surface o penoos 3gs05 44027 2097793 29 18 781671 98,9188 3,8135
antigen PSA 38S L. amazonensis
soluble promastigote surface o pena0s 35107 43843 1208112 23 15 782468 15149  0,0487
antigen PSA 31S L. amazonensis
soluble promastigote surface o peno1g 34817 45322 1108811 27 18 80,0604 10,6206 0,37
antigen PSA 34S L. amazonensis
soluble promastigote surface 0 penoay 35900 42612 1037422 23 14 61,9048 0 0
antigen PSA 32S L. amazonensis
malate dehydrogenase 155675712 29520  7.8252 8434677 33 19 87,0004 22,8797 0,6758
L.amazonensis
heat shock protein 70 L. 293057 71153 52998 717,3788 80 49 92,3313 14,3946 1,0249

amazonensis
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Heat shock 70 kDa protein

heat shock protein 70 L.
amazonensis

ADP ATP carrier L. amazonensis

Heat shock protein 83 Short HSP
83

Histone H3 L. amazonensis
elongation factor 1 L. amazonensis
52 kDa PDI L. amazonensis

actin L. amazonensis

heat shock protein 70 L.
amazonensis

surface protein amastin L.
amazonensis

LACK L. amazonensis

RNA polymerase Il large subunit L.
amazonensis

729766

293059

28207692
123665

7544110
1162937
116293933
242276402

293061

2660758

21355057

2581912

71153

71096

35135
80533

14510
10053
52177
42064

20065

19722

34380

48321

5,2998
5,2998

9,9932
4,8018

11,4419
8,6118
4,9556
5,3833

4,7813

17,7783
6,0469

5,1006

714,0771
713,4019

541,7119
469,2401

351,2299
322,6428
318,3977
273,8188

221,4039

210,5004
182,1035

123,6369

80

80

37
97

17
14
65
49

21

17

33

54

49

49

24
70

13
8
39
31

15

12

25

36

92,3313
87,1166

79,4953
81,5977

83,7209
77,7778
98,3087
89,0957

96,2162

79,235
84,2949

68,0095

14,3946
7,1911

27,0682
22,9677

15,202
11,6844
15,6523
16,7776

14,6925

3,9383
0

2,6475

1,0249
0,5116

0,9517
1,8508

0,2207
0,1175
0,8172
0,7062

0,295

0,0777
0

0,128

mW= massa molecular, Pl= ponto isoelétrico, PLGS score= “Protein Lynk Global Server” score, peptides= n° de peptideos identificados

conforme o ion precursor, theorical peptides= peptideos tedricos (in silico). Padrdo: ADH=25 fmol

A abordagem prote6mica de L.(L.) amazonensis isolada do paciente com LCD utilizando o software “Protein

Lynx” com o banco de dados de Leishmania spp foram identificadas 24 hits e 41 proteinas (Tabela 8).

67



Tabela 8 - Proteinas identificadas em L.(L.) amazonensis isoladas do paciente com LCD por andlise realizada com

o software “Protein Lynx” utilizando o banco de dados de Leishmania amazonensis, a partir de dados coletados por

espectrometria de massa das amostras de peptideos tripticos desse isolado.

. PLGS . Theoretical Coverage Amount Amount
Protein Entry mwW (Da) pl (pH) Score Peptides Peptides (%) (fmol)  (ngrams)
alpha tubulin L. major 68125071 49727 47051 1448576 21 34 39,6896 0 0
beta tubulin L. major 68124450 49674 45439 1243358 34 30 53,0474 0 0
ggﬁg\rg:‘?xm peroxidase L. 145411494 22035 6,936 4290906 14 17 41206 1292389 2,8497
tryparedoxin peroxidase L. 322489864 22196  6,3486 4148,123 13 17 40,201 3,071  0,0682
mexicana
Eéprﬁ;ez‘l?:gﬂsﬁ’semx'dase 61619791 22002  7.6318 4144725 12 17 30,6533 0 0
gg%mfsggcgfoiirgifse antigen PSA 61665726 38526  4.4927 316277 7 18 25876 63,6274 2453
histone H4 L. mexicana 322490580 11371 10,9878 2948,785 8 9 60 0 0
putative hexokinase L. mexicana 322491501 60872 9,0483 1974,495 12 38 24,2857 0 0
grl%mfsgr?gzeoﬂg;ifse antigen PSA - e 1665722 32107 4,3843 1755811 6 15 25 3247 0 0
heat shock protein 83 1 L. 322494527 80521 48486 1363734 18 71 21.6833 0 0
mexicana
putative heat shock protein hsp70 5, ga35e 71196 51724 1142426 16 49 26,9113 0 0
L.mexicana
i“rfac? antigen like protein 322488006 74084 50435 1046,198 22 36 30,6065 34,5396 2,5606
.mexicana
putative transaldolase L. mexicana 322489994 36952 6,0996 956,5945 13 24 38,7879 29,7214 1,099
putative ATPase alpha subunit 322488162 72797 10,0693 9116846 12 49 18.6846 38,6017 28119

L.mexicana
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surface antigen like protein
L.mexicana

elongation factor 1 alpha L.
mexicana

putative heat shock 70 related
protein 1 mitochondrial precursor
L.mexicana

carrier L. amazonensis

putative histone H2A L. mexicana

putative 60S ribosomal protein L18
L.mexicana

histone H3 L. mexicana

putative vacuolar type proton
translocating pyrophosphatase 1
L.mexicana

mitochondrial processing peptidase
beta subunit putative metallo
peptidase Clan ME Family M16 Le

putative kinesin L. major

glycosomal membrane protein
L.major

nucleoside diphosphate kinase b
L.mexicana

glyceraldehyde 3 phosphate
dehydrogenase glycosomal L.
mexicana

conserved hypothetical protein
L.mexicana

dehydrogenase L. amazonensis

322488005

322490098

322493637

28207692
322488607

322489486

322489151

322493886

322495384

68125681

323363992

322494390

322493686

322491651

155675712

51826

49175

72476

35135
13951

22093

14677

83668

54607

246730

24882

16663

39098

46544

29520

4,2129

9,2021

5,5562

9,9932
11,3877

12,041

11,5913

5,1943

6,6035

3,9316

8,6631

7,1689

9,4336

6,46

7,8252

775,9498

598,3698

588,4841

516,9207
454,1088

403,4396

376,7379

355,4032

307,8063

306,5053

304,064

302,6834

281,1494

266,42

266,0972

10

16

14

13

14

11

21

38

61

24

11

13

40

42

166

19

12

30

33

19

36,3636

37,1938

34,6847

25,552
13,6364

14,6465

15,3846

12,9676

34,898

8,0638

39,5556

26,4901

36,8421

6,8354

14,9466

0,4766

18,15

21,3802

23,5628

5,4835

50,6554

25,1799

11,4665

10,665

0,0247

1,3163

1,79

1,2875

1,3538

1,2613

0,9851

0,534

0,315
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reticulon domain protein 22 kDa
potentially aggravating protein
paple22 L. mexicana
peroxidoxin L. mexicana

aldehyde dehydrogenase
mitochondrial precursor L.
mexicana

conserved hypothetical protein
L.major

conserved hypothetical protein
L.mexicana

putative RNA binding protein
L.mexicana

putative small GTP binding protein
Rab7 L. infantum

tryparedoxin L. donovani

fructose 1 6 bisphosphate aldolase
L.mexicana

conserved hypothetical protein
L.mexicana

ribosomal protein L3 like protein
L.major

hypothetical protein unknown
function L. mexicana

L. donovani

unnamed protein product
L.donovani

protein 78 L. donovani

unnamed protein product
L.donovani

putative P type H ATPase L.
mexicana

322493644

322491865

322492408

68127993

322487862

322492346

134067857

157781821

322490707

322491077

321438575

322495146

154101355

322499019

16797868

322504005

322490397

22187

25356

54224

23276

31943

25462

24885

16566

40807

51779

53906

21189

24126

53328

68864

40745

107444

9,1479

7,1675

7,4604

5,0728

8,5737

8,7935

5,3188
5,0259

8,9692

6,7236

9,3984

11,5327
5,1108
7,3403
4,9966

5,9019

5,3408

177,7506

158,758

158,4437

151,0852

148,1533

143,5639

141,9573
125,4102

122,8846

106,2336

92,3641

85,4384
60,9492
57,1718
55,4297

51,8895

51,2461

19

21

43

13

25

13

17

11

30

33

36

13

19

31

57

28

62

21,8274

18,1416

22,6453

8,0189

11,6838

25,4167

14,8649
14,4828

24,5283

16,3136

11,9914

30,5699
17,0404
42,9735
30,0955

14,7757

10,5749

12,8397

31,0827

20,8403

16,4641

9,0042

0
19,7584

5,4637

1,0505

3,7035

6,755
1,2586
0,4871
5,2482

12,814

10,2696

0,2851

0,7887

1,1308

0,5263

0,2294

0
0,3275

0,2231

0,0544

0,1998

0,1432
0,0304
0,026
0,3616

0,5224

1,1041
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conserved hypothetical protein

L infantum 134067963 47928 6,3838 50,322 5 32 27,7027 0 0

putative calpain like cysteine

peptidase L. mexicana 322492866 268886  4,9893 49,1411 24 187 13,121 33,5836 9,036

dehydrogenase e3 component
lipoamidedehydrogenase like 157873484 66760 7,7402 49,0172 3 42 9,4855 0 0
protein L. major

conserved hypothetical protein

L.major 321438463 11430  8,7349 45,4043 2 8 34,2593 0,6122 0,007

hypothetical protein LMXM 23 1640

. 322491927 344504  4,6816 8,7452 19 172 9,9034 0,8717 0,3005
L.mexicana

mW= massa molecular, Pl= ponto isoelétrico, PLGS score= “Protein Lynk Global Server” score, peptides= n° de peptideos identificados
conforme o ion precursor, theorical peptides= peptideos teoricos (in silico). Padrao: ADH=25 fmol

A analise protedmica de L.(L.) amazonensis isolada do paciente com LCD utilizando o software “Protein Lynx”

com o banco de dados de L.(L.) amazonensis foram identificadas 19 hits e 33 proteinas (Tabela 9).
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Tabela 9 - Proteinas identificadas de L. (L.) amazonensis isoladas do paciente com LCD por andlise realizada com

o software “Protein Lynx” utilizando o banco de dados de Leishmania (L.) amazonensis, a partir de dados coletados

por espectrometria de massa das amostras de peptideos tripticos desse isolado.

. PLGS . Theoretical Coverage Amount Amount

Protein Entry mwW (Da) pl (pH) Score Peptides Peptides (%) (fmol)  (ngrams)
soluble promastigote surface
antigen PSA 38S L. amazonensis 264665726 38526 4,4927 2772,989 22 18 50,1348 127,6558 4,9214
cytosolic tryparedoxin peroxidase
L amazonensis 61619791 22002 7,6318 1947,363 25 17 89,4472 83,6944 1,8427
soluble promastigote surface
antigen PSA 31S L. amazonensis 264665722 32107 4,3843 1846,5 18 15 44,8052 0,4744 0,0152
soluble promastigote surface
antigen PSA 34S L. amazonensis 264665718 34817 45322 1582,016 30 18 71,9033 7,1426 0,2489
soluble promastigote surface
antigen PSA 325 L. amazonensis 264665730 32900 4,2612 1566,904 21 14 56,1905 0 0
heat shock protein 70 L.
amazonensis 293057 71153 5,2998 1401,901 88 49 89,4172 0 0
Histone H3 L. amazonensis 7544111 14667 11,5913 946,9781 15 13 76,9231 14,7022 0,2158
malate dehydrogenase 155675712 29520  7,8252 9431307 31 19 91,1032 40,8935 1,208
L.amazonensis
Srzf:a's‘g'sr‘mano'ys'” surface 51317309 63012 69229 8422138 66 37 71,1893 101,5805 6,4049
E§E8833Heat shock protein 83 Short 15565 gos33  4,8018 437,7666 95 70 86,3053 0 0
ADP ATP carrier L. amazonensis 28207692 35135 9,9932 283,4638 38 24 75,7098 11,9181 0,419
actin L. amazonensis 242276402 42064 5,3833 212,0689 40 31 88,2979 8,5714 0,3608
mitochondrial tryparedoxin 61619796 25327 7,166 202,0365 29 20 92,9203 9,3227  0,2363

peroxidase L. amazonensis
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myo inositol 1 phosphate synthase

L amazonensis 1928870 58469 7,2524 175,0489 64 39 90,8918 10,5011 0,6144

putative U5 small nuclear
ribonucleoprotein like protein 40804908 26838  4,4092 169,2265 29 16 77,2 2,3679  0,0636
L.amazonensis

RNA polymerase Il large subunit

L amazonensis 2581912 48321  5,1006 155,02 52 36 87,2038 5,0656  0,2449

mW= massa molecular, Pl= ponto isoelétrico, PLGS score= “Protein Lynk Global Server” score, peptides= n° de peptideos identificados
conforme o ion precursor, theorical peptides= peptideos tedricos (in silico). Padrao: ADH=25 fmol

A analise protedmica de L.(L.) amazonensis isolada do paciente com LCD utilizando o software “Protein Lynx”

com o banco de dados de Leishmania spp foram identificadas 58 hits e 1030 proteinas (Tabela 10).
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Tabela 10 - Proteinas identificadas em L.(L.) amazonensis isoladas do paciente com LCD por andlise realizada com

o software “Protein Lynx” utilizando o banco de dados de Leishmania spp, a partir de dados coletados por

espectrometria de massa das amostras de peptideos tripticos desse isolado.

. PLGS . Theoretical Coverage Amount Amount

Protein Entry mwW (Da) pl (pH) Score Peptides Peptides (%) (fmol)  (ngrams)
alpha tubulin L. infantum 321399185 54146 49116 14493,83 25 37 40,4082 163,5607 8,862
beta tubulin L. major 68224035 49767 45205 8629,47 30 30 51,2415 1,8567 0,0925
ggﬁg\rg:‘?x'” peroxidase L. 145411494 22035 6,936 4578,023 18 17 55,2764 93,5961  2,0638
promastigote surface antigen PSA
38S L. amazonensis 264665726 38526 4,4927 4470,4 12 18 28,5714 64,4019 2,4828
histone H4 L. mexicana 322490580 11371 10,9878 4381,117 9 9 54 0 0
tryparedoxin peroxidase 61619791 22002  7,6318 4352137 17 17 45,2261 0 0
L.amazonensis
putative heat shock protein hsp70 355493365 71196 51724 3601,027 28 49 38,3792 11,0272 0,7856
L.mexicana
promastigote surface antigen PSA - ,e 1565795 32107 43843 2975375 8 15 23,3766 0 0
31S L. amazonensis
nucleoside diphosphate kinase b 355494390 16663 7,1689 2452312 11 12 64,9007 0 0
L.mexicana
glyceraldehyde 3 phosphate
dehydrogenase glycosomal 322493686 39098 9,4336 1847,055 19 30 42,9363 51,4994 2,0148
L.mexicana
H2b L. infantum 146092853 20016 11,2339 1457,168 5 18 28,7293 0,2721 0,0054
dehydrogenase L. amazonensis 155675712 29520 7,8252 1380,363 9 19 47,331 28,3086 0,8362
hypothetical protein unknown
function L. infantum 321398990 31430 48164 1261,936 12 19 19,5804 0 0
enolase L. mexicana 322489720 46116 5,3452 1236,624 12 30 42,1911 24,013 1,1081
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Leishmanolysin surface protease L.

Major surface glycoprotein

heat shock protein 83 1 L.
mexicana

elongation factor 1 alpha L. major
putative histone H2A L. infantum
tryparedoxin L. donovani

beta subunit L. major

alpha subunit L. infantum

putative citrate synthase L.
mexicana

putative citrate synthase L.
mexicana

peroxidoxin L. mexicana

putative glycosomal
phosphoenolpyruvate
carboxykinase L. major

protein homologue L. major
triosephosphate isomerase L.
major

putative microtubule associated
protein L. infantum

ribosomal protein L22 L. infantum

metallo peptidase Clan MF Family
M17 L. mexicana

putative vacuolar type proton
translocating pyrophosphatase 1
L.mexicana

carrier protein 1 mitochondrial
precursor L. infantum

putative 60S ribosomal protein L18
L.mexicana

51317309

322494527

68125711
321399402
157781821
157870644
146076833

322490317

322490318

322491865

321438489

349484
68126666

134067083
146103953

322489262

322493886

146084362

322489486

63012

80521

49085
13896
16566
56313
62509

52227

50161

25356

58156

22210
27178

165056

14993

56895

83668

35130

22093

6,9229

4,8486

9,2021
11,2427
5,0259
4,9688
9,9536

7,4019

6,2637

7,1675

8,0039

5,395
8,5605

4,4414
10,3975

6,3325

5,1943

9,9521

12,041

1062,376

989,9487

902,7849
831,1976
656,2128
616,2858
612,2791

597,0692

596,8789

459,7292

393,7362

374,0181
308,7146

285,4034
283,211

251,5022

245,2645

222,8163

140,5824

17

12

12
12

15

14

10

10

37

71
38

11

32
40

33

34

21

39

18
23

202

31

40

24

11

27,8057

16,9757

19,3764
19,697
55,8621
29,9048
21,777

27,8723

27,7533

14,1593

18,0952

16,5
11,1554

4,161
37,2093

18,3178

14,4638

15,4574

15,1515

111,0942

0

0

0
42,3251

0

0

13,2401

19,001

7,0017

0,3226
0

13,4261

11,8591

7,0048

0,1556

0,0533

0,7644

0,9929
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putative dihydrolipoamide
dehydrogenase L. major

unnamed protein product
L.donovani

paraflagellar rod protein 2C
L.infantum

putative electron transfer
flavoprotein L. mexicana

conserved hypothetical protein
L.major

unnamed protein product
L.mexicana

conserved hypothetical protein
L.mexicana

putative iron superoxide dismutase
L. major

unnamed protein product
L.donovani

conserved hypothetical protein
L.infantum

factor like protein L. infantum

conserved hypothetical protein
L.mexicana

metallo peptidase Clan MA E
Family M1 L. mexicana

elongation factor 2 L. mexicana
putative protein kinase L. mexicana

glycosomal membrane protein
L.infantum

hypothetical protein unknown
function L. infantum

68128729

322501046

134068723

322492305

68124189

322488004

322490817

68128574

322496140

134074233

146093946

322493328

322488557

322490597
322493452

134073547

134072280

50545

47432

68859

28253

16072

63153

52558

22965

30094

100497

20010

77433

96410

93996
98514

24782

172785

6,4219

5,25

5,2368

9,085

6,9624

5,937

5,6411

7,7886

8,7261

5,4902
5,5239

9,2095

5,4199

5,6836
9,4995

8,666

5,0596

133,8353

122,1423

91,5773

90,3947

78,8302

77,7268

74,176

74,0626

69,912

59,932
48,778

45,0099

43,2079

43,1318
35,5922

34,6132

33,431

34

25

46

19

11

22

27

16

16

58

16

49

56

70
72

19

177

19,5378

12,4169

28,3806

17,8295

32,4324

15,0082

18,6722

15,3846

26,3538

6,8743
34,0782

9,0659

5,7604

13,6095
12,082

24

17,1815

7,0093

6,8676

8,0788

15,2874

9,0293

0,4464

4,6634

18,5249

0
0

0,466

0,8758

13,6126
2,3625

0

1,6518

0,3545

0,326

0,2284

0,2459

0,5706

0,0235

0,1072

0,5578

0,0361

0,0845

1,2804
0,2329

0,2856
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conserved hypothetical protein

L.major 68130139
protein L. major 157869357
co_nserved hypothetical protein 134073295
L.infantum

putativ_e proteasome beta 5 subunit 322490747
L. mexicana

conserved hypothetical protein 323363862

L.major

102389

73651

35654

33592

193019

10,0181
6,3955

4,9922

6,0791

6,2065

32,1593
29,0006

28,4229

26,2247

24,812

12

4

82

57

28

26

110

12,6214
7,5188

20,5438

6,9536

6,6927

2,3396

7,286

4,7521

1,4646

0,2397

0,537

0,1597

0,2829

mW= massa molecular, Pl= ponto isoelétrico, PLGS score= “Protein Lynk Global Server” score, peptides= n° de peptideos identificados

conforme o ion precursor, theorical peptides= peptideos teoricos (in silico). Padrao: ADH=25 fmol
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5.4.3 Selecdo de proteinas identificadas nos isolados do paciente infectado com L. (L.) amazonensis portador de
LCD e do isolado de lesdes de paciente infectado com L. (V.) braziliensis portador de LCM e seus respectivos

controles por categorias funcionais para analise quantitativa.

Para a analise quantitativa das proteinas identificadas pelo software “ProteinLynx” foi utilizado o padrdo alcool
desidrogenase (ADH). Os valores em negrito indicam maior quantidade de proteina no isolado quando comparado
com a proteina identificada no controle. No isolado de L. (V.) braziliensis as proteinas putative heat shock 70 related
protein 1 mitochondrial precursor L. braziliensis e ATPase alpha subunit L. braziliensis foram identificadas em maior
guantidade (Tabela 11). Para o isolado de L. (L.) amazonensis a proteina malate dehydrogenase Leishmania

amazonensis foi identificada em maior quantidade (Tabela 12).
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Tabela 11 - Proteinas identificadas de L.(V.) braziliensis controle selecionadas para andlise quantitativa.

Proteinas em L. braziliensis (controle) em L. braziliensis (isolado)
beta tubulin L. braziliensis 0 -
heat shock protein 83 1 L. braziliensis 83,7245 -
elongation factor 2 L. braziliensis 17,5193 -
putative heat shock 70 related protein 1
mitochondrial precursor L. braziliensis 32,3849 65,3343
ATPase alpha subunit L. braziliensis 30,3553 166,2715
beta tubulin L. major 0,2609 -
heat shock protein 83 1 L. mexicana 0 -
tryparedoxin peroxidase L. donovani 112,698 -
tryparedoxin peroxidase L. amazonensis 5,6841 -
tryparedoxin peroxidase L. mexicana 2,5879 -
tryparedoxin peroxidase L. infantum 0 -
putative transaldolase L. major 8,0062 -
elongation factor 2 L. major 0 -
activated protein kinase c receptor LACK L. major 0 -
chaperonin HSP60 mitochondrial precursor L. infantum 0 -
terbinafine resistance locus protein yipl L. major 0 R

Padrao: alcohol dehydrogenase (ADH)= 25fmol.



Tabela 12 - Proteinas L. (L.) amazonensis controle selecionadas para analise quantitativa.

Proteinas

em L. amazonensis (controle)

em L. amazonensis (isolado)

cytosolic tryparedoxin peroxidase L. amazonensis
malate dehydrogenase L. amazonensis

heat shock protein 70 L. amazonensis

HSP70 Heat shock 70 kDa protein

heat shock protein 70 L. amazonensis

HSP83 Heat shock protein 83 Short HSP 83
elongation factor 1 L. amazonensis

heat shock protein 70 L.amazonensis

LACK L. amazonensis

tryparedoxin peroxidase L. donovani

tryparedoxin peroxidase L. mexicana
tryparedoxin peroxidase L. amazonensis

heat shock protein 83 1 L. mexicana

putative heat shock protein hsp70 L. mexicana
putative ATPase alpha subunit L. mexicana

elongation factor 1 alpha L. mexicana

putative heat shock 70 related protein 1 mitochondrial
precursor L. mexicana

putative small GTP binding protein Rab7 L. infantum
tryparedoxin L. donovani

beta tubulin L. major

tryparedoxin peroxidase L. donovani

tryparedoxin peroxidase L. amazonensis

putative heat shock protein hsp70 L. mexicana

144,4391
22,8797
14,3946
14,3946

7,1911

22,9677

11,6844

14,6925
0

129,2389

3,071
0

0

0
38,6017
0
18,15

0
19,7584

40,8935

1,8567
93,5961
0
11,0272
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heat shock protein 83 1 L. mexicana
elongation factor 1 alpha L. major
tryparedoxin L. donovani

beta subunit L. major

elongation factor 2 L. mexicana

0

0
42,3251

0
13,6126

Padréo: alcohol dehydrogenase (ADH)= 25fmol.
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6. DISCUSSAO

Com o aumento nos ultimos anos de casos refratarios ao tratamento da
leishmaniose, amplia-se o estudo da resisténcia in vitro voltado ndo somente a
isolados de Leishmania, como também aos isolados originados das lesGes de
pacientes refratarios a terapéutica. A grande maioria desses estudos foi realizada
com L.(L.) donovani, parasito responsavel pela leishmaniose visceral. (Torres
2009)

Vale ressaltar que falha terapéutica e resisténcia as drogas sao dois
fendbmenos distintos e merecem uma analise cuidadosa. O primeiro esta
relacionado a uma resposta da interacdo parasito-hospedeiro-droga e o segundo a
selecdo de parasitos resistentes quando em contato com a droga. Ambos 0s
fenémenos ja foram encontrados na india e no Ird (Grogl et al. 1989; Grogl et al.
1992; Lira et al. 1999; Hadighi et al. 2006; Torres 2009).

A falha terapéutica € um evento complexo, ja que existem varios fatores
envolvidos nesse processo como: caracteristicas do hospedeiro, a genética e a
resposta imunoldgica; fatores farmacoldgicos, a qualidade da droga, o seu lote e a
empresa que a produz; a duracdo do tratamento e a biologia do parasito, assim
como a falta de sensibilidade intrinseca de uma determinada espécie ou cepa, € 0
fendtipo de resisténcia a droga (Grogl et al. 1989; Torres 2009).

Diferentes espécies de Leishmania sdo conhecidas por apresentar
variabilidade intrinseca em relacdo a suscetibilidade ao antiménio. No Brasil foi
constatada diferenca na resposta terapéutica ao antiménio na LTA, dependendo
do agente etioldgico. Nos pacientes infectados com L.(V.) braziliensis houve uma
taxa de cura de 50,8%, enquanto que nos infectados por L.(V.) guyanensis foi de
26,3%. Quanto a origem geografica, também acredita-se que existam diferencas
na resposta ao antimdnio: pacientes portadores de L.(V.) braziliensis no Peru
apresentaram uma taxa de cura de 69,6% (Allen & Neal 1989; Romero et al.
2001a; Arevalo et al. 2007).
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O fendtipo de resisténcia as drogas em Leishmania pode ocorrer
espontaneamente na natureza, sendo determinado geneticamente, e pode
também ser induzido in vitro pela exposicdo do parasito a doses crescentes de
uma droga. (Torres, 2009).

6.1 Relatos de casos

No presente trabalho, tentou-se relacionar o quadro clinico e a resposta
terapéutica de dois pacientes com LCD e LCM que nao responderam ao
tratamento com as drogas convencionais para leishmaniose, com o
comportamento das cepas isoladas de suas lesbes comparando-as com cepas

padrao das espécies de Leishmania.

6.1.1 Paciente portador de LCD

O paciente portador de LCD fez tratamento com as drogas gabromicina,
pentamidina e antimoniato de meglumina. O referido paciente respondeu aos
tratamentos com cura clinica, mas depois de um ano as les@es recidivaram. Sabe-
se que a LCD se caracteriza pelo dificil tratamento e recaidas constantes pela falta
de resposta imunolégica do hospedeiro a L.(L.) amazonensis, portanto,
fundamentado no que ja se conhece desta doenca acredita-se que a ndo resposta
ao tratamento foi causada por falha terapéutica e ndo resisténcia as drogas
(Barral & Barral-Neto 2009).
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6.1.2 Paciente portador de LCM

Em fungéo das frequientes recidivas, esse paciente foi submetido a varios
esquemas terapéuticos durante o periodo de 23 anos. O mesmo ndo aparentava
ter comprometimento imunoldégico, ja que tinha IDRM positiva e testes soroldgicos
para doencas imunossupressoras negativos. Entretanto, apresentou alteracédo na
determinacao de peroxido de hidrogénio (H,O,) com baixa producdo. A producao
de H,0, estd envolvida no mecanismo de destruicdo da Leishmania pelo
monaocito/macrofago depois da fagocitose. Esta alteracdo sugere que o paciente
nao produziu adequadamente substancias leishmanicidas (Saldanha 2009)

O referido paciente ndo apresentou resposta ao tratamento com o
antimoniato de meglumina, droga de primeira linha para tratamento da
leishmaniose ha mais de 50 anos. E sabido que esta droga pode falhar em 40%
dos casos de LM (Koff & Rosen 1994).

O paciente também nao respondeu a anfotericina B, droga de segunda
escolha que também apresenta relato de falhas, assim como as demais drogas a
gue foi submetido(Sampaio & Marsden 1997).

Quando utilizou miltefosina, droga esta considerada eficaz e segura para o
tratamento da LM, teve cura clinica com recidiva apos 2 anos e meio (Soto &
Toledo 2007; Saboia 2011).

Em uma andlise clinica final, também parece aqui tratar-se de um paciente
com forma mucosa grave refrataria ao tratamento em que houve falha terapéutica

e nao resisténcia a droga.
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6.2 Ensaios in vitro com as culturas dos isolados das lesdes dos pacientes com
LCD e LCM

O método colorimétrico MTT foi escolhido para a avaliacdo da atividade
leishmanicida das drogas convencionais sobre L.(L.) amazonensis isolada do
paciente com LCD e controle. A escolha foi baseada em dados que confirmam a
utilizacdo desta metodologia como a mais adequada para a avaliacao da atividade
antiparasitaria de drogas, em substituicdo a contagem manual.

Para determinar o nimero de parasitos viaveis, os metodos colorimétricos
como a técnica do MTT, apresentam-se praticos, sensiveis e de baixo custo, e sao
amplamente utilizados para avaliacéo de citotoxicidade para formas promastigotas
ou amastigotas (Sereno & Lemesre 1997b; Sereno et al. 1998; Dutta et al. 2005).

Neste estudo, a acdo das drogas para avaliar a resisténcia de Leishmania
foi realizada em teste in vitro em formas promastigotas e amastigotas axénicas.

Apesar dos comentéarios na literatura de que formas promastigotas de
Leishmania sdo menos sensiveis ao antimonio pentavalente do que as formas
amastigotas sdo comuns trabalhos que comparam a sensibilidade de isolados de
Leishmania a esse farmaco utilizando essas formas do parasito (Zauli-
Nascimento 2009).

E importante lembrar que ensaios com formas promastigotas apresentam
algumas limitacGes como: a necessidade da droga (pré-droga) ser metabolizada
pela célula do hospedeiro antes de atuar no parasito; drogas que precisam ser
concentradas pelo macréfago podem demonstrar apenas uma pequena atividade
nas formas promastigotas e a precisdo do MTT pode néo ser efetiva, uma vez que
alguns grupos quimicos podem interagir com a formacédo do formazan (Mosmann
1983; Denizot & Lang 1986; Sereno & Lemesre 1997; Silva 2008).

Para agentes leishmanicidas, as formas promastigotas sao utilizadas
comumente devido ao seu baixo custo de cultivo e manutencdo. Sao realizados
testes in vitro em diferentes concentragdes, de diferentes drogas, onde a taxa de

inibicdo do parasito é determinada apos 48 e 72h de incubacdo (Fumarola,
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Spinelli, Brandonisio 2004). Neste estudo deu-se preferéncia ao periodo de
incubacé&o de 48h.

Zauli-Nascimento (2009) observou que concentragdes de 32,4 mg/mL de
antimonio pentavalente, droga de primeira escolha para o tratamento da LTA, n&o
foram suficientes para inibir o crescimento de formas promastigotas em 24h. J&
Azeredo-Coutinho et al. (2007), apresentaram resultados de acdo com valores
entre 0,8 e 9,5 mg/mL de antimbnio pentavalente em formas promastigotas de
L.(V.) braziliensis, apés um periodo de 72h de incubacdo com a droga. E para
outras espécies, como a L (L.) amazonensis, os valores variaram entre 10 e 60
mg/mL.

Este trabalho utilizou a diluicdo seriada de drogas partindo da concentragcao
de 3000 pg/mL para formas promastigotas, com periodo de incubacéo de 48
horas. Porém, Zauli-Nascimento (2009), obteve melhor resultado quando
aumentou o periodo de incubacdo da droga para 72h, assim como descrito por
Azeredo-Coutinho et al. (2007), o que sugere que poderiamos obter melhores
resultados se adotado o mesmo periodo de incubacdo das drogas em nossos
ensaios.

O ciclo natural da forma promastigota se da somente no hospedeiro
invertebrado, que ndo € alvo para o tratamento da leishmaniose. Além disso,
existem diferencas tanto na morfologia como na bioquimica entre as formas
promastigotas e amastigotas. Nesse sentido, resultados obtidos com pesquisas
utilizando as formas promastigotas nem sempre sao relevantes. (Callahan et al.
1997; Sereno & Lemesre 1997; Sereno et al. 1998; Fumarola, Spinelli, Brandonisio
2004). Desta forma, acredita-se que estudos para 0os mecanismos de resisténcia
as drogas na forma amastigota, devam mimetizar melhor o mecanismo de escape
do parasito na infeccdo natural no homem (Ephros, Waldman, Zilberstein 1997,
Ephros et al. 1999).
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6.2.1 Determinagdo da curva de crescimento realizada com as culturas dos

isolados das lesbes dos pacientes com LCD e LCM

E conhecido que existem diferentes fases envolvidas no ciclo de vida da
Leishmania spp e as formas promastigotas metaciclicas representam a fase mais
importante. O estagio de promastigota metaciclica, que comeca no final da fase
logaritmica e inicio da fase estacionaria € considerado com maior potencial
infectante para o hospedeiro, onde as promastigotas se encontram em grande
numero e com maior viabilidade (Gossage, Roger, Bates 2003).

Nas curvas de crescimento realizadas anteriormente no Laboratorio de
Dermatomicologia da Unb, formas promastigotas de L.(L.) amazonensis
apresentaram fase logaritmica de crescimento até o sexto dia e a partir deste
iniciou-se a fase estacionaria ou infectante. No caso das promastigotas de L.
braziliensis observou-se que a fase logaritmica de crescimento foi até o quinto dia
(Campos 2008).

Para Leishmania spp., a determinacdo da fase metaciclica € importante,
uma vez que autores sugerem uma associacdo entre a fase de crescimento da
cultura e o sucesso na obtencdo e manutencédo de amastigotas axénicas, formas
utilizadas neste estudo para avaliar a acdo leishmanicida das drogas sobre o
isolado de Leishmania do paciente com LCD (Cysne-Finkelstein et al. 1998).

N&o foram encontrados dados na literatura de experimentos semelhantes

com 0s quais se pudesse correlacionar estes achados.

6.2.2 Capacidade fagocitaria de macréfagos em relacdo a cepa isolada das

lesdes do paciente com LCD

O estudo da capacidade fagocitaria foi realizada somente com cepas de

L.(L.) amazonensis do isolado do paciente com LCD e do seu respectivo controle,
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j& que o crescimento das formas promastigotas de L.(V.) braziliensis do isolado do
paciente com LCM né&o alcancou a quantidade de formas necessarias para realizar
0 experimento, como ja citado acima. Na avaliagdo da cinética de infeccdo e
determinacdo do tempo gasto na transformagcdo de formas promastigotas em
amastigotas, os resultados obtidos foram compativeis com o descrito por Lobo et
al. (2011), no qual as formas promastigotas de L.(L.) amazonensis controle foram
prontamente reconhecidas por receptores para padrbes moleculares de
patdgenos, e endocitadas. O mesmo ndo ocorreu com as formas promastigotas de
L.(L.) amazonensis do isolado do paciente com LCD, pois houve retardo no
reconhecimento, porém 0s macrofagos permaneceram por mais tempo infectados
com maior carga parasitaria.

Foi observado que os macrofagos infectados pelas formas promastigotas
do isolado do paciente com LCD possuiam carga parasitaria maior que 0s
macrofagos infectados pelo controle, chegando a sua destruicdo total com o
decorrer do tempo. Na cepa controle, os parasitos perdiam a viabilidade com o
decorrer do tempo, 0 que permite sugerir uma maior viruléncia de L.(L.)
amazonensis do isolado do paciente com LCD.

Em experimentos in vitro ja realizados no Laboratorio de Dermatomicologia
da Unb (Campos 2008), com a cepa de L.(L.) amazonensis isolada das les6es do
paciente com LCD constatou-se um comportamento agressivo, com disseminacao

rapida das lesdes no hamster, a semelhanca do ocorrido no paciente.

6.2.3 Acdo leishmanicida das diferentes drogas sobre formas promastigotas e
amastigotas axénicas de L.(L.) amazonensis controle e formas promastigotas e
amastigotas axénicas do isolado do paciente infectado com L.(L.) amazonensis
portador de LCD.

Para padronizar os ensaios com formas promastigotas foram utilizadas

concentracbes decrescentes das drogas a partir de 3000 pg/mL. Essas drogas
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foram escolhidas por fazer parte do esquema terapéutico do paciente com LCM, ja
que a proposta inicial era estudar também a cepa de L.(V.) braziliensis isolada do
mesmo, ndo sendo possivel por ndo obter crescimento adequado da mesma (10°
formas promastigotas).

Para os testes com formas amastigotas axénicas foram usadas
concentracfes decrescentes a partir de 50 pg/mL. Esta op¢cdo esta embasada em
alguns estudos realizados em culturas axénicas de amastigotas que
demonstraram que o ICso para amastigotas axénicas varia de 3,2 a 100ug de Sblll
por mL dependendo da espécie de Leishmania (Ashutosh, Sundar, Goyal, 2007).
As trés drogas selecionadas para 0s ensaios com amastigotas axénicas foram
antimoniato de meglumina, anfotericina B lipossomal e miltefosina por serem as

drogas disponiveis naquele momento no laboratorio.

6.2.4 Acdo do antimoniato de meglumina sobre formas promastigotas e
amastigotas axénicas de L.(L.) amazonensis controle e do isolado do paciente
portador de LCD.

Apesar de apresentar limitacbes quanto ao uso, 0 antimoniato de
meglumina ainda € a droga de primeira escolha para o tratamento da
leishmaniose, com destaque para a situacdo de resisténcia crescente. Por esse
motivo, os testes in vitro incluem essa droga, mesmo com relatos contraditorios de
eficacia ou ndo neste tipo de ensaio.

Na avaliacdo da acdo do antimoniato de meglumina em formas
promastigotas do isolado do paciente com LCD, foi observado que esta droga néo
teve acdo leishmanicida. Este resultado ja era esperado, pois relatos da literatura
postulam que a concentracdo minima necessaria para atividade in vitro deste
farmaco é de 4100 pug/mL, dose considerada muito elevada para este tipo de teste
(Jaramillo et al. 2000).
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Os resultados da agao antileishmania do antimoniato de meglumina em
formas amastigotas axénicas, também como em formas promastigotas, nao
mostraram reducao significativa do nimero de formas amastigotas em relagéo ao
grupo controle. Porém, nas doses 1,56ug/mL e 3,16ug/mL parece ter havido certa
suscetibilidade de L.(L.) amazonensis do isolado do paciente frente ao antimoénio
em amastigotas. Alguns estudos realizados em culturas axénicas de amastigotas
demonstram suscetibilidade ao SbV, enquanto as formas promastigotas nao o
sdo, podendo sugerir que alguma reducdo possa ocorrer em um estagio especifico
do ciclo de vida do parasito e ndo em outro estagio (Ephros, Waldman, Zilberstein
1997, Ephros et al. 1999). Contudo, ja existem estudos indo de encontro a esta
hipotese, sugerindo que isto possa ocorrer por um segundo mecanismo onde o
ShV seria convertido para Sblll dentro das células do hospedeiro (Burguera et al.
1993; Lugo de Yaburh et al. 1994; Sereno et al. 1998).

Os dados obtidos estdo em consonéancia com a auséncia de resposta

clinica do paciente com LCD ao tratamento com essa droga.

6.2.5 Acéao in vitro da anfotericina B lipossomal sobre formas promastigotas e
amastigotas axénicas de L. (L.) amazonensis controle e formas promastigotas e
amastigotas axénicas do isolado do paciente infectado com L. (L.) amazonensis
portador de LCD.

Tanto as formas promastigotas do isolado do paciente com LCD como o
controle ndo apresentaram susceptibilidade alguma frente a anfotericina B
lipossomal. Porém, as formas amastigotas axénicas foram menos suscetiveis a
acao da anfotericina B lipossomal do que o grupo controle.

Para Decuypere et al. (2005), os mecanismos de resisténcia evidenciados
in vivo seriam diferentes daqueles descritos para in vitro.

A anfotericina B lipossomal € uma droga que tem sido empregada com

sucesso em varios casos de leishmaniose cutanea, leishmaniose mucosa e
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leishmaniose cutanea-difusa, principalmente em pacientes refratarios ao
antimonial pentavalente (Sampaio & Marsden 1997; Amato et al. 2000; Motta
2006). Porém, o resultado obtido neste ensaio ndo permitiu correlacionar com a
resposta clinica-terapéutica do paciente, pois 0 mesmo nao fez uso dessa droga.

6.2.6 Acado in vitro da pentoxifiina sobre formas promastigotas de L.(L.)
amazonensis controle e formas promastigotas do isolado do paciente infectado
com L.(L.) amazonensis portador de LCD.

A pentoxifilina, nas concentracdes testadas, nédo apresentou reducéo
significativa na lise de promastigotas (p=0,33). Segundo Almeida, Santos,
Machado (2005) ndo ha evidéncia de que a pentoxifilina destrua diretamente a
Leishmania in vitro ou ative macréfago. Contudo, resultados positivos séo obtidos
guando a pentoxifilina é associada ao antimonial em pacientes com LTA. Este
resultado também nao pode ser correlacionado com a resposta clinica-terapéutica

do paciente, por néo ter sido utilizada no tratamento do mesmo.

6.2.7 Acdo in vitro do itraconazol sobre formas promastigotas de L.(L.)
amazonensis controle e formas promastigotas do isolado do paciente infectado

com L.(L.) amazonensis portador de LCD.

As promastigotas do isolado, assim como do controle, também né&o se
mostraram suscetiveis a acao do itraconazol. Esta droga ja foi testada em varios
ensaios para leishmaniose visceral e LC, apresentando resultados controversos.
Estudos que utilizaram o itraconazol em pacientes com LC por L. major mostraram
cura de 44,9% a 78% dos pacientes tratados (Al-Fouzan et al. 1991; Dogra 1992;

Van den Enden et al. 1994). Como o paciente com LCD também nao fez uso

91



desta medicacdo, ndo foi possivel correlacionar este resultado com a resposta

clinica-terapéutica do mesmo.

6.2.8 Comparacao da acao in vitro do alopurinol sobre formas promastigotas de
L.(L.) amazonensis controle e formas promastigotas do isolado do paciente
infectado com L.(L.) amazonensis portador de LCD.

A droga alopurinol teve acédo sobre as formas promastigotas do isolado do
paciente com LCD, entretanto o referido paciente néo foi tratado com essa droga.
Estudo realizado por Martinez & Marr (1992) mostra resultados de 80% de cura
em pacientes com L. panamensis nas doses de 20mg.Kg *dia” e 74% quando
associado ao antimoniato, sendo uma alternativa de tratamento para LTA.

O alopurinol tem sido utilizado no tratamento da LC por ter efeito
antileishmania pelo bloqueio da sintese do ergosterol e por se tratar de uma
medicacao de administracdo por via oral (Singh & Sivakumar 2004). Entretanto, ha
controvérsias sobre sua capacidade terapéutica, pois estudos realizados por

Berman (1997), mostraram pouca eficiéncia no tratamento de LC na Colémbia.

6.2.9 Comparacdo da acao in vitro do miltefosine sobre formas promastigotas e
amastigotas axénicas de L.(L.) amazonensis controle e formas promastigotas e
amastigotas axénicas do isolado do paciente infectado com L.(L.) amazonensis
portador de LCD.

Tanto as formas promastigotas quanto as formas amastigotas axénicas do
isolado do paciente com LCD mostraram-se suscetiveis a a agcdo do miltefosina.
Lembrando que nem todas as espécies de Leishmania tém a mesma sensibilidade

frente a miltefosina, o estudo realizado por Campos (2008) corrobora com esse
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dado. Em um ensaio com formas promastigotas de Leishmania, L.(L.)
amazonensis foi a cepa mais sensivel frente a miltefosina, seguida pela L.(V.)
braziliensis (Campos 2008).

Ha relatos da baixa sensibilidade de L.(V.) braziliensis e L.(V.) guyanensis,
no Peru, a miltefosina, e respostas diferentes aos antimoniais entre L. braziliensis
e L.(V.) guyanensis no Brasil. Porém, a farmacocinética e a resposta intrinseca as
drogas pode variar entre as espécies de Leishmania e talvez entre subespécies de
uma mesma espécie. Promastigotas e amastigotas de L.(L.) donovani, L.(L.)
major, L.(L.) tropica, L.(L.) aethiopica, L.(L.) mexicana e L.(V.) panamensis
apresentaram sensibilidades diferentes a miltefosine, sendo que L.(L.) donovani foi
mais sensivel, mesmo quando resistente aos antimoniais (Romero et al. 2001a;
Amato, De Andrade, Duarte 2003; Yardley et al. 2005; Croft et al. 2006).

Yardley et al. (2005) pesquisaram a sensibilidade do miltefosine em formas
amastigotas de diferentes espécies de Leishmania causadoras da leishmaniose
visceral e leishmaniose cutanea e observaram uma grande variacdo nas
concentracbes de miltefosina necessarias para destruir 50% das formas
amastigotas dessas diferentes espécies. Isso demonstra uma notavel diferenca na
sensibilidade intrinseca in vitro das espécies de Leishmania a miltefosina.

Teixeira et al. (2007) em estudos in vitro, também observaram a acdo da
miltefosina em culturas de macrofagos peritoniais de camundongos Balb/c
infectados com L.(L.) chagasi, L.(L.) amazonensis, L.(V.) braziliensis e L.(V.)
guyanensis e concluiram que a droga foi ativa contra todas as espécies.

A discussdo acerca da acdo da droga miltefosina vem reforcar que esta
droga seria uma opc¢ao de tratamento para os casos com LCD, pois Zerpa et al.
(2007) demonstraram uma boa eficacia da droga, com poucos efeitos colaterais,
onde os pacientes apresentaram melhora clinica e diminuicdo da carga parasitaria
em 15 dias apos inicio do tratamento. Entretanto, ocorreram niveis de recidiva,

com o aparecimento de novas lesdes apos a suspensédo do tratamento.
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6.3 Identificacdo e caracterizacdo de proteinas extraidas dos isolados dos

paciente com L.(L.) amazonensis e L.(V.) braziliensis e seus respectivos controles.

O aumento da incidéncia de falha terapéutica nos ultimos 15 anos vem se
tornando uma grande ameaca. A principal razédo desse fato € devido ao mau uso
das drogas, promovendo a selecdo de pequenas populagdes resistentes (Croft,
Seifert, Yardley 2006). Os métodos atuais para monitorar a resisténcia de isolados
individuais baseiam-se no modelo in vitro macréfago-amastigota, uma técnica
exigente e demorada. Portanto, h4 uma necessidade urgente pela busca de
marcadores moleculares, como as proteinas relacionadas a resisténcia as drogas
(Natera et al. 2007; Torres 2009).

Um dos objetivos deste trabalho foi identificar e caracterizar proteinas de
L.(L.) amazonensis e L.(V.) braziliensis dos isolados de dois pacientes (LCD e
LCM) que nado responderam satisfatoriamente ou nado tiveram cura clinica
definitiva apds o uso de varias drogas.

A extracdo das proteinas foi realizada em formas promastigotas. Embora a
forma amastigota seja responsavel pela infecdo no hospedeiro mamifero, a
identificacdo de proteinas em extracdes de formas promastigotas € Uutil, jA que
aproximadamente 90% do proteoma permanece qualitativamente inalterada
durante todo o ciclo de vida do parasito (Bente et al. 2003; Cuervo et al. 2006).

As técnicas de identificacdo de proteinas mais utilizadas sao: eletroforese
bi-dimensional, MALDI-TOF/TOF, ESI, MALDI MS/MS, entre outras (Forgber et al.
2006; Cuervo et al. 2006). Essas técnicas podem ser muito demoradas e
trabalhosas. No presente estudo foi aplicada a técnica LC-MSF que é eficiente na
identificacdo de proteinas de amostras bioldgicas complexas (Kwon et al. 2010).

Devido a similaridade entre as espécies de Leishmania, juntamente com os
avancos em tecnologias de espectrometria de massa e programas de identificacéo
de proteinas foi possivel a identificacdo de proteinas de L.(L.) amazonensis e
L.(V.) braziliensis dos isolados dos pacientes com LTA aqui estudados, de forma

eficiente.
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Os espectros de massa resultantes foram usados para pesquisar a
identidade de proteinas no banco de dados obtido do NCBI e essa estratégia
permitiu verificar que o software utilizado realizou designagbes corretas das
proteinas por homologia das cepas avaliadas com outras espécies de Leishmania,
chegando até 100% de similaridade entre as espécies.

Para realizar a andlise quantitativa das proteinas foram selecionadas as
proteinas Heat shock proteins 70, Chaperonin Hsp 60, Heat shock protein 83-1,
putative GTP-binding protein, putative Calpain-like cysteine peptidade,
tryparodexin peroxidase, Beta tubulin, Activated protein kinase C receptor LACK e
elongation factor 1 (Quadro 5) por apresentarem dados na literatura de associacao
com a imunomodulacgé&o, sobrevivéncia intracelular, fator de viruléncia, resisténcia
e fator de disseminacdo do parasito (Launois et al. 1997; Edvonin et al. 2006;
Campos et al. 2008; Cuervo et al. 2009).

Quadro 5 - Classificacédo das proteinas identificadas em categorias por processos

biolégicos

Categorias

proteinas de desdobramento/chaperonas
Heat shock proteins 70 e relacionadas
Chaperonin Hsp 60
Heat shock protein 83-1

Sintese de proteinas
GTP-binding protein, putative
Protedlise
Calpain-like cysteine peptidade, putative
Antioxidade/desintoxicante
Tryparodexin peroxidase
Associado ao citoesqueleto
Beta tubulin
Apoptose
Activated protein kinase C receptor LACK

Adaptado de Cuervo et al. (2007; 2009)

As formas promastigotas de Leishmania s&o capazes de secretar/liberar

proteinas com fun¢gfes na imunomodulacao, transducdo de sinal e sobrevivéncia
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intracelular, tais como, a Hsp 70, activated protein kinase C receptor (LACK),
elongation factor 1 3 e tryparedoxin peroxidase (Cuervo et al. 2009)

Um estudo protedmico realizado por Vergnes et al. (2007) identificou um
namero de proteinas diferentemente expressas em isolados clinicos resistentes de
L.(L.) donovani, envolvidas no programa de morte celular. Duas proteinas em
particular estavam intimamente envolvidas no programa mencionado: a Hsp83,
aumentando a resisténcia as drogas e reduzindo a ativagcdo do processo de morte
celular, e a pequena proteina de Kinetoplastida relacionada a calpaina
(SKCRP14.1), promotora do processo de morte celular induzido por antimonio.

Outros genes relacionados ao estresse, HSP70 e HSC70, ja foram
sugeridos por aumentar a tolerdncia ao Sblll em mutantes resistentes de
Leishmania quando superexpressos (Brochu, Haimeur, Ouellette 2004), sugerindo
0 seu potencial como primeira linha de defesa contra a droga (Palacios et al.
2001; Torres 2009).

Ja as Hsp 70 séao conhecidas por estimular uma forte resposta imune em
mamiferos e em L.(L.) infantum (Blachere et al. 1997; Rico et al. 1998).

O elongation factor 1-8 desempenha papel na sintese de proteinas. O
complexo elongation factor 1-8 esta implicado em outros processos celulares, tais
como transducédo de sinal e apoptose, bem como a sobrevivéncia de amastigotas
em macrofagos. Recentemente foi relatado que o complexo elongation factor 1-8
tem atividade de tripanotiona S-transferase e de tripanotiona peroxidase, bem
como em fatores potenciais envolvidos na disseminacdo do parasito (Ejiri et al.
2002; Nandan et al. 2002; Vickers et al. 2004; Cuervo et al. 2007).

Para a L.(L.) amazonensis isolada do paciente com LCD a proteina que
apresentou maior quantidade foi a malate dehydrogenase Leishmania
amazonensis, e para L.(V.) braziliensis isolada do paciente com LCM, as proteinas
gue obtiveram maior quantificacdo na andlise foram a ATPase alpha subunit
Leishmania braziliensis e a putative heat shock protein hsp70 Leishmania
braziliensis. As proteinas que apresentam atividade ATPase, estdo envolvidas em

véarias funcdes celulares como na maquinaria de pré-replicagdo (Neuwald et al.
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1999; Calderano et al. 2011). As heat shock protein 70, entre outras funcgdes,
estéo envolvidas na viruléncia do parasito.

Os resultados obtidos neste estudo apesar de preliminares, sao relevantes,
pois fornecem indicios do envolvimento dessas proteinas na resposta clinica da
LTA frente a terapéutica além de coincidirem com os achados de Cuervo et al.
(2006); Leifso et al. (2007) e Cuervo et al. (2009).

A técnica utilizada aqui para identificar e quantificar proteinas em
Leishmania € eficiente. Porém, para avaliar se uma determinada proteina pode ser
utilizada como alvo de drogas € importante primeiro compreender a natureza dos
polimorfismos encontrados em populacdes de parasitos, uma vez que um dos
grandes motivos do surgimento de resisténcia as drogas é devido a mutacdes
pontuais em proteinas alvo (Arav-Boger & Shapiro 2005).

Estes achados sdo o inicio de um vasto campo a ser explorado no
laboratorio de Dermatomicologia da Unb pelo grupo do estudo da epidemiologia,
diagnostico e tratamento das leishmanioses. Os testes in vitro devem ser
expandidos para o isolado de lesdes do paciente portador de LCM. Deve ainda ser
determinado o ICsp das drogas utilizadas para o tratamento da LTA na tentativa de
correlaciona-las com a manifestacdo clinico-patolégica da doenca. Também
devem ser realizados experimentos utilizando formas amastigotas em macrofagos
peritoneais de camundongos.

Dar continuidade a identificacdo de proteinas e analisar o perfil de proteinas
expressas nas duas espécies sensiveis utilizadas neste trabalho, para selecionar
aquelas envolvidas nos mecanismos de resisténcia a drogas pela inducdo da

resisténcia in vitro utilizando concentra¢des crescentes de drogas.
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7. CONCLUSOES

Foram estudados dois casos de pacientes portadores de formas graves de
LTA (LCD e LCM) causadas por L.(L.) amazonensis e L.(V.) braziliensis, ambos

sem resposta adequada ao tratamento especifico, sugerindo falha terapéutica.

A curva de crescimento do isolado de L.(L.) amazonensis com LCD
corroborou com a grave manifestacdo clinica, pois as formas promastigotas
chegaram a fase infectante em grande nimero e com maior viabilidade, enquanto
qgue em L.(V.) braziliensis a resposta da curva de crescimento foi discordante da
gravidade da manifestacdo clinica, ndo alcancando o crescimento das formas

promastigotas até a fase metaciclica.

A cinética de infeccdo para L.(L.) amazonensis também reforcou a
agressividade da manifestacdo clinica apresentada pelo paciente, pois infectou

maior quantidade de macréfagos e por um periodo maior de tempo.

No caso da LCD houve concordancia entre a falta de resposta terapéutica
ao antimoniato de meglumina e a falha da acdo desta droga no ensaio in vitro,

tanto nas formas promastigotas como nas formas amastigotas.

A cepa de L.(L.) amazonensis isolada do paciente com LCD foi menos
sensivel a acdo da maioria das drogas testadas neste trabalho, permitindo
guestionar se a espécie de Leishmania causadora da doenc¢a néo estaria também

envolvida na resposta terapéutica.
A técnica LC-MSF utilizada para deteccéo de proteinas de Leishmania foi

eficiente, porém nao foi possivel concluir que as proteinas putative heat shock 70

related protein 1 mitochondrial precursor L. braziliensis, ATPase alpha subunit L.
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braziliensis e malate dehydrogenase Leishmania amazonensis

associadas com a evolucao da LCD e LCM.

estejam
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APENDICE A

Cromatograma de proteinas totais de L.(L.) amazonensis

portador de LCD.
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Cromatograma de proteinas totais de L.(V.) braziliensis do isolado do paciente
portador de LCM.
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Quantificacao de formas prosmastigotas por absorbancia— Teste MTT
- L.(L.) amazonensis padréo

Concentragao | Glucantime | Pentoxifilina | Miltefosine | Ambisome | Itraconazol | Alopurinol
Média Média Média Média Média Média

0 0,487 0,428 0,195 0,220 0,301 0,370

6 0,571 0,466 0,191 0,205 0,302 0,200
12 0,425 0,650 0,179 0,160 0,292 0,229
23 0,401 0,721 0,157 0,166 0,312 0,246
47 0,617 0,544 0,175 0,168 0,321 0,222
94 0,512 0,624 0,179 0,168 0,254 0,186
188 0,445 0,509 0,258 0,181 0,307 0,191
375 0,465 0,543 0,283 0,225 0,308 0,156
750 0,530 0,422 0,385 0,199 0,506 0,142
1500 0,389 0,306 0,472 0,215 0,753 0,165
3000 0,420 0,287 0,296 0,160 0,500 0,124

- L.(L.) amazonensis isolado paciente

Glucantime | Pentoxifilina | Miltefosine | Ambisome | Itraconazol | Alopurinol
Média Média Média Média Média Média
0 0,719 0,760 0,444 0,498 0,534 0,967
6 0,452 1,065 0,269 0,534 0,667 0,462
12 0,689 0,764 0,290 0,560 0,480 0,472
23 0,841 1,000 0,288 0,280 0,667 0,827
47 0,723 0,830 0,372 0,348 0,627 0,811
94 0,889 1,202 0,416 0,305 0,615 0,545
188 0,867 0,827 0,552 0,392 0,901 0,474
375 0,728 0,963 0,620 0,453 0,770 0,414
750 0,766 0,705 0,777 0,476 0,529 0,306
1500 0,465 0,558 1,005 0,400 1,000 0,223
3000 0,448 0,580 0,856 0,325 1,120 0,248
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Quantificacao de formas amastigotas axénicas por absorbancia— Teste MTT

amastigota axénica - L. amazonensis padrdo MTT

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,119 0,186 0,141 0,167 0,140 0,205 0,204 0,240 0,165 0,202 0,267 0,053
B 0,069 0,147 0,100 0,137 0,144 0,177 0,164 0,166 0,248 0,229 0,172 0,073
C 0,103 0,095 0,084 0,130 0,144 0,155 0,199 0,145 0,119 0,175 0,200 0,078
D 0,050 0,153 0,067 0,148 0,153 0,159 0,143 0,168 0,135 0,166 0,179 0,118
E 0,102 0,124 0,151 0,131 0,123 0,169 0,152 0,163 0,141 0,168 0,211 0,091
F 0,051 0,100 0,100 0,157 0,138 0,160 0,129 0,149 0,152 0,165 0,180 0,121
G 0,294 0,247 0,182 0,211 0,226 0,207 0,196 0,230 0,229 0,222 0,198 0,148
H -0,012 0,000 0,012 0,133 0,113 0,160 0,141 0,151 0,156 0,164 0,288 0,178

amastigota axéncica - L. amazonensis isolado paciente

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,673 0,637 0,715 0,658 0,625 0,626 0,728 0,699 0,527 0,622 0,501 0,043
B 0,542 0,613 0,871 0,596 0,661 0,634 0,697 0,757 0,745 0,719 0,649 0,051
C 0,707 0,823 0,701 0,886 0,888 0,707 0,788 0,871 0,803 0,821 0,771 0,032
D 0,699 0,693 0,599 0,625 0,510 0,647 0,649 0,735 0,340 0,630 0,508 0,079
E 0,668 0,704 0,711 0,644 0,702 0,707 0,733 0,706 0,700 0,722 0,709 0,077
F 0,631 0,677 0,607 0,670 0,696 0,659 0,648 0,734 0,528 0,632 0,616 0,090
G 0,578 0,578 0,609 0,628 0,646 0,603 0,641 0,630 0,634 0,633 0,518 0,007
H -0,021 0,015 0,006 0,586 0,491 0,556 0,620 0,621 0,529 0,573 0,443 0,116
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Cinética de Infeccao

pH8 Paciente pH8 Paciente pH8 Paciente pH8 Paciente
% mac c/ leish % mac c/ leish % mac c/ leish % mac c/ leish % mac c/ leish % mac c/ leish % mac c/ leish % mac c/ leish
1h 1h 3h 3h 5h 5h 8h 8h
5,0 0,5 0,5 75,0 4,0 65,0 8,0 70,0
3,5 0,5 38,5 65,0 33,0 61,5 24,5 90,0
3,0 5,0 9,56 80,0 15,5 62,5 27,0 63,0
6,5 75,0 6,0 60,5 12,0 72,5 32,0 57,5
2,0 16,0 15,5 29,5
9,5 43,0 34,0 18,0
10,5 14,5
26,5
pH8 Paciente pH8 Paciente pH8 Paciente pH8 Paciente
Média fagocitose | Média fagocitose | Média fagocitose | Média fagocitose | Média fagocitose | Média fagocitose | Média fagocitose | Média fagocitose
1h 1h 3h 3h 5h 5h 8h 8h
1,10 1,00 1,00 0,30 1,00 0,37 2,38 1,39
2,29 1,00 4,40 0,35 4,20 0,46 2,71 1,11
1,17 2,00 1,53 0,25 2,29 0,46 2,09 2,11
1,69 0,27 3,33 0,41 4,88 1,33 2,39 2,05
1,25 1,31 3,562 4,25
3,11 2,66 4,66 3,47
3,43 2,62
5,17
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Curva de crescimento de L. (L.) amazonensis

Mean |0,5700)0,3200/0,9033] 0,8500] 1,600[ 2,350 2,617 3,850] 3,980 4,310/5,183 3,950 3,900 3,780
SD 0,3360]0,0200/0,2815|0,02000/0,5766|0,1400]0,5516|0,1600/0,5456/|0,1600|1,255|0,1400/0,5268| 0,1800

One-way analysis of variance

P value P<0.0001
P value summary i
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

Curva de crescimento de L. (V.) braziliensis

Mean |0,8933 0,1367 1,633 0,19672,647| 0,23674,750 0,4467/5,9800,50004,070 0,69672,847] 1,010
SD 0,35800,015280,83120,0057741,479|0,015281,8950,0057732,324 0,01,4290,02517|1,4480,01000

One-way analysis of variance

P value P<0.0001
P value summary i
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
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