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RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) ¢ uma doenga infecciosa,
endémica e reemergente da pele e mucosa, causada por varias espécies de Leishmania.
Nas ultimas décadas a primeira linha de escolha de tratamento das leishmanioses tem
sido o antiménio pentavalente (SbV) cujo o surgimento de resisténcia e este
medicamento esta se tornando um problema de saude publica. Em alguns estudos foi
observado que a HSP70 quando super expressa aumentou a tolerancia ao SbIIl em
isolados resistentes de Leishmania. O objetivo geral deste projeto foi identificar
proteinas dos isolados de leishmanias dos pacientes tratados com antimonial
pentavalente (SbV) que possam estar relacionadas a resisténcia ao tratamento. No
presente estudo, apds avaliacdo do sequenciamento, os genes foram sub clonados
individualmente no vetor pET-19b e utilizadas as enzimas de restrigao (Ndel e BamHI),
produzidos anticorpos para as proteinas recombinantes de HSP70 e ATPase. Avaliou-se
12 isolados de pacientes resistestes e nao resistentes ao tratamento. Ocorreu diminui¢ao
das formas promastigotas na maioria dos isolados tratados com IC 50 do N -
metilglucamina. Verificou-se que ndo houve diferenca significativa representativa na
expressao das proteinas HSP70 e ATPase de isolados de pacientes com falha terapéutica
e pacientes que ndo apresentaram falha terapéutica. A observacdo dos genes super
expressos estudados em isolados considerados resistentes € ndo resistentes in vitro
mostrou-se em diferentes concentracdes em isolados de pacientes que apresentaram
falha terapéutica, sugerindo que a falha, em sua maioria, ocorreu por caracteristicas do

hospedeiro.

Palavras chaves: L.(V.) braziliensis, Resisténcia, Falha Terapéutica, Proteinas, HSP70,

ATPase.



ABSTRACT

American cutaneous leishmaniasis (ACL) is an infectious, endemic and reemergent
disease of the skin and mucosa caused by several species of Leishmania. In the last
decades the first line of choice of treatment of leishmaniasis has been pentavalent
antimony (SbV) whose emergence of resistance and this drug is becoming a public
health problem. In some studies it was observed that HSP70 when super expressed
increased tolerance to SbIII in resistant isolates of Leishmania. The overall objective of
this project was to identify proteins from leishmaniasis isolates from patients treated
with pentavalent antimonial (SbV) to be related to resistance to treatment. In the present
study, after sequencing evaluation, the genes were subcloned individually into the pET-
19b vector and the restriction enzymes (Ndel and BamHI), produced antibodies to the
HSP70 and ATPase recombinant proteins, were used to evaluate 12 isolates from
patients Resistant and not resistant to outpatient treatment. There was a decrease in
promastigote forms in the majority of isolates treated with IC 50 of N -
methylglucamine. It was verified that there was no representative difference in the
expression of HSP70 and ATPase proteins from isolates of patients with failed therapy
and patients who did not present therapeutic failure. The observation of the
superexpressed genes studied in isolates considered resistant and not resistant in vitro
was demonstrated in different concentrations in isolates of patients that presented
therapeutic failure, suggesting that the fault, for the most part, occurred due to host

characteristics.

Key words: L. (V.) Braziliensis, Resistance, Therapeutical Failure, Proteins, HSP70,
ATPase.



1. INTRODUCAO

A leishmaniose ¢ uma doenga tropical negligenciada e reemergente transmitida
pela picada de flebotomideos infectados pelo protozoario Leishmania, um parasita
intracelular. De acordo com a espécie infectante e o estado imunitario do hospedeiro, a
doenca pode resultar numa variedade de manifestagdes clinicas tais como cutanea,
mucosa, ou com envolvimento visceral (Antinori et al; 2012).

A Leishmania (Viannia) braziliensis, ¢ o principal agente causador da
leishmaniose cutanea e leishmaniose mucosa na América do Sul, é a espécie mais
prevalente que infecta humanos nas Américas (Goto & Lindoso, 2010; Frézard, 2013).

A incidéncia cada vez mais elevada de casos de leishmaniose cutidnea no mundo,
com a ocorréncia de um caso a cada vinte segundos, tem preocupado os representantes
dos orgdos governamentais ¢ as comunidades médicas e cientificas, pois este aumento
representa um sério problema para a Saude Publica. Atualmente, 1,3 milhdes de novos
casos de leishmaniose ¢ 20.000 a 30.000 mortes ocorrem anualmente pelas diversas
apresentagdes clinicas. Por ndo ter nenhuma vacina antileishmania disponivel, na
auséncia de medidas profilaticas eficientes pela dificuldade do combate a vetores e
reservatorios, o controle da doenga depende fortemente da quimioterapia (WHO, 2015).

Por sete décadas, os antimonios pentavalentes (SbV), constituem tratamentos
leishmanicidas sendo estabelecidas como drogas de primeira escolha para o tratamento
da leishmaniose. No entanto, nos ultimos anos seu uso clinico tornou-se questionavel
pelo aparecimento de resisténcia em uso a longo prazo (Firooz et al, 2006). Devido o
carater endémico e sua resisténcia a tratamentos realizados em pacientes no cenario
mundial, estudos da biologia das leishmanias, assim como a identificacdo de diferencas
e semelhangas em seus processos bioldgicos basicos poderdo contribuir e serem
relevantes para um maior conhecimento sobre o assunto.

O estudo do perfil da expressao desses agentes pode demonstrar o motivo da alta
resisténcia de algumas cepas. A deteccdo de modificagcdes na expressdo de proteinas
envolvidas em vias metabdlicas importantes, incluindo a glicélise, gliconeogénese,
estresse oxidativo entre outros podem ter um papel fundamental na sobrevivéncia do
parasita e tornd-los mais resistentes comparando-se com outros que nao tenham essa
super expressao (Downing et al, 2011; Mannaert et al, 2012)

Observar, portanto, que estudos sobre proteinas e seus respectivos genes sao

cruciais na determinacdo de mecanismos de resisténcia, de sua relacao na viruléncia e
12



no entendimento da biologia do parasita. Estes estudos facilitariam o uso de drogas
alvo, ou seja, substincias que agiriam em determinada molécula crucial para
sobrevivéncia do agente.

Reforcando isto, alguns resultados demonstram que isolados proteicos de
Leishmania sdo a primeira linha de defesa contra drogas utilizadas desempenhando um
papel protetor para a sobrevivéncia do parasita no hospedeiro, portanto, uma
compreensdo molecular dos mecanismos de resisténcia clinica, sdo fundamentais para o
desenvolvimento de drogas mais efetivas para o tratamento da doenga.

Além disso, pode ser permitido a caracterizagdo de um antigeno proteico que
eventualmente podera ser utilizado no desenvolvimento de diagndstico e terapias
eficazes e por este motivo, compreender o genoma e sua estrutura de variagdo ¢
essencial para sustentar ¢ melhorar as estratégias de vigilancia em saude publica e de
possiveis intervengoes.

O objetivo deste trabalho foi identificar a superexpressdo das proteinas Malato
desidrogenase, ATPase e HSP 70 de Leishmania braziliensis dos isolados de pacientes
que responderam e nao responderam satisfatoriamente ao tratamento preconizado pela
Organizacdo Mundial de Satde. Este objetivo foi estabelecido a partir de pesquisa
realizada por Urdapilleta (2011) a qual em analise de proteoma dos isolados de dois
pacientes que nao responderam aos tratamentos preconizados apresentaram essas
mesmas proteinas super expressas. Para L.(V.) braziliensis isolada do paciente com
falha terapéutica, as proteinas que obtiveram maior quantificacdo na analise foram a

ATPase alpha subunit e a putative heat shock protein hsp70.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. O vetor

Os vetores, flebotominios fémeas, pertencentes a ordem Diptera, familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, género Lutzomyia, sdo popularmente
conhecidos como mosquito-palha, entre outros nomes. As principais espécies
envolvidas na transmissdo da LTA sdo Lutzomyia whitmani, L. intermedia, L.

umbratilis, L. wellcomei, L. flaviscutellata e L. migonei (Brasil, 2007).
2.2. Leishmania Viannia braziliensis (L. (V.) braziliensis)

A Leishmania ¢ um protozoario da familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastida, classe Zoomastigophorea, filo Sarcomastogophora. Trata-se de um
parasita intracelular que se apresenta em formas flageladas, promastigota, encontrada no
tubo digestivo do inseto vetor, e amastigota, observada nos tecidos dos hospedeiros
vertebrados.

A forma promastigota apos ser inoculada no mamifero pelo vetor desenvolve-se
dentro do vacuolo fagolisossdmico de macréfagos nos tecidos de hospedeiros
vertebrados Uma vez dentro do macrofago, as formas amastigotas inibem diversos
mecanismos de defesa celular que deveriam ser responsaveis por sua lise (Desjeux
2004; Alzate et al. 2006)

Adquirida durante a alimentacdo do vetor com o sangue do reservatorio, a forma
promastigota prociclica do parasita, ndo infectiva e multiplicativa, deixa de se
reproduzir, assumindo fun¢do infectante, em processo de metaciclogénese
(promastigotas metaciclicas) na por¢ao anterior do intestino do flebotominio. Ao perder
a capacidade de adesdo epitelial, as promastigotas metaciclicas migram para a faringe,

de onde se transferem para o hospedeiro em novo repasto (Figura 01).
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Ciclo de vida da Leishmania

~ S
.y o

N vansmitidos T
N ransmitidos “\}‘ ) :
' j pela picada NL 4 &
‘ Promastigotas .
f\”"' metaciclicas ~

Promastigotas metaciclicas
migram para a valvula faringeana
Promastigotas metaciclicas
podem invadir ativamente ou
serem fagocitadas por
macrofagos ou neutrofilos

Promastigotas prociclicas se
multiplicam e se diferenciam
em promastigotas metaciclicas

Amastigotas infectam
novos macrifagos

)
5\ I, Flebotomineo Mamiferos Pro ma.-.-ti_golas se difcrcu.cia}m
N N em amastigotas e se multiplicam
b Fémea por divisio simples
.-'\mnstigoias se diferenciam
em promastigotas prociclicas -

b
- N :
L . s
§ 3 Lol 1 Foa L8
¥ B8 transmitidos «
-

pela picada

i

Amastigotas deixam as

Amastigolas sao liberadas 2 S
células infectadas

no intestino

Figura 1: Ciclo de vida da Leishmania sp. Adaptado de OMS/WHO.

As espécies envolvidas na transmissdo da LTA identificadas no Brasil
compreendem seis do subgénero Viannia ¢ uma do subgénero Leishmania, a saber:
Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania
(Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia) shawi, Leishmania (Viannia) lainsoni,

Leishmania (Viannia) lindenbergi e Leishmania (Leishmania) amazonensis.

As leishmanioses sdo classificadas em trés formas clinicas principais, que
variam com a espécie do parasita: duas cutdneas e uma visceral (calazar). A
apresentacao clinica da doenga varia com a espécie do parasita € com a resposta do
hospedeiro resultando um amplo espectro de manifestagdes, incluindo ulceras cutaneas
unicas, algumas de cura espontanea (Sheiky, 1995; Cuervo et al, 2009), lesdes
disseminadas, lesdes mucosas e outras manifestagdes que estdo relacionadas a uma boa
ou ma resposta ao tratamento. A leishmaniose cutanea apresenta ulcera cutdnea com
fundo granuloso e bordas infiltradas em moldura; na forma mucosa (mucocutanea), que
pode afetar labios, palato e nasofaringe, o hospedeiro apresenta ulceragdo na mucosa

nasal, com ou sem perfuracdo, ou perda de septo nasal. O periodo de incubagdo da
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doencga varia de dois a trés meses, ainda que os sintomas possam se apresentar mais

precocemente — duas semanas — ou mais tardiamente — dois anos.

A forma clinica mais recorrente da doenca ¢ a cutanea, caracterizada pela lesdo

Unica e associada aos parasitas L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis, L. (L.)

mexicana, L. (V.) guyanensis e L. (V.) laisoni. Na forma monocutanea, cujas lesoes

podem evoluir para grandes deformacgdes, foram identificadas as espécies L. (V.)

braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) mexicana, enquanto que na

forma cutanea difusa, em que as lesdes sdo observadas em diferentes regides do corpo,

estdo envolvidas as espécies L. (L.) mexicana, L. (V.) venezuelensis e L. (L)
amazonensis.

Na transmissdo por L. (V.) braziliensis, as manifestacdes clinicas da doenga sdo

ulcera cutanea nas formas unica ou multipla, complicada muitas vezes por metastase por

via hematogénica, com destrui¢ao de tecidos das mucosas da nasofaringe (Brasil, 2010).
2.3 Epidemiologia

Em 1894, o médico baiano Juliano Moreira apresentou a Sociedade de
Medicina e Cirurgia da Bahia as primeiras descrigdes, no Brasil, de uma infeccao
cutdnea entdo conhecida como "botao de Biskra", "botdo endémico" ou "botdo do
oriente", doenga atualmente reconhecida como leishmaniose. O artigo, intitulado
"Existe na Bahia o botdo de Biskra?: estudo clinico" e publicado na "Gazeta Medica da
Bahia" em fevereiro de 1895, trouxe a descri¢ao das formas clinicas e deu relevancia ao
vetor descrito pelos pacientes observados: o "muruim" (Vale & Furtado, 2005; Furusava

& Borges, 2014).

O agente etioldgico do botdo de Biskra tornar-se-ia publico em 1903, quando o
norte-americano James Homer Wright identificou o protozoario Welcozona tropicum —
posteriormente, Leishmania tropica — ao estudar as feridas cutaneas de uma crianca
arménica. Em 1893, o russo P.F. Borovsky ja havia indicado ser um protozoario o
agente etiologico da doenca, mas o estudo, possivelmente por ter sido publicado apenas
na lingua do autor, ndo teve maior impacto (Jacobina & Gelman, 2008). Quanto ao
vetor, os flebotomineos teriam sua atuacdo descrita somente em 1922, quando também
foram encontrados roedores em florestas do Estado de S3ao Paulo infectados pelo

parasita (Brasil, 2007).
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Endémica na América Latina, Asia e Africa, com aproximadamente um tergo
dos casos concentrados nas Américas, bacia do Mediterrineo ¢ Asia Ocidental,
passando pelo Oriente Médio e Asia Central, as leishmanioses compreendem um
espectro de doengas infecciosas causadas por diversas espécies de Leishmania. A
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ¢ inicialmente uma infecdo zoondtica —
ataca outros animais além do humano — e se apresenta como uma doenga infecciosa
transmitida apenas vetorialmente por insetos flebotomineos, causada por protozoarios

do género Leishmania e cujas lesdes irrompem na pele, mucosa ou em ambas.

A leishmaniose ¢ considerada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) uma
das seis doencas infecciosas mais preocupantes, dada a gravidade de suas lesdes e o
potencial de isolamento social e consequente sofrimento psicoldgico dos afligidos pela
doencga. H4 impacto, ainda, no campo econdmico, tendo em vista que, em boa parte dos

casos, a leishmaniose pode se configurar como uma doenga ocupacional (Brasil, 2007).

Trata-se, portanto, de uma doenga de interesse para a saude publica. Estima-se
em 12 milhdes os seres humanos infectados por Leishmania, com uma incidéncia de 1,5
a 2 milhdes de casos de leishmaniose cutdnea (LC). A leishmaniose tegumentar
americana (LTA) ocorre em mais de 88 paises (Porfirio-Passos, 2013). Noventa por
cento dos casos de LC ocorrem no Afeganistdo, Brasil, Peru, Arabia Saudita e Siria,
enquanto 90% dos casos de LTA ocorrem na Bolivia, Brasil e Peru (Chakravarty &
Sundar, 2010). No Brasil, nas ultimas décadas, em decorréncia do seu comportamento
epidemioldgico, diante do extenso processo de urbanizagdo, existe a necessidade de
adogdo de diferentes estratégias para o controle (Porfirio-Passos, 2013). Sua notificagao
¢ compulsoria no Brasil e de crucial importancia para a atualizagdo dos protocolos de
vigilancia epidemioldgica e entomologica. Foram registrados 20.296 casos de
leishmaniose tegumentar americana (LTA) no territdrio brasileiro em 2014, segundo o
Ministério da Saude (sinan/svs/msl), e sua transmissao ¢ descrita em todas as unidades

da federacao desde 2003.

Ainda que os programas de controle da doenca pelo 6rgao de saude publica
brasileiro sejam considerados adequados as especificagdes da OMS, as leishmanioses

encontram-se em expansao no pais. Seu padrdo epidemiologico alterou-se entre os anos
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1980 e 1990: nos anos 1980, a doenca concentrava-se nas regides Norte e Nordeste,
enquanto que, na década seguinte, as leishmanioses encontravam-se disseminadas para

outras regioes (Brasil, 2010)

A pouca efetividade do controle das leishmanioses estd em consonancia com
seu estatuto de Doenga Tropical Negligenciada (DTN) e reemergente. As DTNs sao
prevalentes em areas com populacio de baixa renda e baixo Indice de Desenvolvimento
Humano (IDH), onde também a pobreza ¢ endémica. Segundo a Fundagdo Oswaldo
Cruz (Fiocruz), as DTN, junto com a tuberculose, sdo responsaveis por 11,4% da carga
global de doengas2. Sao classificadas em trés categorias pela OMS, considerando
emergéncia, controle e disponibilidade de medicagdo. As leishmanioses classificam-se,
juntamente com a dengue e a tripanossomiase humana africana (THA), na Categoria 1,
das NTD Major, cujo controle ¢ ineficiente e a emergéncia, alta (Lindoso & Lindoso,
2009). Um dos fatores para dificuldade no controle ¢ a grande variedade de espécies

distintas de Leishmania e seus respectivos perfis epidemioldgicos (Arruda, 2005).

Dentre os elementos que contribuem para a expansao da doenga, encontram-se
o desflorestamento, a urbanizagdo e a migra¢do sem controle, devido as caracteristicas
epidemioldgicas da Leishmania. Os padrdes epidemiologicos da LTA no Brasil podem

ser resumidos em:

a) silvestre, em que o ciclo da Leishmania ¢ basicamente zoonoOtico,

acometendo o humano quando em contato com o ambiente silvestre em enzootia;

b) ocupacional/lazer, quando a transmissdo decorre da exploracdo da mata,
derrubada de florestas ¢ instalacdo desordenada de moradias, situacOes comuns na
construcdo de grandes obras de desenvolvimento, como hidrelétricas, estradas, ou
mesmo em situacdes de exploragdo legal ou ilegal de recursos naturais. Também
encaixa-se neste padrdo os casos de transmissdo por ocasido de ecoturismo ou

treinamentos na mata;

¢) Periurbano/ rural, que se relaciona com a ocupacao de encostas e outras

areas de matas residuais proximas aos centros urbanos (Brasil, 2007).

1 http://portalsaude.saude.gov.br/images/pdf/2016/fevereiro/24/LTA-Casos-14.pdf
2 http://agencia.fiocruz.br/doen%C3%A7as-negligenciadas
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2.4. Transmissao

A transmissdo da leishmaniose se d4 por hematofagia, com a picada do vetor,
que adquire o parasita durante o repasto em animais-reservatorios € o transmite, em
outro repasto, a0 homem ou a outro mamifero. Envolve, respectivamente, diferentes
espécies de parasita, vetores, reservatorios e hospedeiros, em um ciclo complexo, que

apresenta diferencas de acordo com a regido geografica e alteragdes ambientais.

Reservatérios sdo animais que possibilitam a circulagdo da Leishmania em
determinada 4rea. Dentre os pardmetros para determinar uma espécie como reservatorio,
o Ministério da Saude lista o status taxondmico do animal, a distribui¢do geografica do
hospedeiro e do parasita, a distribuicdo microrregional do parasita e do reservatorio em
diferentes ecossistema de um dado bioma, a prevaléncia da leishmaniose entre
hospedeiros machos, fémeas, adultos e jovens e estudos longitudinais que considerem o
impacto do parasita na populagdo e no individuo, a flutuacdo sazonal, a

transmissibilidade e a estabilidade da infecgdo (Brasil, 2010).
2.5. Tratamento

Ainda que se registrem esforcos para o desenvolvimento de vacinas contra as
Leishmania spp, incluindo testes em humanos com promastigotas de L. major que
revelaram diversas reagdes adversas e testes clinicos com antigenos do parasita — que,
por sua vez, se mostraram ineficientes —, ndo hd ainda imunizagdo contra as doencas
ocasionadas pelo protozoario (Soto et al., 2009). Na auséncia de medidas profilaticas
eficientes dada a dificuldade do combate a vetores e reservatorios, e diante da
inexisténcia de vacinas, a medida mais eficaz de combate aos efeitos nocivos da doenca
¢ o tratamento. O tratamento da LTA, todavia, ¢ um desafio porque as drogas
disponiveis apresentam elevada toxidade, e nenhuma delas ¢ bastante eficaz (Sundar et
al., 2001). A recidiva, a falha terapéutica em pacientes imunodeprimidos e a resisténcia
ao tratamento sao fatores que motivam a busca de uma droga ideal (Lima et al, 2007).
Além disso, as drogas que estdo disponiveis hoje no mercado tém varios efeitos
colaterais e apresentam sinais crescentes de resisténcia (Oliveira et al 2011; Savoia
2015).

O tartaro emético, um composto antimonial trivalente, foi introduzido em 1912

por Gaspar Vianna. Considerada muito toxica, a forma trivalente foi posteriormente
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substituida pela pentavalente, de menor toxidade e entdo considerada mais eficiente. O
gluconato de antiménio sodico (estibogluconato de sddio) foi produzido em 1936 por
Schmidt, registrado sob nome comercial de Pentostam pelo laboratorio Glaxo-
Wellcome. Na Franga, foi introduzido o N-metil glucamina (antimoniato de
meglumina), patenteado pelo laboratorio Rhone-Poulenc-Rohner como Glucantime.

Durante as ultimas sete décadas, os tratamentos das varias formas de
leishmanioses t€ém como droga de primeira escolha os antimoniais pentavalentes (SbV).
Estes, entretanto, apresentam problemas como alta toxidade, resisténcia, dificuldade de
administracdo e alto custo (Martinez & Marr, 1992; Sampaio et al, 1997). Segundo
Almeida e Santos (2011), falhas terapéuticas e alto indice de recidivas ocorrem na
forma mucosa tratada com estes medicamentos (Amato, 1997; Name et al, 2005). Vale
enfatizar que, mesmo com o tratamento adequado, a ocorréncia de recidivas e/ou
comprometimento mucoso ¢ frequente (Marsden, 1996; Sampaio & Marsden, 1997;
Brasil, 2000; Brasil, 2002; Brasil, 2007; Brasil, 2010).

Para a maioria das regides endémicas, a OMS recomenda o tratamento com
antimonio pentavalente a SbV 20mg/kg por dia durante 20-28 dias consecutivos
(Reithinger et al, 2007). Inicialmente, era administrado 10mgSbV/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).

O antimoniato de N-metil glucamina, indicado como primeira escolha para todas
as apresentagdes de LTA, ¢ contraindicado para pacientes coinfectados com HIV e para
gestantes, ainda que seu uso seja considerado seguro para lactantes dada a baixa
concentragdo de SbV no leite materno (3,5 pg Sb/ml). Figuram como segunda escolha a
anfotericina B e o isotionato de pentamidina, cujos altos custo e toxicidade contribuem
para sua baixa difusdo (Oullette et al., 2004). A pentamidina, além do alto grau de
toxicidade, teve eficacia comprometida com o aumento da resisténcia do parasita a
substancia. J4 o antifingico antofericina B lipossomal, ainda que menos toxico que a
pentamidina, tem custo proibitivo para a maioria dos doentes, além da dificuldade
inerente a administracao intravenosa.

Os compostos antimoniais pentavalentes t€ém ac¢do na bioenergética das formas
amastigotas da Leishmania, inibindo a glicose e a oxidagdo dos 4cidos graxos e,

consequentemente, reduzindo a producdo de ATP e AGP. Observa-se decréscimo da
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produgdo de CO? a partir da glicolise diante da exposicao a 500 mg de SbV/ml (Brasil,
2007).

O SbV, cujo mecanismo de agdo ainda ndo ¢ totalmente decifrado, precisa se
reduzir biologicamente em uma forma trivalente (SbIII), mais toxica, para ativar sua
acdo (Kumar et al., 2010). O ambito dessa conversdo, se no parasita ou na célula do
hospedeiro, permanece igualmente desconhecido. Alguns estudos indicam que essa a¢ao
ocorre nos macrdfagos, enquanto outros apontam para a ocorréncia no parasita em si,
nao sendo descartada a possibilidade de que ambos possam ocorrer simultanecamente
(Oullette et al., 2004).

A Organiza¢ao Mundial de Satide recomendou recentemente a utilizagdo de uma
combinag¢do de drogas leishmanicidas, a fim de diminuir a concentracdo e a toxicidade
das dosagens necessarias, bem como para retardar o desenvolvimento de resisténcia
(WHO, 2015). Mesmo com essa recomendagdo a preocupagdo quanto resisténcia aos
medicamentos emergentes constitui um dos principais problemas para as quimioterapias

atuais contra leishmaniose.

2.6 Resisténcia

E importante fazer distingdo entre a resisténcia aos farmacos e a falha
terapéutica. Enquanto a resisténcia a droga em si relaciona-se com mecanismos
especificos de resisténcia do parasita as substincias das drogas utilizadas para sua
eliminacdo, a falha terapéutica resulta da dindmica parasita-hospedeiro-farmaco ¢
multifatorial, ou seja, pode envolver eventos de diferentes naturezas (Torres 2009)

No Brasil, a terapéutica para a LTA estabelecida pelo Ministério da Satde prevé
o tratamento com antimoniato de meglumina como droga de primeira escolha. Na
observancia de falha na cicatrizacdo completa das lesdes apos 90 dias do fim do
tratamento, submete-se o paciente a novo ciclo de tratamento com a mesma droga. O
prazo para observagdo da cura, desta vez, pode ser de até seis meses, considerando que
lesdes nos bragos e pernas podem levar mais tempo para cicatrizarem. Caso ndo seja
observada a cicatrizagdo, constata-se a falha terapéutica, situagdes em que ndo ocorreu
cura clinica apos a segunda série regular de tratamento com antimonial pentavalente,
procede-se a introdu¢do de uma droga de segunda escolha: antofericina B ou

pentamidina (Brasil, 2007).
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Alguns fatores relativos ao parasita e ao hospedeiro vertebrado podem
influenciar na resposta terapéutica, como a sensibilidade a droga e resposta imunoldgica
da pessoa em tratamento, espécie-dependente, resisténcia adquirida, irregularidade no
tratamento, critérios laboratoriais de cura parasitalogica; ou ao hospedeiro estado imune
e a droga, bem como as propriedades farmacocinéticas e particularidades da
farmacodindmica do antiménio (Lima et al, 2007; Chakravarty & Sundar, 2010;
Carvalho et al, 2013).

As respostas clinicas, portanto, podem ter apresentacdes diferentes por fatores
que vao da variagdo genética entre parasitas de uma mesma espécie a dificuldade de
monitoramento e avaliagao das experiéncias terapéuticas por auséncia de sistematizacao
dessas praticas (Romero et al., 2001).

Outros fatores, de mais dificil afericdo, também influenciam no sucesso do
tratamento e podem se relacionar com a resisténcia do parasita. Ha estudos que indicam
relacdo entre o tempo de manifestacdo da infec¢do e o inicio do tratamento. Lesdes
recentes tratadas com antimoniato de meglumina apresentam maior indice de falha
terapéutica quando contrastadas com lesdes ulceradas mais antigas (Unger et al, 2009).

A idade do individuo também parece ser um agente da resisténcia clinica: um
estudo indicou menor indice de resposta em pacientes de leishmaniose cutanea menores
de quinze anos no continente asiatico (Layegh et al, 2011), enquanto outro, conduzido
na América Latina, indicou que criangas abaixo dos cinco anos de idade apresentaram
menor resposta a terapética com antimoniais pentavalentes (Palacios et al, 2001). As
criangas parecem apresentar menores concentracdes plasmaticas de antiménio em
relacdo aos adultos (Cruz et al, 2007).

Importante salientar que, um paciente que apresenta lesdes que nao cicatrizam
ou recidivam ao tratamento ndo significa que seja portador de uma cepa de Leishmania
resistente. Alguns casos demonstram que os pacientes refratarios ao tratamento sdo em
geral individuos que possuem estado imunitirio deficiente. Sabendo-se que o N -
metilglucamina age a medida que os macrofagos sejam estimulados e o paciente
infectado comece a responder contra o parasita, acredita-se que os imunodeprimidos nao
respodem bem ao tratamento.

Para além dos elementos exogenos ao tratamento, percebe-se aumento da
resisténcia do parasita as formulas com antimdénio, com o aparecimento de cepas de

parasitas resistentes ao tratamento classico. Segundo Romero e colaboradores (2001), a
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taxa de cura o tratamento com drogas a base de antimdnio ¢ de aproximadamente 50%
no caso de infec¢do por L. (V.) braziliensis, em contraposicdo a taxa de
aproximadamente 26% para casos de infecgdo por L. (V.) guyanensis.

O antimonial pentavalente (SbV) pode ser considerado uma pro-droga, pois
reduz-se a fragdo trivalente (SbIII), mais toxica, porém mais eficaz contra o protozoario
nos macrofagos. Mecanismos como capacidade insuficiente de conversdo do SbV a
Sblll, baixa captagdao das substancias e alto efluxo da droga podem estar relacionados
com a resisténcia molecular (Kazemi-Rad et al, 2013). A resisténcia ao antimonio em L.
(L.) donovani pode promover mudancas tanto na resposta imune do hospedeiro quanto
na taxa de absor¢do e de efluxo dessa substancia pelas células hospedeiras infectadas
(McConville & Ralph, 2013).

As drogas mais eficazes no tratamento da leishmaniose, o N-metil glucamina e
miltefosine, sdo drogas de depdsito de eliminacdo lenta, o que facilita e propicia a
resisténcia pelo parasita. O SbV atua no parasita na forma amastigoto no fagolisossomo
e pode reduzir-se a Sb III no citosol ou no fagolisossomo, agindo no parasita na forma
trivalente. Determinados tidis, como tripanotiona e glicilcisteina, podem atuar de modo
ndo enzimdtico na reducdo do SbV para SbIIl (Oullette et al., 2004), tendo acdo
essencial na desintoxica¢cdo de metais na estrutura do tripanossomatideo (Biyani et al,
2011). Esse mecanismo de agdo dos compostos a base de antimdnio pentavalente - a
ativacdo de sua forma trivalente e consequente disfungdo do metabolismo de tiol do
parasita — ¢ aparentemente desarmado nos parasitas resistentes ao antimonio (Perry et
al, 2015).

Ainda que o modo exato do mecanismo de acdo e resisténcia aos antimoniais
nao seja claro, as seguintes observagdes sao importantes quando relacionadas a droga e
sua relagdo com a Leishmania. Em relagdo a aplicacdo da droga, ocorre a geragao de
estresse oxidativo da célula através da deplegdo de tiol e bloqueio da regeneragao deste,
induzido por tripanotiona redutase (Wyllie et al., 2004). Tanto os antimoniais
pentavalentes quanto os trivalentes t€ém acdo na mediacao da fragmentacao do DNA do
parasita, o que indica a eficacia na destrui¢do da Leishmania na reminiscéncia da
apoptose (Oullette et al, 2004).

Redu¢dao ou perda no processo de ativacdo do antimonio pode favorecer a
resisténcia do parasita (Oullette et al, 2004), que pode deter outros mecanismos

bioquimicos de resisténcia ao metal além do transporte de conjugados tiol-metal
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(Kumar et al, 2010). Estudos focados na resisténcia ao metal foram desenvolvidos a
partir da analise de mutacdes resistentes ao SblII e ao arsenito (AslIl), e indicaram que a
mutacdo de um dos diferentes transportadores utilizados pelo SbV e Sblll podem ser
uma explicacdo para a resisténcia a droga (Brochu et al, 2004). Légaré e colaboradores
(2001) relacionam a resisténcia ao metal a proteina de transporte do cassete de ligacdo
ao ATP (ABC) PGPA em testes in vitro. Neste modelo, o conjugado de tripanotiona —
composto de glutadiona e espermidina especifico dos cinetoplastideos — ¢ Sb ¢
sequestrado em um vactolo pela proteina PGPA ou expurgado da célula por uma
bomba de tiol durante o processo de desintoxicacdo (Brochu et al, 2004).

E sabido que moléculas secretadas e proteinas da superficie do parasita sdo
importantes na infec¢ao, do contato inicial com a célula do hospedeiro a acdo sobre a
producao de citocinas e ativacao das células imunes (Soto et al, 2009).

O antimonial pentavalente atua no parasita amastigoto no fagolisossomo ou pode
ainda reduzir-se a Sb III no citosol ou no fagolisossomo e agir no parasita na forma
trivalente (figura 2). Determinados ti6is, como tripanotiona e glicilcisteina, podem atuar
de modo nao enzimatico na redugdo do SbV para SbIlIl (Oullette et al., 2004), tendo
acdo essencial na desintoxicag@o de metais na estrutura do tripanossomatideo (Biyani et
al, 2011).

No parasita, observam-se a geracdo de estresse oxidativo e nitrosativo através da
manipulagdo da célula hospedeira (Mookerjee & Mookerjee, 2006), a promocao de
varios efeitos de ativagdo imune, além de maior protecao contra o estresse oxidativo
(Vanaerschot et al., 2012). A Leishmania, ainda, apresenta habilidades para acdes
especificas que favorecem a imunossupressdo ¢ exportagdo da droga para fora das
células hospedeiras (Mukherjee et al., 2013).

Os parasitas do género Leishmania sdo altamente aptos a manipular as vias de
sinalizacdo dos macrofagos para subverter as fungdes dessa célula, fazendo com que
alguns mediadores pro-inflamatérios sejam induzidos em macréfagos infectados
podendo propagar ainda mais a infec¢ao (Gregory & Oliveira, 2005; Saldanha et al,
2012).

Os parasitas de Leishmania sdo peritos na manipulacdo de dosagem de gene
através de aneuploidia macica (Downing et al, 2011; Mannaert et al, 2012) e a formagao

de epissomas circulares extracromossoémicos. Sao como "caixas de ferramentas de
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emergéncia" que podem conter varios genes que podem ser regulados rapidamente em
um ambiente estressante ou onde contenha droga (Leprohon et al., 2009a).

Diversas substancias estdo sendo testadas como drogas leishmanicidas, sendo
que as principais estdo direcionadas para a inibicdo de vias metabdlicas vitais e
especificas do parasita (Soares-Bezerra et al, 2004). Dentre algumas delas podemos
citar as inibidoras do metabolismo de folatos (Becker & Ullman, 1991), as inibidoras da
sintese de poliaminas; inibidoras da sintese de tubulinas (Callahan et al, 1996;
Werbovetz et al., 1999); inibidoras da biossintese de esterdides (Gaughan et al., 1995;
Wang et al., 1997) azolicos (cetoconazol e itraconazol). Entretanto, a resposta clinica
frente ao tratamento com essa classe de farmacos depende do tipo de Leishmania.
Novos farmacos como a lovastatina e as alilaminas (terbinafina) também promovem

alteracdes no metabolismo dos esterodides.

2.7. Biologia molecular

O estudo de genes estagio-especifico dos parasitas fornece dados sobre as
diferentes formas de vida e da interagdo do parasita com o hospedeiro. Alem disso,
esses estudos podem proporcionar importantes ferramentas para desvendar os
mecanismos envolvidos na regulacao da expressao génica. A trajetoria da secregdo
protéica, assim como o papel das proteinas secretadas pela Leishmania sp ainda ndo
foram plenamente caracterizados (Cuervo et al., 2009).

Em 2005, o sequenciamento do genoma de L. major identificou 8.311 genes
codificadores de proteinas e forneceu uma estrutura para futuros estudos gendmicos
comparativos (Ivens et al, 2005). Estudos do DNA do parasita t¢ém mostrado sua ampla
diversidade. Variagdes genéticas de uma espécie podem dar origem a caracteristicas
como diversidade antigénica, viruléncia, patogenicidade e resisténcia as drogas (Paiva-
Cavalcanti et al, 2009), como as indicagcdes de que DNA amplificado derivado do
cromossomo 9 pode se relacionar com a resisténcia ao SbV (Brochu, 2004).

Gragas a disponibilidade de genomas sequenciados de diferentes espécies de
Leishmania (www.genedb.org), a partir do conhecimento das sequéncias de DNA dos
genes, pode-se deduzir a sequéncia de aminoacidos das proteinas por eles codificadas.
Essa informacgdo ¢ de grande importancia, ja que a sequéncia de aminoacidos de uma
proteina € a caracteristica primordial que define sua forma e funcdo (Gygi & Aebersold,

2000; Locke, et al.2002). Uma vantagem dos genomas sequenciados € a de viabilizar a
25



analise de proteomas que, por definicdo, representam o perfil de proteinas expressas
num determinado organismo numa condic¢ao precisa.

Mudangas genotipicas e fenotipicas devem ser examinadas no contexto de uma
estrutura dinamica populacional, bem como processos seletivos induzidos pelo
tratamento medicamentoso. Este padrdo pode mascarar sinais de evolugdo adaptativa
(Elyashiv et al. 2010).

Uma comparagao detalhada entre genomas de Leishmania revelou um fundo
impressionante de conservacao ao nivel do gene. Além disso, em contraste com as
grandes diferengas fenotipicas causadas por cada uma das espécies, menos de 50 genes
foram diferencialmente distribuidos, o que indica que podem existir alguns genes
especificos aperfeigoando a percepg¢dao de presenga ou auséncia de genes ortdlogos
(Dujardin 2009; Leprohon et al, 2009a, b).

A disparidade entre genomas sugere que as adaptacOes sistémicas, que
substancialmente e globalmente alteram o proteoma, t€ém um papel na resisténcia a
droga (T'Kindt et al. 2010). Estudos anteriores visam genes especificos € apontam
diferentes padrdes de superexpressao em parasitas antimoniais-resistentes (Adaui et al.
2011).

Em estudo de proteoma realizado por Urdapilleta (2011) com cepa de
Leishmania spp de paciente que ndo respondeu a diversos tratamentos foi detectada a
superexpressao de proteinas que podem estar relacionadas a resisténcia desses agentes.
No isolado de L. (V.) braziliensis de um paciente que recidivou lesdes de mucosa apds
uso de todas as drogas especificas de primeira e segunda escolha e também outras
drogas de experimentagdo apds acompanhamento de mais de duas décadas, as proteinas
que mais apareceram foram putative heat shock 70 (HSP70LB) related protein 1
mitochondrial precursor L. (V.) braziliensis e ATPaselb subunidade alfa L. (V.)
braziliensis. Ja para o isolado de L. (L.) amazonensis de um paciente portador de
leishmaniose cutanea difusa, a proteina malato desidrogenase L. (L) amazonensis foi
identificada em maior quantidade do que a utilizada como padrao.

Leroux e colaboradores (2006) comprovaram que a malato desidrogenase
mitocondrial, citoplamatica e glicossomal sdo expressas ao longo do ciclo de vida da
Leishmania spp. € que sdo mais abundantes na forma amastigota que promastigota, o

que favorece uma maior atividade do ciclo de Krebs, tendo um aumento na producao de
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ATP e consequentemente maior capacidade de degradar piruvato em dioxido de
carbono.

As proteinas que apresentam atividade ATPase, estdo envolvidas em vdrias
fungdes celulares como na maquinaria de pré-replicagdo (Neuwald et al, 1999;
Calderano et al, 2011). As heat shock protein 70, entre outras fungdes, estdo envolvidas
na viruléncia do parasita.

Durante a transmissdo ao mamifero, o parasita deve suportar diferentes situacdes
criadas pelo organismo do hospedeiro como as variagdes de pH e temperatura,
oxidantes produzidos por macrofagos do hospedeiro. As chaperonas moleculares
conhecidos como as proteinas de choque térmico (HSP) s3o fundamentais para a
sobrevivéncia intracelular, diferenciacdo e viruléncia (Shonhai et al. 2011).

Proteinas de choque térmico (HSP) sdo de uma familia de proteinas cuja fungao
¢ proteger a célula de estimulos toxicos externos (Biyani et al, 2011), oferecendo forte
resposta de estimulo imune em mamiferos (Kumar et al, 2010). Possuem este nome por
terem sido identificadas pela primeira vez em células expostas em altas temperaturas.
As proteinas dessa familia nas Leishmania fazem parte de um grupo multigénico, e a
regulagdo desta familia ocorre no nivel pos-transcricional (Shonhai et al. 2011, Requena
et al., 2015). A fim de garantir a funcionalidade de eventuais proteinas defeituosas, as
HSP reconhecem a estrutura alterada, reparam, montam e translocam peptideos
alterados através da membrana celular.

Virios estudos demonstram a fun¢do das HSP como chaperonas moleculares,
isto €, interagem com outras proteinas e, deste modo, minimizam a probabilidade dessas
proteinas se correlacionarem impropriamente umas com as outras. Os papéis de HSP
nas interagdes parasita-hospedeiro tém recebido atencdo considerdvel a partir de
perspectivas clinicas e bioldgicas. A partir da perspectiva do hospedeiro essas proteinas
expressas induzem a resposta imunologica (Polla, 1991; Maresca & Kobayashi, 1994),
sendo, portanto, potencialmente uteis na geracdo de vacinas.

Do ponto de vista do parasita, a sintese de HSP ¢ um mecanismo de defesa que
permite que o parasita sobreviva em diferentes situagdes térmicas ao longo de seu ciclo
de vida (Tsuji et al, 1997), funcdo da HSP70 na defesa celular, parece estar baseada na
sua capacidade de associar-se com outras proteinas, de modo que modifique o destino e
a fun¢do (Rico et al., 1998). A temperatura ¢ um agente de diferenciagdo no ciclo da

Leishmania: durante a infec¢do, o parasita ¢ exposto ao aumento de temperatura
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consequente a transmissdo do hospedeiro invertebrado para o vertebrado, sendo um
sinal fundamental para o desenvolvimento da forma promastigota para a amastigota
(Brochu et al., 2004).

No género Leishmania, a HSP70 estd envolvida no processo de diferenciagao
celular de promastigotas para amastigotas, porém a base molecular deste processo ainda
ndo estd esclarecida (Bente et al., 2003).As proteinas pertencentes a esta familia
auxiliam na garantia do dobramento adequado das cadeias polipeptidicas como também
desempenham uma fungao essencial na importagdo de proteinas para as mitocondrias e
para o reticulo endoplasmatico, ligando-se a proteina precursora, sem sua conformagao
nativa, durante o transporte. A libera¢ao de polipetideos recentemente sintetizados pela
HSP70 necessita de hidrolise de ATP. Essa requisicdo energética ¢ imprescindivel
durante os estagios subsequentes de importagdo para a mitocondria (Kelley, 1998).

A resposta das células de Leishmania spp a exposi¢ao ao SblIl, aumentando a
proteina HSP70, aponta para o papel dessa proteina nos mecanismos de resisténcia do
parasita ao antimonio (Maharjan et al., 2015). Em alguns estudos foi observado que a
HSP70, quando superexpressa, aumentou a tolerancia ao SbIIl em mutantes resistentes
de Leishmania, quando também superexpressos, o que indica seu potencial de defesa
contra a droga (Brochu et al., 2004).

Sabe-se que as proteinas HSP70 mitocondriais desempenham funcdo essencial
na importagdo proteica para a mitocondria, onde a atividade ATPase proporciona a
forca motora para o transporte de polipeptideos através das duas membranas
mitocondriais (Rassow et al., 1999). Elas também participam no dobramento daquelas
proteinas que sdo sintetizadas pela maquinaria de tradugdo mitocondrial, bem como
protegem as proteinas mitocondriais de eventos estressores (Campos, 2007).

O estudo do perfil da expressdo genética pode demonstrar a relacdo da alta
resisténcia de algumas cepas. A deteccdo de modificacdes na expressdo de proteinas
envolvidas em vias metabdlicas importantes, incluindo a glicélise, gliconeogénese,
estresse oxidativo entre outros podem ter um papel fundamental na sobrevivéncia do
parasita e torna-los mais resistentes comparando-se com outros que nao tenham essa
super expressdao. No decurso do surgimento de resisténcia & droga, o parasita pode
expressar conjunto potencial de genes que sdo expressos diferentemente. As proteinas
do parasita identificadas poderiam servir como marcadores substitutos para resisténcia

ou susceptibilidade (Biyani, 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Identificar a super expressdo das proteinas malato desidrogenase, proteina de
choque térmico HSP70 e subunidade alfa ATPase de culturas de L. (V.) braziliensis
isoladas de pacientes com diagnodstico de LTA sem resposta adequada ao tratamento

comparando-as com as proteinas de isolado padrao de L. (V.) braziliensis.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Clonar e expressar as proteinas putative heat shock 70 related protein 1
mitochondrial precursor, ATPaseLb subunidade alfa e Malato Desidrogenase Lb de
Leishmania na sua forma recombinante em sistema heterdlogo em E.coli.

3.2.2 Purificar as referidas proteinas recombinantes por afinidade em coluna de
agarose-niquel.

3.2.3 Produgdo de anticorpos especificos.

3.2.4 Analisar por western blot o padrao de expressao das referidas proteinas em
extratos das cepas criopreservadas de pacientes que ndo responderam adequadamente
aos tratamentos com N - metilglucamina (NMG).

3.2.5 Comparar o padrdo encontrado das cepas de pacientes com extrato de cepa

controle de L. (V.) braziliensis.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Isolados de Leishmania estudados.

4.1.1. Isolados de L. (V.) braziliensis de pacientes: culturas identificadas por
técnicas moleculares (Graziani, 2013) de pacientes considerados resistentes ¢ nao
resistentes ao tratamento com SbV mantidas criopreservadas (-96°C) no laboratorio de
Dermatomicologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia.

4.1.2. Cultura controle de Leishmania identificada como L. (V.) braziliensis

(MHOM/BR/94/M15176), cedido pelo Instituto Evandro Chagas-Belém, Para.

4.2 Realizacio de culturas dos isolados dos pacientes.

No laboratério de Dermatomicologia, da Faculdade de Medicina, apos
descriopreservacao da amostra de cultura, foi coletado uma aliquota do mesmo, com
auxilio de uma seringa de ImL contendo 0,2-0,5mL de solugdo salina. O material
aspirado foi adicionado ao meio McNeal, Novy e Nicolle (NNN), pH 7,2 a 22 °C e
acompanhado durante cinco dias. Apos esse periodo, a cultura foi transferida para o
meio Schenneider suplementado com 0,02% de gentamicina e 20 % de soro fetal bovino
(SFB). As culturas foram entdo processadas no Laboratorio de Interacdo Parasita
Hospedeiro, da Universidade de Brasilia, onde foram mantidas em incubadora e tiveram
o seu crescimento controlado diariamente até atingir a quantidade satisfatoria de 107

células por mL.

4.3 Contagem dos parasitas

Ap6s replicagdo das formas promastigotas, ou seja, com os parasitas em fase
logaritmica, a cultura foi diluida dez vezes colocando-se 90 pL de cultura e 10 pL de
formaldeido com o objetivo de imobilizar as formas. Em um outro tubo os parasitas
fixados foram suspensos em uma solucdo contendo 10puL do meio de cultura e 90uL de
PBS, Apds homogeneizacao foi utilizado 10uL dessa suspensdo para preencher a

camara de Neubauer onde foi realizada a contagem dos parasitas.
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Foram contados dois quadrantes na diagonal dos dezesseis quadrados e
calculado o nimero de parasitas. A concentragdo final na amostra utilizada para as

proximas etapas foi de 1 x 107 células por mL.

4.4 Extracao de DNA dos parasitas

Para extracdo de DNA das culturas de Leishmania utilizou-se o protocolo de
Medina-Acosta e Cross (1993) modificado. Fez-se a preparacdo prévia da massa de
cultura a ser extraida. Primeiramente, 1x10’ de células foram separadas por
centrifugacdoem em tubo de Falcon (50mL), 3400rpm por 10 minutos e descartado o
sobrenadante. Repetiu-se o processo de centrifugacdo a 3400rpm por 5 minutos com
posterior descarte do sobrenadante e suspensdao do sedimento em 5 mL de PBS estéril
por trés vezes. O pellet obtido foi ressuspendido com o tampao TELT (Tris-HCI 10mM,
EDTA 100mM, SDS 0,5%) contendo RNAse a 20pug mL e incubado a temperatura de
37°C por 2 horas. Posteriormente foi adicionado proteinase K e incubado a 50°C por
18h. O material lisado foi dividido em tubos de 2mL. Adicionou-se fenol/cloroférmio
aos tubos e levou-se a fraca agitagdo por 5 minutos. As fases foram separadas por
centrifugacdo a 13000 x g por 5 minutos e a fase aquosa foi recuperada. Nesta foi
adicionada etanol absoluto. A mistura foi homogeneizada e permaneceu em temperatura
ambiente por 5 minutos. Novamente centrifugar a 13000 x g por 10 minutos e lavado o
pellet com etanol 70%, centrifugado e etanol descartado. O pellet foi seco e
ressuspendido com tampao TE (Tris-HCI e EDTA).

O DNA gendmico de promastigotas da cepa de L. (V.) braziliensis
controle foi extraido e o material foi aliquotado e armazenado a -20 °C e,

posteriormente, utilizado em reagdes de polimerizagdo em cadeia (PCR).

4.5 Desenho dos primers

Os primers foram desenhados com a finalidade de amplificar e seqiienciar as
regides das proteinas putative heat shock 70 related protein 1 mitochondrial precursor,
ATPaselb subunidade alfa e Malato Desidrogenase Lb. Foi realizado um alinhamento
das regides supracitadas disponiveis no GenBank. Para o desenho dos primers foi

levado em  consideragio a  clonagem  futura no kit  In-Fusion®
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HD Cloning considerando-se as extremidades homologas e sequéncia especifica para o

gene alvo, além de serem definidas as enzimas de restricdo especificas para o estudo.

4.6 PCR

Cada reacdo de PCR foi padronizada de acordo com o primer utilizado, sendo
compostas de tampao da reagdo (200mM Tris-HCI1 pH 8.4, 1,5 mM MgCI2, 500mM
KCI), dNTPs, Taq polimerase (GE Healthcare) os primers e o DNA da Leishmania em
um volume total de 50ul. Foi levado em consideracdo as principais etapas de
desnaturagdo da fita molde de DNA (duragdo entre 30 s a I min a temperatura entre 92
°C a 96 °C; o pareamento dos iniciadores da reacdo de polimeriza¢do e a ligacdo a
regido complementar da fita de DNA (duracdo de 30 s a 1 min a temperatura entre 58 °C
e 65 °C; e a amplificacdo das novas fitas (duragdo entre 45 s ¢ 1 min a 72 °C). Os
produtos de DNA foram submetidos a eletroforese em gel de agarose de 1 a 1,5%,
corados com brometo de etidio a 0,5ug/ml, visualizados em transiluminador e
fotografados.

Foram realizadas diversas amplificagdes utilizando a Taq polimerase com o
intuito de padronizar as condi¢des ideais para cada um dos primers (Tabelas 1 e 2).
Foram avaliados os quantitativos dos reagentes utilizados, realizados gradientes de
temperatura no anelamento das amplificagdes, alterando o quantitativo de ciclos entre
outras alteragdes para formacdo e finalizacdo de melhores produtos. Esta padronizagao
foi realizada e utilizada para continuidade da pesquisa a amplificagdo com Pfx 50™
DNA polimerase (Ivitrogen) uma vez que esta corrige os erros durante a sintese do
DNA.

Tabela 1: Padronizac¢do das condi¢cdes de PCR para HSP70LB, Malato Desidrogenase

Lb e ATPaseLb. i
Enzima Tampao DNTP Mg Primer Primer DNA Agua
ul ul uL pL 1 uL 2 ulL Milliq

HSP70LB 0,4 5,0 0,8 - 15 L5 1,5 39,3

Malato 0,8 5,0 08 - 2,0 2,0 2,0 37

ATPaseLb 0,4 5,0 0,8 - 15 1,5 1,5 39,3

Tabela 2: Padronizagao das condi¢gdes de PCR para HSP70LB, Malato Desidrogenase
Lb e ATPaseLb.

HSP70Lb Malato Desidrogenase Lb ATPaseLb
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94°C/ 4min 94°C/ 4min 94°C/ 4min

30x  94°C/ Imin 5x  94°C/ 1min 5x 94°C/ 1min
58°(J45seg 50°C/45seg 57°C/45seg
68°C/ Imin 72°C/ 1min 30seg 68°C/Imin 30seg
25x  94°C/ Imin 30x 94°C/ Imin
55°C/45seg 60°C/45seg
72°C/ 1min 30seg 68°C/ 1min 30seg
72°C/ Smin 72°C/ Smin 68°C/ Smin
4°C/ 0 4°C/ o 4°C/ o

4.7 Purificacao da PCR

A banda correspondendo aos fragmentos desejados foi cortada e purificada
utilizando-se kit de purificacao de gel GFX™ PCR DNA and gel band purification kit da

GE Healthcare Illustra™ eluida com agua Milliq e armazenada a -20°C.

4.8 Producao de células competentes

As células E. coli DH50a™ armazenadas em glicerol a —80 °C foram semeadas
por esgotamento em meio Agar Luria Bertani (LB) sem antibioticos e incubadas a 37 °C
por aproximadamente 18 horas (durante a noite). Foram transferidas 4 a 5 colonias
isoladas de E. coli de 1-2 mm para um tubo contendo 1 mL de meio LB liquido sem

3

antibidticos, que foi homogeneizado com o “vortex” em moderada velocidade para
dispersar bem as bactérias. O contetdo do tubo foi transferido para um frasco
Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio LB sem antibidtico e incubado a 37 °C
por 3 horas sob agitagdo constante de 200 x rpm até que atingisse uma densidade optica
(DO), medida em espectrofotdmetro sob o comprimento de onda de 600 nanometros
(DO600), de 0,4 — 0,6. Foi acrescentado 50 mL de meio LB pré-aquecido a 37 °C sem
antibiodticos e novamente a cultura foi incubada a 37 °C sob agitagdo constante de 200 x
rpm até que o crescimento bacteriano atingisse uma DO600 de 0,6 (cerca de 30 minutos

de incubacao).
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Os cultivos de 100 mL do crescimento bacteriano foram divididos em dois tubos
de centrifuga e mantidos em banho de gelo por 10 minutos para baixar a temperatura da
cultura para 0 °C. Ap0s isso, as c€lulas foram recuperadas por centrifugagdao a 2500 x g
por 10 minutos a 4 °C. Cuidadosamente, o sobrenadante de cada tubo foi descartado e o
“pellet” celular de cada tubo foi ressuspendido em 50 mL de cloreto de calcio (CaCl2)
100 mM gelado. Posteriormente, as células foram novamente centrifugadas (2500 x g
por 10 minutos a 4 °C). O sobrenadante foi descartado, o “pellet” celular de cada tubo
foi ressuspendido em 25 mL de CaCl2 100 mM gelado e as células ressuspendidas
foram reunidas em um Unico tubo o qual foi novamente centrifugado, conforme ja
descrito acima. Descartou-se, entdo, o sobrenadante e o “pellet” foi suavemente
ressuspendido em 5 mL de Ca CI2 100 mM gelado e incubado em banho de gelo
durante 15 minutos. Adicionou-se, lentamente gota-a-gota, 1,0 mL de glicerol 70%
estéril gelado, sob agitacdo constante do frasco em banho de gelo. As células foram
envasadas em criotubos (200 pl/criotubo) e rapidamente congeladas em nitrogénio
liquido. Apos o rapido congelamento, as ampolas com as cé€lulas foram estocadas no
ultra congelador —80 °C.

4.9 Clonagem

Apds avaliagdo do sequenciamento, os genes foram sub clonados
individualmente no vetor pET-19b que permite a fusdo de uma cauda de 10 His na
por¢do N-terminal da proteina recombinante. Apds o vetor de clonagem ter sido
linearizado pelas enzimas de restrigdo (Ndel e BamHI) foi purificado usando o kit de
purificagao gel GFX™ PCR DNA and gel band purification kit da GE Healthcare
Hllustra™. Os genes foram clonados no pET19b nos sitios Ndel e BamHI, que estdo
presentes nas sequencias dos iniciadores utilizados na amplificacdo, com a finalidade de
obtermos as proteinas recombinates para estudos funcionais.

Posteriormente os fragmentos purificados de PCR (Malato, HSP e ATPaseLb)
foram misturados e acrescidos ao kit In-Fusion® HD Cloning o qual teve todo o
protocolo realizado e, ap6s a utilizagdo deste o conteudo resultante foi transformado por
choque térmico na cepa DHS5a de Escherichia coli. As células submetidas ao processo
de transformagdo, foram plaqueadas em meio LB-agar contendo ampicilina (50pg/ml),
e incubadas por toda a noite a 37 °C. As colonias resultantes do processo foram
escolhidas e posteriormente realizado o PCR para verificagdo da clonagem. As colonias

foram repicadas em placas com meio LB-agar contendo ampicilina (50pug/mL). O DNA
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Figura 2: Vetor pET — 19b demonstrando o sitio de clonagem entre BamH e Nde.

4.10 Expressao das proteinas recombinantes

Os genes de L. (V.) braziliensis que foram amplificados por PCR utilizando
primers desenhados a partir das sequéncias pré estabelecidas e clonados em In-Fusion®
HD Cloning foram transformados e expressos em E. coli BL21 (DE3). As células
transformadas foram crescidas em meio LB suplementado com 50pug/mL de ampicilina
a 37 °C. As ce¢lulas foram induzidas a Abss de 0,6 com isopropil-1-fB-D-
galactopiranosideo (IPTG) e arabinose nas condicdes de concentragdo, temperatura e
tempo padronizadas para cada gene (Bastos et al., 2005).

A cultura de bactérias foi centrifugada a 3.000g por 5 minutos e apds este
periodo o sobrenandante foi descartado. As bactérias foram ressuspendidas com tampao
de lise (50mM NaH,PO,, 0,3M de NaCl, 10 mM de imidazol e 0,2% de lisozima) para
purificagdo em resina Agarose-Niquel (Sigma). A produgao e solubilidade das proteinas
recombinantes foram avaliadas em SDS-PAGE 15% corados com azul de Coomassie.
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4.11 Western blot

Os extratos soluveis e insoluveis de promastigotas de L. (V.) braziliensis foram
submetidos a SDS/PAGE 12%. Posteriormente, as proteinas foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose (Hybond-C Extra, Amersham) utilizando tampao de
transferéncia 1X (25 mM Tris; 192 mM glicina; 20% metanol e 0,1% SDS). Apds a
transferéncia, a membrana foi incubada por 1 h com PBS/leite 5% para o bloqueio de
ligacdes inespecificas. Em seguida, foram realizadas 3 lavagens de 5 min cada com
PBS. A membrana entdo foi incubada com anticorpo primario, sendo este o anti-His tag
na concentragdo de 1:1.000 em solucdo de PBS/leite 1% por 16 h (para confirmar a
expressdo) e incubadas com soro pré imune ou imune na concentracdo de 1:1.00 (para
confirmar a produgdo de anticorpos contra a proteina recombinante — ATPase e HSP
70). A seguir, a membrana foi lavada novamente 3x com PBS e incubada com o
anticorpo secundario anti-IgG de camundongo conjugado a fosfatase alcalina - Goat
Anti-mouse IgG alkaline Phosphatase Conjugate (Novagen) na concentragdo de
1:3.000. A membrana para confirmacio da expressao foi entdo incubada no tampao da
fosfatase alcalina por 10 min e os imunocomplexos formados foram revelados com o
substrato da fosfatase-alcalina, 5-bromo-4-cloro-3-indolil-1-fosfato/Nitro  Blue
Tetrazolina — NBT/BCIP (Promega). As membranas para confirmacdo de produgdo de
anticorpo foram incubadas com Amersham ECL Western Blotting Detection Reagent
(GE Healthcare Life Sciences) e visualizadas no sistema de detec¢do enzimdtica por
quimioluminescéncia, com anticorpos conjugados com peroxidase de rabano (HRP) que
catalisam a oxidacdo do luminol em presenga de perdxido, o que resulta em emissdo de

luz no equipamento ImageQuant™ LAS 4000.

4.12 Producao de anticorpos.

A proteina soluvel purificada foi administrada na derme de 4 camundongos
machos C57BL/6 para cada proteina recombinante para a produgdo de anticorpos. Antes
do primeiro desafio, amostras de sangue foram coletadas, os soros foram separados das
mesmas, diluidos em glicerol (1:1) e estocados a -20°C. Os animais receberam quatro
doses do antigeno em intervalos de 15 dias. A primeira imunizagdo constitui-se de Sug

de cada uma das proteinas homogeneizadas com adjuvante completo de Freund. As

36



duas imunizagdes seguintes consistiram de Spug de cada uma das proteinas
homogeneizadas com adjuvante incompleto de Freund. A ultima imuniza¢do ocorreu
com 5Sug de cada uma das proteinas purificadas sem adjuvante. Os soros imunes foram
coletados apds 5 dias do ultimo desafio, diluidos em glicerol (1:1) e avaliados em
immunoblot para avaliar a producdo de anticorpos especificos. Além dos soros imunes
foram avaliados os soros pré imunes dos animais utilizando-se o extrato soluvel e
insoluvel de L. (V.) braziliensis assim como a proteina recombinante em diferentes

concentracoes.

4.13 Preparo dos extratos das culturas de L. (V.) braziliensis isoladas de pacientes

considerados resistentes e nao resistentes aos tratamentos.

Foi definido neste trabalho como paciente resistente ou com falha terapéutica
aqueles que foram tratados com a dose de 20mg/Sbv/kg/dia durante 20 dias para a
forma cutanea e 30 dias para a forma mucosa e apresentaram nao reepitelizacao das
lesdes, presenga de infiltracdo, eritema ou exsudato aos 90 dias apos a conclusdo do
tratamento, ou cicatrizagdo inicial com reaparecimento de lesdo em qualquer momento
ap6s a conclusdo do tratamento. Foram classificados como ndo resistentes ou curados,
0s pacientes que apresentaram reepitelizagao das lesdes, auséncia de infiltracdo, eritema
ou exsudato aos 90 dias ap6s a conclusdo do tratamento.

No laboratorio de Dermatomicologia, da Faculdade de Medicina, um total de 26
amostras de cultura de pacientes foram descriopreservadas do nitrogénio liquido. Dentre
as culturas 8 eram de pacientes que nao responderam ao tratamento com antimonial
pentavalente (denominados resistentes) e 18 eram de pacientes que responderam
adequadamente (denominados ndo resistentes). As amostras foram coletadas com
auxilio de uma seringa de ImL contendo 0,2-0,5mL de solu¢do salina. O material
aspirado foi adicionado ao meio McNeal, Novy e Nicolle (NNN), pH 7,2 e deixado a 22
°C por cinco dias, variando este periodo entre as culturas. Apds esse periodo, as culturas
foram transferidas para o meio Schenneider suplementado com 0,02% de gentamicina e
20 % de soro fetal bovino (SFB). As culturas foram levadas para o Laboratorio de
Interagdao Parasita Hospedeiro, da Universidade de Brasilia, onde foram mantidas em
estufa e tiveram o seu crescimento controlado diariamente até atingir a quantidade
satisfatoria de 107 células por mL. No momento em que a cultura atingiu a quantidade

satisfatoria, foi separada em trés garrafas distintas contendo SmL em cada e
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posteriormente realizada o tratamento de duas com o IC50 do N- metil glucamina
(NMQG) ficando identificadas como controle, 24 horas e 48 horas. As culturas foram
centrifugadas a 1.500 rpm por 10 minutos, e apos, foram lavadas 3 vezes com PBS o
pellet foi ressuspendido em tampao de lise - 50 mM Tris-Hel (pH 7.5), 150 mM NacCl, 1
% NP-40, 10 mM EDTA e coquetel inibidor de protease.

4.14 Extirpacio parcial da membrana do Western blot.

Foi realizado a extirpacdo parcial das membranas utilizando-se solugdo de pH
elevado. As membranas apos terem sido visualizadas e fotografadas no equipamento
ImageQuant™ LAS 4000 foram submersas e incubadas por 5 minutos em NaOH 0,2M
seguido de lavagem com dgua por 5 minutos, esse processo foi realizado duas vezes.
Antes de incubagdo no primeiro anticorpo, a membrana foi rebloqueada com TBS/leite

5% por 30 minutos.

4.15 Reincubac¢ao da membrana de Western blot.

As membranas foram incubadas com anticorpo primario, como descrito acima.

4.16 Quantificacdo das bandas proteicas.

As membranas foram avaliadas e as bandas foram comparadas no aparelho
Imagel. Posteriormente utilizamos as bandas de 50 kDa anti — tubulina (anti tat) para
analise das densidades realizando a normalizagdo do Western blot. Essa analise foi
realizada para todos os blots os quais utilizamos anti tat, visto que, as tubulinas sdo
protéinas que compdem os microtiibulos € sdo altamente conservadas entre as espécies
sendo, portanto essencial para controle, verificagdo e normalizacdo dos Western blot

realizados.

4.17 Comité de Etica.
O projeto foi avaliado e aprovado pela Comissio de Etica no Uso Animal

(CEUA) da Universidade de Brasilia pelo nimero UnBDoC n° 152483/2014.

4.18 Avaliacgao estatistica.
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Para a analise dos dados foi utilizado o Teste t de Student.
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5. RESULTADOS
5.1 Analise das sequéncias

5.1.1 Busca no genoma do nimero de sequéncias

Inicialmente foi realizada uma busca no site Gene DB (www.genedb.org) das
sequencias existentes de cada um dos genes observados como super expressas de L.
braziliensis como relatado por Urdapilletta (2011). Houve a andlise das sequencias in
silico do genoma usando BLAST e alinhamento com CLUSTALW.

Para a Malato Desidrogenase Lb observou-se cinco sequéncias distintas:
LbrM.20.0010 - malato desidrogenase mitocondrial; LbrM 20.0020 — malato
desidrogenase, putativa; LbrM.20.0030 - malato desidrogenase; LbrM.20.0040 - malato
desidrogenase, putativa; LbrM.28.3070 - cytosolic malato desidrogenase citosolica;
LbrM.19.1020 - malato desidrogenase glicossomal. Para ATPaseLb subunidade alfa
foram observadas duas sequencias distintas: LbrM.05.0510 e LbrM.05.0520. Para a
HSP70LB foram observadas seis sequencias distintas: LbrM.30.2500; LbrM.30.2430;
LbrM.30.2410; LbrM.30.2420; LbrM.30.2440; LbrM.30.2450.

5.1.2 Alinhamento entre as sequéncias

Posteriormente foi realizado o alinhamento e analise entre as sequéncias
encontradas para a definicdo das regides a serem desenhadas. O alinhamento teve
como papel principal a observagdo comparativa entre os alelos com o objetivo de
identificar quantos desses diferiam para cada gene, além da busca de regides
exclusivas das proteinas estudadas.

Observou-se que nos alinhamentos das sequencias da Malato Desidrogenase
Lb, ATPaseLb subunidade alfa e HSP70LB ocorreu uma similaridade de 74% (Figura
3) e 100% (Figura 4), respectivamente. No entanto, ¢ possivel notar pelo alinhamento
que a sequencia LbrM.05.0510 de HSP70LB apresenta uma extensdo N-terminal que
ndo estd presente na LbrM.05.0520. Na andlise do alinhamento realizado com
HSP70LB (Figura 6) foi possivel perceber que houve grande intervalo de variacdo
entre as andlises de 6,34 a 100% de similaridade o que demonstrou uma diferenca

significativa entre alguns alinhamentos e em outras obtendo-se alelos idénticos.
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20.0010 MRSSATLLSRVAVLGAAGGIGQPLSLLLKCSPLVTDLSLYDIRGGTGVAADLFHIPSPAE 60

20.0030 MRCSRAYFSRVAVLGAAGGIGQPLALLLKNNAHVKELKLYDIKGAPGVAADLSHICSSAK 60
**.* . :****************:**** .. *.:*.****:*..****** * % *'*:
20.0010 VTGFASDELEKAVKGADLVLVAAGT PRKPGMTRDDLENTNAGIVRDLVTAVARAAPKATI120
20.0030 VTGYSQEELNKAVONTDLVLIPAGVPRKPGMTRDDLENTNAGIVRDLVTAVARAAPKATT 120
***: s . :**:***: . :****: .**:***********************************
20.0010 GVISNPVNSTVPVAAETLKKLGAYDPGRLFGVTTLDVVRARTFVAEALGRSPYDIDVPVV 180
20.0030 GVISNPVNSTVPVAAETLKKLGAYDPGRLFGVTTLDVVRARTFVAEALGRSPYDIDVPVY 180
KA KA A KA A KA A A A A KA KA AR A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR KRR KKK
20.0010 GGHSGETIVPLLSGFPSLSKEQVEQLTYRIQFGGDEVVKAKAGKGSATLSMAYAASDWST 240
20.0030 GGHSGETIVPLLSGFPSLSKEQVEQLTYRIQFGGDEVVKAKSGAGSATLSMAHAGNEWAT 240
*****************************************:* ********:*' . :*:*
20.0010 STLKALRGDKGTAEYAFVENDLQQPHCHFFGCAVELGTHGVERVLPTPALNAYEQQLLDA 300
20.0030 AVLRALSGEKGVTVCTYVESS-VEPSCTFFSSPVELGKNGVEKTHCVPKLNAYEEKLMAK 299
::*:** *:**:: ::**.. :* * **...****.:***:: :* *****::*:
20.0010 CVPALSAELRKGVDFAVKTHLTPDC 325
20.0030 CLEGLQGNTKKGVAFGCK-——~--- 317
*: .*..:::*** *. *
SeqA Name Length SeqB Name Length Score
3 20.0010 325 4 20.0030 317 74.0

Figura 3: Resultado de alinhamento das proteinas Malato Desidrogenase Lb mitocondrial
LbrM.20.0010 X Malato Desidrogenase Lb LbrM.20.0030 demonstrando o escore de
semelhanga entre as proteinas analisadas.

LBIM.05.0510 === e e e e e
LbrM.05.0520 MRRFVAQHMAPAVARLASTAAASKSAAPGQKSFFKATEMIGYVHSIDGTIATLIPAPGNP 60

LBIM.05.0510 === e e e
LbrM.05.0520 GVAYNTIIMIQVSPTTFAAGLVENLEKDGRIGIILMDNITEVQSGQKVMATGKLLYIPVG 120

LDrM.05.0510 == mmmmm e e
LbrM.05.0520 TGVLGKVVNPLGHEVPVGLFTRSRALLESEQTLGKVDAGAPNIVSRSPVNYNLLTGFKAV 180

LBrM.05.0510 == mmmm e e
LbrM.05.0520 DTMIPIGRGQRELIVGDRQTGKTSIAVSTIINQVRINQQILSKNAVISIYVSIGQRCSNV 240

LBIM.05.0510 == e e e e e e e e

LbrM.05.0520 ARTIHRLLRSYGALRYTTVMAATAAEPAGLQYLAPYSGVTMGEY FMNRGRHCLCVYDDLSK 300
LbrM.05.0510 ===mmmmmmm e MLSPGKGGGSVTALPIVETLSND 23
LbrM.05.0520 QAVAYRQISLLLRRPPGREAYPGDVFYLHSRLLERAAMLSPGKGGGSVTALPIVETLSND 360
R R R R R R R R R I b I
LbrM.05.0510 VTAYTVTNVISITDGQIYLDTKLFTGGQRPAVNIGLSVSRVGSSAQNVAMKAVAGKLKGT 83
LbrM.05.0520 VTAYIVTNVISITDGQIYLDTKLFTGGORPAVNIGLSVSRVGSSAQNVAMKAVAGKLKGT 420
KAk khkhkhkhkhkhkhkkhkhhkhhhkhhhhkhhkhhhkhhkhhkhhhhhhhkhhhkhhkhhkhhkhkhbhkhkhk kb hhkhhkk
LbrM.05.0510 LAEYRKLAADSVGGSQVQTVPMIRGARFVALFNQKNPSFFMNALVSLYACLNGYLDDVKY 143
LbrM.05.0520 LAEYRKLAADSVGGSQVQTVPMIRGARFVALFNQKNPSFFMNALVSLYACLNGYLDDVKV 480
KKK KKK KRR A AR A AR A AR KA A A A AR A A AR A A AR A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR AR A AKX KK
LbrM.05.0510 NYAKLYEYLLVNKDLSVMYGTATNKFFYMYVQQLNYVIRFFTLSHPVLNAEVEEMLKQHT 203
LbrM.05.0520 NYAKLYEYLLVNKDLSVMYGTATNKFFYMYVQOLNYVIRFFTLSHPVLNAEVEEMLKQHT 540
R R IR R R I b I h b b b b b b b b JE E E dE E h b b h h E E b b b b dh b b b b b b b h b b b b b b b b b b b b b 3
LbrM.05.0510 HLFLQHYQSKMNATKTEKETKALKNLLYSCKRAV 237
LbrM.05.0520 HLFLQHYQSKMNATKTEKETKALKNLLYSCKRAV 574
R R R R R R R R R R R R R R R
SeqA Name Length SeqB Name Length Score
1 LbrM.05.0510 237 2 LbrM.05.0520 574 100.0

Figura 4: Resultado do alinhamento das proteinas ATPaseLb subunidade alfa LbrM.05.0510 X
ATPaseLb subunidade alfa LbrM.05.0520, demonstrando o escore de semelhanca entre as
proteinas analisadas.

LbrM.30.2500 @ @ mm e
LbrM.30.2450 @ —mmmm e
LbrM.30.2420 @ —mm e
LbrM.30.2440 @ @ —mmmm e
LbrM.30.2430 METEVNLPFITANADGAQHIQMHISRSKFEGITTRLIERSIAPCKQCIKDAGVELKEIND 60
LbrM.30.2410 —==—m-—mmmmmm e mm MHISRSKFEGITTRLIERSIAPCKQCIKDAGVELKEIND 39
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LbrM.
LbrM.

LbrM.
LbrM.
LbrM.
LbrM.
LbrM.
LbrM.

LbrM.
LbrM.
LbrM.
LbrM.
LbrM.
LbrM.

LbrM.
LbrM.
LbrM.
LbrM.
LbrM.

30.
30.
30.
30.
30.
30.

30.
30.
30.
30.
30.
.2410

30.
30.
30.
30.
30.
.2410

30.
30.
30.
.2440
30.
30.

30.
.2450
30.
30.
30.
30.

30.
.2450
30.
30.
30.
30.

30.
30.
30.
30.
30.
30.

30.
30.
30.
30.
.2430
30.

30.
30.
.2420
30.
30.
30.

30.
30.
.2420
30.
30.
30.

30.
30.
30.
30.
30.

2500
2450
2420
2440
2430
2410

2500
2450
2420
2440
2430

2500
2450
2420
2440
2430

2500
2450
2420

2430
2410

2500

2420
2440
2430
2410

2500

2420
2440
2430
2410

2500
2450
2420
2440
2430
2410

2500
2450
2420
2440

2410

2500
2450

2440
2430
2410

2500
2450

2440
2430
2410

2500
2450
2420
2440
2430

——————————————————— MFARRVCGGA------AVSAARLVRCESQKVTG----DVIG
——————————————————— MFARRVCGGA------AVSAARLVRCESQKVTG----DVIG
——————————————————— MFARRVCGGA------AVSAARLVRCESQKVTG----DVIG
——————————————————— MFARRVCGGA------AVSAARLVRCESQKVTG----DVIG
VVLVGGMTRMPKVVEEVKRFFQKEPFRGVNPDEAVALGAATLGGVLRGNVGGLILVDVTP
VVLVGGMTRMPKVVEEVKRFFQKEPFRGVNPDEAVALGAATLGGVLRGNVGGLILVDVTP
. .. *: * Kk Kx * * * %
VDLGT--—————=————————————— TYSCVATMDGDKARVLENSEGFRTTPSVVAFKGS
VDLGT--———=—==-——————=———— TYSCVATMDGDKARVLENSEGFRTTPSVVAFKGS
VDLGT--———======—————————— TYSCVATMDGDKARVLENSEGFRTTPSVVAFKGS
VDLGT--———======—————————— TYSCVATMDGDKARVLENSEGFRTTPSVVAFKGS

LSLGTSVIGDIFVPIIPKNTVIPCKRSHTFTTVEDGQTAIKFEVFQGEREMASDNQMMGQ
LSLGTSVVGDIFVPIIPKNTAIPCKRSHTFTTVEDGQTAIKFEVFQGEREMASDNQMMGQ
H *** s . **:.* -* * * *

EKLVGLAAKRQAITNPQSTFYAVKRLIGRRFEDEHIQRDIKNVPYKIVRAGNGDAWVQDG
EKLVGLAAKRQAITNPQSTFYAVKRLIGRRFEDEHIQRDIKNVPYKIVRAGNGDAWVQDG
EKLVGLAAKRQAITNPQSTFYAVKRLIGRRFEDEHIQRDIKNVPYKIVRAGNGDAWVQDG

EKLVGLAAKRQAITNPQSTFYAVKRLIGRRFEDEHIQRDIKNVPYKIVRAGNGDAWVQDG
FDLVGIPPAPRGVPQVEVTFDIDANGICHVTAKDKATCRKQGIVVAASGGLSKEQIEQML
FDLVGIPPAPRGVPQVEVTFDIDANGICHVTAKDKATCRKQGIVVAASGGLSKEQIEQML
SEERL L H * B
—NGKQYSPSQVGAFVLEKMKETAQNFLG ————————— HTVSNAVVTCPAYFNDAQRQATK
-NGKQYSPSQVGAFVLEKMKETAQNFLG----—-——-— HTVSNAVVTCPAYFNDAQRQATK
-NGKQYSPSQVGAFVLEKMKETAQNFLG----————-— HTVSNAVVTCPAYFNDAQRQATK
-NGKQYSPSQVGAFVLEKMKETAQNFLG--—-—————— HTVSNAVVTCPAYEFNDAQRQATK

RDAAQHAKADRVKRELVEARNNAETQLTTAERQLGEWKYVSDAEKENVKTHVAELRKAME
RDAAQHAKADRVKRELVEARNNAETQLTTAERQLGEWKYVSDAEKENVKTHVAELRKAME

. oKk * c oKk . Kok
DAGTIAGLNVIRVVNEPTAAR——CGRD —————————————————————————————————
DAGTIAGLNVIRVVNEPTAAALAYGMDKTKDS————————————————————————————
DAGTIAGLNVIRVVNEPTAAALAYGMDKTKDSLIAVYDLGGGTFDISVLEIAGGVFEVKA
DAGTIAGLNVIRVVNEPTAAALAYGMDKTKDSLIAVYDLGGGTFDISVLEIAGGVFEVKA
NP-NVAKDDLVAATDKLQKAVMECGRTEYQQAAAANSGSSSNSGEQQQQQOQQSSEKN———
NP-NVAKDDLVAATDKLOQKAVMECGRTEYQQAAAANSGCK-——————-—-—-—-—-—————————

TNGDTHLGGEDFDLALSDYILEEFRKTSGIDLSKERMALQRVREAAEKAKCELSSAMETE
TNGDTHLGGEDFDLALSDYILEEFRKTSGIDLSKERMALQRVREAAEKAKCELSSAMETE

VNLPFITANADGAQHIQMHISRSKFEGITTRLIERSIAPCKQCIKDAGVELKEINDVVLV
VNLPFITANADGAQHIQMHISRSKFEGITTRLIERSIAPCKQCIKDAGVELKEINDVVLV

GGMTRMPKVVEEVKRFFQKEPFRGVNPDEAVALGAATLGGVLRGDVKGLVLLDVTPLSLG
GGMTRMPKVVEEVKRFFQKEPFRGVNPDEAVALGAATLGGVLRGDVKGLVLLDVTPLSLG

IETLGGVEFTRMIPKNTTIPTKKSQTFSTAADNQTQVGIKVFQGEREMAADNOMMGQEFDLV
IETLGGVFTRMIPKNTTIPTKKSQTEFSTAADNQTQVGIKVFQGEREMAADNQMMGQFDLV

GIPPAPRGVPQVEVTFDIDANGICHVTAKDKATGKTONITITAHGGLSKEQIEQMVRDSE
GIPPAPRGVPQVEVTFDIDANGICHVTAKDKATGKTONITITAHGGLSKEQIEQMVRDSE

QHAEADRVKRELVEARNNAETQLTTAERQLGEWKYVSDAEKENVKTHVAELRKAMENPNV
QHAEADRVKRELVEARNNAETQLTTAERQLGEWKYVSDAEKENVKTHVAELRKAMENPNV

31
31
31
31
120
99

70
70
70
70
180
159

130
130
130
130
240
219

180
180
180
180
300
279

205
212
240
240
356
318

300
300

360
360

420
420

480
480

540
540

600
600
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LbrM.30.2410 === e e

ILbrM.30.2500 @ —mmmm e
LbrM.30.2450 @ —mmm e
LbrM.30.2420 AKDDLAAATDKLOKAVMECGRTEYQQAAAANSGSSSNSGEQQOQQQOSSEKN-—-————— 651
LbrM.30.2440 AKDDLVAATDKLQKAVMECGRTEYQQAAAANSGSSSNSGEQQQOQQOGDOQQOONSEKK 658
ILbrM.30.2430 @ —mmm e
LbrM.30.2410 @ ——mm e

Sequencia: LbrM | 302500 | 302430 | 302410 | 302420 | 302440 | 302450
302500 9,76 6,34 97,56 97,56 97,56
302430 98,74 87,36 87,36 9,43
302410 86,79 87,11 6,13
302420 99,08 100
302440 100

Figura 6: Resultado do alinhamento das proteinas HSP70LB LbrM.30.2410 X LbrM.30.2500 X
LbrM.30.2450 X LbrM.30.2420 X LbrM.30.2440 X LbrM.30.2430

5.1.3 Desenho dos primers nas regioes dos genes definidos
ApOs observacao dos alinhamentos e levando em consideracdo as regras para

desenho dos primers foram definidas as regides dos genes a serem utilizadas (Figuras 7,

8¢9).

ATGCGCTGCT CTCGGGCGTA CTTCTCCCGT GTCGCCGTGC TCGGTGCTGC AGGTGGCATT
GGCCAGCCGC TGGCCCTCCT CCTCAAGAAT AACGCGCACG TGAAGGAGCT GAAGCTGTAC
GACATCAAAG GGGCCCCGGG TGTGGCTGCC GACCTCTCCC ATATTTGCTC GTCAGCGAAA
GTGACTGGGT ACTCGCAGGA GGAGCTCAAT AAGGCTGTCC AGAACACTGA CCTCGTGTTG
ATCCCTGCCG GTGTGCCACG CAAACCTGGG ATGACACGCG ACGACCTCTT CAACACGAAC
GCTGGCATCG TGCGCGATCT CGTGACGGCG GTTGCCAGGG CCGCACCGAA GGCCATCATC
GGTGTCATCA GCAACCCCGT CAACAGCACT GTGCCGGTGG CTGCGGAGAC GCTGAAGAAG
CTCGGCGCGT ACGATCCTGG GCGCCTATTT GGCGTCACCA CACTCGACGT TGTCCGTGCT
CGTACCTTCG TTGCGGAGGC GCTCGGTAGA AGTCCGTACG ACATCGACGT CCCTGTCGTT
GGCGGCCACA GCGGTGAGAC GATTGTGCCG CTGCTCTCAG GCTTCCCGTC ACTGTCGAAG
GAGCAGGTGG AGCAGCTGAC GTACCGCATC CAGTTTGGTG GGGATGAGGT GGTGAAGGCG
AAAAGTGGAG CTGGCTCGGC GACGCTGTCC ATGGCGCACG CGGGAAACGA ATGGGCTACG
GCGGTGCTGC GCGCCCTCAG CGGTGAGAAG GGTGTCACAG TGTGCACGTA TGTGGAGAGC
AGTGTGGAGC CGTCATGTAC CTTCTTTAGC TCCCCGGTGG AGCTGGGCAA GAATGGTGTG
GAGAAAATTC ATTGTGTGCC GAAGCTGAAC GCATACGAGG AAAAACTGAT GGCCAAGTGC
TTGGAGGGTC TGCAGGGCAA CATCAAAAAG GGAGTCGCTT TTGGCTGCAA GTAA

Figura 7: Sequencia do gene de Malato Desidrogenase Lb (LbrM.20.0030) e regido
definida para o desenho do primer.

ATGCTGTCGC CCGGCAAGGG CGGCGGCTCT GTGACGGCGC TGCCGATCGT GGAGACGCTG
TCGAACGATG TGACGGCCTA CATCGTCACG AACGTCATCT CCATCACGGA CGGCCAGATC
TACCTGGACA CGAAGCTGTT CACCGGCGGC CAGCGCCCGG CCGTGAACAT CGGCCTGTCC
GTGTCGCGTG TCGGATCGTC CGCGCAGAAC GTGGCGATGA AGGCCGTCGC CGGCAAGCTG
AAGGGCATCC TCGCGGAGTA CCGCAAGCTG GCAGCGGACT CGGTGGGCGG GAGCCAGGTG
CAGACGGTGC CGATGATCCG CGGCGCGCGC TTTGTCGCGC TGTTCAACCA GAAGAACCCG
TCGTTCTTCA TGAACGCGCT TGTGTCGCTG TACGCGTGCC TGAACGGGTA CCTGGACGAC
GTGAAGGTGA ACTACGCGAA GTTATACGAG TACCTGCTGG TGAACAAGGA CCTGAGCGTG
ATGTACGGGA CGGCGACGAA CAAGTTCTTC TACATGTACG TGCAGCAGCT GAACTATGTG
ATCCGCTTCT TCACGCTGAG CCACCCGGTC CTAAACGCGG AGGTGGAGGA GATGCTGAAG
CAGCACACGC ATTTGTTCCT GCAGCACTAC CAGTCGAAGA TGAACGCGAT CAAGACGGAG
AAGGAGATCA AGGCACTCAA GAACCTGCTG TACTCGTGCA AGCGCGCCGT CTAG

Figura 8: Sequencia do gene de ATPaseLb (LbrM.05.0510) e regido definida para o desenho do
primer.
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ATGTTTGCTC GTCGTGTGTG
GAGTCGCAGA AGGTCACGGG
GTTGCGACGA TGGACGGCGA
ACGCCGTCCG TTGTGGCGTT
CAGGCAATCA CGAACCCGCA
TTCGAGGACG AGCACATCCA
GGGAACGGGG ACGCGTGGGT
GGCGCGTTCG TGCTGGAGAA
AGCAACGCTG TCGTGACGTG
GACGCCGGGA CGATTGCGGG
GCGCTTGCGT ACGGTATGGA

CGGAGGCGCT
CGACGTGATT
CAAGGCGCGC
CAAGGGCAGC
GTCGACGTTC
GAGGGACATC
GCAGGACGGG
GATGAAGGAG
CCCCGCGTAC
CCTGAACGTG
CAAAACGAAG

GCGGTGTCGG
GGCGTGGACC
GTGCTGGAGA
GAGAAGCTTG
TACGCGGTGA
AAGAACGTGC
AACGGGAAGC
ACGGCGCAGA
TTCAACGACG
ATCCGGGTGG
GACAGCTGA

CTGCGCGGCT
TGGGCACGAC
ACTCGGAGGG
TGGGGCTTGC
AGCGGCTGAT
CGTACAAGAT
AGTACTCGCC
ACTTCCTGGG
CGCAGCGCCA
TGAACGAGCC

Figura 9: Sequencia do gene de HSP70 (LbrM.30.24.50) ¢ as

dos primers (em vermelho).

GGTGCGCTGC
GTACAGCTGC
CTTCCGGACG
GGCGAAGCGC
TGGGCGCCGG
CGTGCGCGCC
GTCGCAGGTG
GCACACGGTG
GGCGACGAAG
GACGGCTGCG

regido definidas para o desenho
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5.2 Amplificacio dos genes

5.2.1 Padronizacio das condicoes de PCR

A verificacdo da amplificacdo das PCR pode ser visualizada no gel de agarose
1% com as bandas de Malato Desidrogenase Lb, ATPase ¢ HSP70LB, com altura de
banda de 954pb, 714pb e 639pb respectivamente (Figura 10).

Figura 10: Gel de agarose com amplificagdo de HSP70Lb, malato ¢ ATPaseLb. A. Malato
Desidrogenase Lb; B. ATPaseLb; C. HSP70LB.

5.2.2 Producio de anticorpos

Antes da primeira administragdo da proteina purificada foi coletado sangue dos
animais para analise do soro pré imune para a comparacdo com a produgdo de
anticorpos especificos. Optou-se pela escolha e utilizagdo do soro de um animal dos
quatro inoculados para cada uma das proteinas, animal 12 para ATPase que apresentou
banda nas alturas de 62,6kDa (A) e 26,2kDa (B) e o animal 15 para HSP70 que
apresentou a banda na altura de 70kDa (C), além de ndo apresentarem no pré-imune

nenhuma banda compativel com os anticorpos produzidos (Figura 16).
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1— pré imune ATP/ camundongo 1

2 — pré imune ATP/ camundongo 2

3 —pré imune ATP/ camundongo 3

4 —pré imune ATP/ camundongo 4

5 — pré imune HSP/ camundongo 1

6 —pré imune HSP / camundongo 2

7 —pré imune HSP / camundongo 3

8 —pré imune HSP / camundongo 4

9 — soro ATP/ camundongo 1

10 — soro ATP/ camundongo 2

11 - soro ATP/ camundongo 3

12 — soro ATP/ camundongo 4 - escolhido
13 — soro HSP/ camundongo 1

14 — soro HSP / camundongo 2

15 — soro HSP / camundongo 3 - escolhido
16 — soro HSP/ camundongo 4

Figura 16: Expressao das proteinas recombinantes HSP70Lb e ATPaseLb em extrato de L.(V.)
braziliensis (padrado OMS) com soro pré imune e apds inoculagdo de oito camundongos. A e B.

Expressao do soro anti ATPase; C. Expressao do soro anti HSP70.

Visto que, havia ao menos doze sequencias para o gene de HSP70 e duas para
o gene de ATPase subunidade alfa e que dentre essas algumas apresentavam alta
identidade entre elas, foi analisado se os anticorpos produzidos apresentavam reagoes
cruzadas entre as isoformas. Para esta observagao realizamos Western blot com o
extrato de isolado de L. (V.) braziliensis padrao da OMS e testamos os anticorpos.
Notamos que para a ATPase foi utilizada a sequencia da proteina recombinate que
possuia massa de 26,2kDa e observou-se que além da produgdo de anticorpos para a
massa esperada houve producdo para outra sequencia com massa de 62,6kDa ( Figura
17), o que ja era previsto, visto que a identidade entre as duas sequencias era de 100%.
Para a producdo de recombinante de HSP70 utilizamos a sequencia que produziria
anticorpos com massa de 22,8kDa e notou-se que foram produzidos além da massa
esperada anticorpos com outras massas de 39,3kDa, 70,5kDa e 71,4kDa, situacao
também prevista ja que a similaridade dessas sequencias com a que foi trabalhada era

de 87,4% a 100% (Figura 18).
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Figura 17: Western blot de extrato de L.(V.) braziliensis (padrdo OMS) usando soro anti-
ATPaseLLb demonstrando as bandas com alturas aproximadas de 26,2KDa e 62,6KDa. Western
blot de extrato de L. (V.) braziliensis (padrao OMS) usando soro anti-HSP70Lb, demonstrando
as bandas com alturas aproximadas de 22,8KDa; 39,3KDa; 70,5KDa ¢ 71,4KDa.

5.2.3 Clonagem e transformacao

Apbs padronizacao do PCR e realizacdo da amplificacdo das sequéncias essas
foram eluidas e quantificadas. Concomitantemente a este processo, era realizado o
preparo do plasmideo (pET 19B) o qual foi transformado e realizado a midiprep.
Posteriormente utilizou-se as enzimas de restricdo para linearizagdo do vetor e para
finalizar, este foi purificado e quantificado. No momento em que obtivemos o
fragmento de PCR e o vetor linearizado, purificados e quantificados realizou-se a
clonagem por recombinacdo homologa usando o kit /n-Fusion® HD Cloning. Em

seguida foi realizada a transformacao da E.coli DH50 com os plasmideos.

Observa-se um fragmento Unico apds a digestdio com BamHIl com altura de
banda de aproximadamente 6356 pb demonstrando o pET19b (5717 pb) e o gene de HSP
(639pb) clonado no gel de agarose a 1% (Figura 12).
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Figura 12: Analise do plasmideo pET19b-Asp70lb apds midiprep. M. Marcador 1kb plus DNA
ladder (Ivitrogen).

No gel de agarose 1% foi possivel observar um fragmento tinico apos a digestao
demonstrando o pET19b (5717 pb) e os genes clonados de Malato desidrogenase (954
pb) e digerido com Ndel (B) ou com BamHI (C) mostrando a linearizacdo do vetor
(6431 pb). A constru¢ao da ATPase apresentou uma banda de 6671pb quando digerida
com Ndel (E) ou BamHI (F) que representa o vetor mais o gene de (714pb) (Figura
13).
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Figura 13: Analise do plasmideo pET19b-Malatolb e pET19b-ATPaselb. M. Marcador 1kb plus
DNA ladder (Ivitrogen); B. pET19-b Malato/b digerido com NDE; C. pET19-b Malato/b
digerido com BaHml; D. pET19-b Malato/b nao digerido; E. pET19-b ATPaselb digerido com
NDE; C ATPaselb digerido com BaHm; D. ATPaselb ndo digerido

Os plasmideos foram encaminhados para realizagdo de sequenciamento e
confirmagdo da clonagem (figura 14). As amostras de HSP 70Lb e de ATPaseLb foram
sequenciadas e confirmadas, porém o plasmideo com a Malato Desidrogenaselb,
mesmo com a digestdo sendo visualmente correta, os sequenciamentos realizados nao
confirmaram a clonagem. Encaminhou-se por mais duas vezes as amostras € nao se

obteve éxito. Optou-se por ndo prosseguir com a Malato desidrogenase.

>ATPdesenhado
ATGCTGTCGCCCGGCAAGGGCGGCGGCTCTGTGACGGCGCTGCCGATCGTGGAGACGCTGTCGAACGATGTGACGGCCTACATCGTCACGAAC
GTCATCTCCATCACGGACGGCCAGATCTACCTGGACACGAAGCTGTTCACCGGCGGCCAGCGCCCGGCCGTGAACATCGGCCTGTCCGTG
TCGCGTGTCGGATCGTCCGCGCAGAACGTGGCGATGAAGGCCGTCGCCGGCAAGCTGAAGGGCATCCTCGCGGAGTACCGCAAGCTGGC
AGCGGACTCGGTGGGCGGGAGCCAGGTGCAGACGGTGCCGATGATCCGCGGCGCGCGCTTTGTCGCGCTGTTCAACCAGAAGAACCCGT
CGTTCTTCATGAACGCGCTTGTGTCGCTGTACGCGTGCCTGAACGGGTACCTGGACGACGTGAAGGTGAACTACGCGAAGTTATACGAGT
ACCTGCTGGTGAACAAGGACCTGAGCGTGATGTACGGGACGGCGACGAACAAGTTCTTCTACATGTACGTGCAGCAGCTGAACTATGTGA
TCCGCTTCTTCACGCTGAGCCACCCGGTCCTAAACGCGGAGGTGGAGGAGATGCTGAAGCAGCACACGCATTTGTTCCTGCAGCACTACC
AGTCGAAGATGAACGCGATCAAGACGGAGAAGGAGATCAAGGCACTCAAGAACCTGCTGTACTCGTGCAAGCGCGCCGTCTAG

>ATPpromotor
NNNNNNNNNNNNNNNNNNCNNNNNNNNNNNNNATNCNTCATNACAGCAGCGGCCATATCGACGACGANNNNNNGCATATGATGCTGTC
GCCCGGCAAGGGCGGCGGCTCCGTGACGGCGCTGCCGATCGTGGAGACGCTGTCGAACGATGTGACGGCGTACATCGTCACGAACGTCA
TCTCCATCACGGACGGCCAGATCTACCTGGACACGAAGCTGTTCACCGGCGGCCAGCGCCCGGCCGTGAACATCGGCCTGTCCGTGTCGC
GCGTGGGCTCGTCCGCGCAGAACGTGGCGATGAAGGCGGTGGCCGGCAAGCTGAAGGGCATCCTCGCGGAGTACCGCAAGCTGGCGGC
GGACTCGGTGGGCGGGAGCCAGGTGCAGACGGTGCCGATGATCCGCGGCGCGCGCTTCGTCGCGCTGTTCAACCAGAAGAACCCGTCGT
TCTTCATGAACGCGCTTGTGTCGCTGTACGCGTGCCTGAACGGGTACCTGGACGACGTGAAGGTGAGCTACGCGAAGTTCTACGAGTACC
TGCTGGTGAACAAGGACCTGAGCGTGATGTACGGGACGGCGACGAACAAGTTCTTCTACATGTACGTGCAGCAGCTGAACTACGTGATCC
GCTTCTTCACGCTGAACCACCCGATCCTGAACGCGGAGGTGGAGGAGATGCTGAAGCAGCACACGCACCTGTTCCTGCAGCACTACCAGT
CGAAGATGAATGCGATCNAGACGGANAANNAGATCNAGGCCCTCANGAANCTGCTGTACTCNNGCANGCGCNCCGTCNNNGNNNNCG
GCTGCNNACANNCCCGAANNNCTGANNNNNGCNNCNNCNCNNANCATNNCTANCANNNNNCNNGGGGGNCNNNNNAACN

GGN

>ATPterminador
NNNNNNNNNNCGCTTGNACGAGTACAGCAGGTTNNNNNNNGGCCTTGATCTCCTTCTCCGTCTTGATCGCATTCATCTTCGACTGGTAGTGCT
GCAGGAACAGGTGCGTGTGCTGCTTCAGCATCTCCTCCACCTCCGCGTTCAGGATCGGGTGGTTCAGCGTGAAGAAGCGGATCACGTAGT
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TCAGCTGCTGCACGTACATGTAGAAGAACTTGTTCGTCGCCGTCCCGTACATCACGCTCAGGTCCTTGTTCACCAGCAGGTACTCGTAGAA
CTTCGCGTAGCTCACCTTCACGTCGTCCAGGTACCCGTTCAGGCACGCGTACAGCGACACAAGCGCGTTCATGAAGAACGACGGGTTCTTC
TGGTTGAACAGCGCGACGAAGCGCGCGCCGCGGATCATCGGCACCGTCTGCACCTGGCTCCCGCCCACCGAGTCCGCCGCCAGCTTGCGG
TACTCCGCGAGGATGCCCTTCAGCTTGCCGGCCACCGCCTTCATCGCCACGTTCTGCGCGGACGAGCCCACGCGCGACACGGACAGGCCG
ATGTTCACGGCCGGGCGCTGGCCGCCGGTGAACAGCTTCGTGTCCAGGTAGATCTGGCCGTCCGTGATGGAGATGACGTTCGTGACGAT
GTACGCCGTCACATCGTTCGACAGCGTCTCCACGATCGGCAGCGCCGTCACGGAGCCGCCGCCCTTGCCGGGCGACAGCATCATAT

GCTTGTCGTCGTCGTCGATATGGCCGCTGCTGTGATGATGATGATGNTGNTGATGATGATGGNCCNNGNNNTATCTNCTTCNNNAAGTTAANN

AANTNNTNNNGAGGGNATNNNNTNNNNNNNNNNNCCCNNNTNNNGANNCNNNNNNTTNNNNGGNNNCNNNNNNTNNNNNNNN

NNN

1 ATPdesenhado 714 2 ATPpromotor 883 95.38
1 ATPdesenhado 714 3 ATPterminador 898 48.6
2 ATPpromotor 883 3 ATPterminador 898 48.02
>HSPdesenhado

ATGTTTGCTCGTCGTGTGTGCGGAGGCGCTGCGGTGTCGGCTGCGCGGCTGGTGCGCTGCGAGTCGCAGAAGGTCACGGGCGACGTGATTGGC

GTGGACCTGGGCACGACGTACAGCTGCGTTGCGACGATGGACGGCGACAAGGCGCGCGTGCTGGAGAACTCGGAGGGCTTCCGGACGA
CGCCGTCCGTTGTGGCGTTCAAGGGCAGCGAGAAGCTTGTGGGGCTTGCGGCGAAGCGCCAGGCAATCACGAACCCGCAGTCGACGTTC
TACGCGGTGAAGCGGCTGATTGGGCGCCGGTTCGAGGACGAGCACATCCAGAGGGACATCAAGAACGTGCCGTACAAGATCGTGCGCG
CCGGGAACGGGGACGCGTGGGTGCAGGACGGGAACGGGAAGCAGTACTCGCCGTCGCAGGTG

GGCGCGTTCGTGCTGGAGAAGATGAAGGAGACGGCGCAGAACTTCCTGGGGCACACGGTGAGCAACGCTGTCGTGACGTGCCCCGCGTACTTC

AACGACGCGCAGCGCCAGGCGACGAAGGACGCCGGGACGATTGCGGGCCTGAACGTGATCCGGGTGGTGAACGAGCCGACGGCTGCG
GCGCTTGCGTACGGTATGGACAAAACGAAGGACAGCTGA

>HSPpromotor
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGGCCATCATCATCNNNNNNNNNNANNATCATCACAGCAGCGGCCATATCGACGACGA
CGACAAGCATATGATGTTTGCTCGTCGTGTGTGCGGAAGCGCTGCGGCGTCGGCTGCGTGCCTGGCGCGGCACGAGTCGC
AGAAGGTGCAGGGCGACGTGATTGGCGTGGACCTGGGCACGACGTACAGCTGCGTGGCGACGATGGACGGCGACAAGGCG
CGCGTGCTGGAGAACTCTGAGGGCTTCCGGACGACGCCGTCCGTTGTGGCGTTCAAGGGCAGCGAGAAGCTTGTGGGGCT
TGCGGCGAAGCGGCAGGCGATCACGAACCCGCAGTCGACGTTCTATGCTGTGAAGCGGCTGATCGGGCGCCGGTTCGAAG
ACGAGCACATCCAGAAGGACATCAAGAACGTGCCGTACAAGATCGTGCGCGCGGGGAACGGCGACGCGTGGGTGCAGGAC
GGGAACGGGAAGCAGTACTCGCCGTCGCAGATGGGCGCGTTCGTGCTGGAGAAGATGAAGGAGACGGCGGAGAACTTCCT
TGGGCACAAGGTGAGCAACGCCGTCGTGACGTGCCCCGCGTACTTCAACGACGCGCAGCGCCAGGCGACGAANGACGCGG
GGACGATTGCGGGCCTGAACGTGATCCGCGTGGTGAACGAGCCGACTGCTGCGGCGCTTGCNTACGGCATGGNNAAAACG
AAGNACAGCTGAGNATCCGGCTGCTNACAAGCCCGAAAGGAAGCTGANTTGGCTGCTGCCNNCGCTGANCANNNCTANNA
TACCCCNNGGGNNCTAACNNNNNNAGGGTTTTNGCNNANNNGNNCTNNNNNNNNNTCCNNNNANNNNNGNNNNNCCNGNN
NNNNNN

>HSPterminador
NNNNNNNNCCTTNGTTTTNNCCATGCCGTATGCAAGCGCCGCAGCAGTCGGCTCGTTCACCACGCGGATCACGTTCAGGC
CCGCAATCGTCCCCGCGTCCTTCGTCGCCTGGCGCTGCGCGTCGTTGAAGTACGCGGGGCACGTCACGACGGCGTTGCTC
ACCTTGTGCCCAAGGAAGTTCTCCGCCGTCTCCTTCATCTTCTCCAGCACGAACGCGCCCATCTGCGACGGCGAGTACTG
CTTCCCGTTCCCGTCCTGCACCCACGCGTCGCCGTTCCCCGCGCGCACGATCTTGTACGGCACGTTCTTGATGTCCTTCT
GGATGTGCTCGTCTTCGAACCGGCGCCCGATCAGCCGCTTCACAGCATAGAACGTCGACTGCGGGTTCGTGATCGCCTGC
CGCTTCGCCGCAAGCCCCACAAGCTTCTCGCTGCCCTTGAACGCCACAACGGACGGCGTCGTCCGGAAGCCCTCAGAGTT
CTCCAGCACGCGCGCCTTGTCGCCGTCCATCGTCGCCACGCAGCTGTACGTCGTGCCCAGGTCCACGCCAATCACGTCGC
CCTGCACCTTCTGCGACTCGTGCCGCGCCAGGCACGCAGCCGACGCCGCAGCGCTTCCGCACACACGACGAGCAAACATC
ATATGCTTGTCGTCGTCGTCGATATGGCCGCTGCTGTGATGATGATGATGATGATGATGATGATGGCCCATGGTATATCT
CCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTCTAGAGGGGAATTGNNNTCCNCTCNNNNTTCCCCTATANTGAGTCGTATTNNT
TTCGCNGGNTCGAGNTNTCGANNNNTACNNNNNGCATCNNNNNNGNATNNNCGGNNNNNNNGNNGCNGNNNCTNGNNNNC

TNNNNNNNNNNNNANNNTCN

1 HSPdesenhado 639 2 HSPpromotor 886 94.68
1 HSPdesenhado 639 3 HSPterminador 900 52.9
2 HSPpromotor 886 3 HSPterminador 900 49.21

Figura 14: Sequenciamento e confirmagdo da clonagem das amostras de HSP 70Lb e de

ATPaselLb

Realizou-se o gel de SDS PAGE a 15% (Figura 15.1) e posteriormente o
Western blot (Figura 15.2) onde se observou e confirmou a expressdao da proteina
HSP70Lb recombinante na fragao insolivel, com massa esperada de 26kDa.
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Figura 15: 15.1 SDS-PAGE de HSP 70Lb com a banda de aproximadamente 26kDa na fracao
insoluvel. A. Marcador BeachMark ™ Protein Ladder. B. Fragao soltivel da proteina HSP70Lb.
C. Fragao insoluvel da proteina HSP70Lb. 15.2. Expressdo de HSP70Lb na fragdo insoluvel. A.
Marcador Beach Mark™ Pre- Stained Protein Ladder. B. Fragao insoluvel da proteina HSP70Lb

com a banda de aproximadamente 26kDa.

5.2.4 Avaliaciao dos extratos das culturas isoladas de pacientes resistentes e
nio resistentes.

Foram usados dados coletados da analise do banco do Laboratério de
Dermatomicologia de isolados armazenados de pacientes atendidos no HUB. Foi feita a
selecao de isolados identificados como resistentes e ndo resistentes ao SbV em outros
projetos de alunos do Laboratorio de Dermatomicologia (Graziani, 2013; Urdapiletta,
2011). No decorrer das andlises, ocorreram alguns entraves e a readequagdo do
quantitativo foi necessaria finalizando a descriopreservagdo com 26 amostras. Apenas
12 isolados tiveram a multiplicacdo de promastigotas e foram utilizadas nas primeiras
analises sem o uso da droga NMG, onde 7 cepas foram de pacientes considerados
resistentes ao tratamento e 5 foram de pacientes sem resisténcia ao tratamento. Com os
extratos de promastigotas dos pacientes que responderam ao tratamento, de pacientes
que nao responderam ao tratamento, € com o extrato L.(V.) braziliensis (padrdio OMS)
realizamos os Western blot para analise das bandas (figuras 19 a 20).

Os pacientes 3R, 4R, 7R e 8R (figura 19) que em sua totalidade tiveram falha
terapéutica, apresentaram as bandas de Anti ATPase de 62kDa e Anti ATPase de 26kDa
com intensidade mais forte do que os demais pacientes dentre os que respoderam ao

tratamento e ndo responderam ao tratamento.
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Figura 19: Expressdao de ATPaseLb de isolados de pacientes considerados resistentes (3R, 4R,
6R, 7R, 8R, 9R, 10R, 13R e 14R) e ndo resistentes (SNR, 11NR e 12NR) ao tratamento
realizado com N-metilglucamina, utilizacdo de BCIT e NBT. 1. Marcador Beach Mark™ Pre-

Stained Protein Ladder. 2. Extrato de L.(V.)braziliensis, (padrao OMS).

Na figura 20 ¢ possivel notar que os pacientes 4R e 8R, apresentaram as bandas
de Anti ATPase de 62kDa com maior intensidade que os demais e diferindo dos
pacientes 10NR, 12R e 13R que apresentaram maior intensidade de banda no Anti
ATPase de 26kDa, sendo que, a intensidade da banda mais forte ¢ de paciente que nao

teve falha terapéutica, paciente 10NR.

1 2 3R 4R 5NR 6NR 7R 8R 9R 10NR 1INR 12R

~26kDa

Figura 20: Expressdao de ATPaseLb de isolados de pacientes considerados resistentes € ndo
resistentes ao tratamento realizado com N-metilglucamina, utilizacdo de BCIT e NBT. 1.
Marcador Beach Mark™ Pre- Stained Protein Ladder. 2. Extrato de L.(V.) braziliensis, (padrdo
OMYS).

A partir da figura 21, fizemos a avaliagdo e quantificagdo das bandas de HSP 70.
Visualmente ndo podemos confirmar que a andlise realizada possui diferencga
significativa para super expressdo comparando-se os pacientes que responderam ao

tratamento (SNR e 6NR) e os que tiveram falha terapéutica (2R, 3R e 4R).
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Ao realizamos andlises estatisticas apos normalizacdo e verificacdo das
intensidades das bandas encontramos que, nas situagdes apresentadas abaixo e entre os

isolados comparados p> 0,05 ndo tendo, portanto, significancia estatistica.

1 2R 3R 4R 5NR 6NR

Figura 21: Expressdo de isolados de pacientes considerados resistentes (2R, 3R e 4R) e ndo
resistentes (SNR e 6NR). Bandas (~70kDa) anti HSP70Lb e bandas (50kDa) Anti Tat.
Utilizagdo de BCIT e NBT. 1. Extrato de L.(V.) braziliensis padrao OMS. P>0,05.

Para a realiza¢do de uma andlise quantitativa optamos por medir a densidade das
bandas tanto de interesse do trabalho quanto as bandas reveladas com o anti-tat por
meio do software ImageJ como descrito na metodologia. Apds normalizagdo com as
densidades obtidas com o anti-tat pudemos inferir se houve ou ndo diferenga de
expressao da HSP70 e ATPase entre os diferentes isolados de pacientes.

Observou-se que para o quantitativo e cepas trabalhadas ndo houve diferenca
entre os pacientes com falha e sem falha terapéutica (Figuras 22, 23 e 24). Sendo que a
normaliza¢do, unidade arbitraria de intensidade das bandas de pacientes que
responderam e pacientes que nao responderam ao tratamento, foi variavel com a cepa e

ndo de acordo com a resposta ou ndo do individuo tratado.
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Figura 22: Comparacdo entre as bandas de HSP70 de isolados de pacientes tratados com 1C50
de NMG. 1. Extrato de L.(V.) braziliensis padrao OMS.

1 2 3R 4R 5NR 6NR 7NR

Anti - HSP 70
~70kDa

Figura 23: Expressdao de HSP70Lb de isolados de pacientes considerados resistentes e ndo
resistentes ao tratamento realizado com N-metilglucamina, utilizagdo para visualizagdo do
ImageQuant LAS 4000. 1. Marcador Beach Mark™ Pre- Stained Protein Ladder, 2. Extrato de
L. (V.) braziliensis (padrdo OMS).

Anti - HSP 70
~70kDa

Anti Tat
~50kDa
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Figura 24: Expressao de HSP70Lb (70kDa) e anti Tat (50kDa) de isolados de pacientes
resistentes e ndo resistentes ao N - metilglucamina, atendidos no Hospital Universitario,

utilizagdo para visualizagdo do ImageQuant LAS 4000. P>0,05.

Com a finalizagdo desse processo, percebemos que nido obtivemos diferengas
quantitativas e qualitativas nas analises realizadas e optou-se por descriopreservar
novamente as cepas que haviamos analisado sem tratamento, mas agora com protocolo

de tratamento com o SbV.

Das 12 cepas que descriopreservamos, apenas 7 chegaram no quantitativo
minimo de multiplicacdo de 1x107 /mL. Com essas 7 cepas fizemos subdivisdes de 3
grupos (controle sem tratamento, com tratamento por 24 horas e com tratamento em 48
horas), as quais adicionamos o IC50 do NMG. Com os extratos de promastigotas dos
isolados dos pacientes realizamos os Western blot para analise das bandas (figura 25).

Observou-se novamente que as variagdes das proteinas ndo parecem estar
diretamente ligadas 4 resposta ao tratamento com SbV. E possivel considerar que
algumas cepas possuem como caracteristicas uma maior quantidade das proteinas
analisadas ndo podendo neste contexto do estudo afirmar que as que ndo obtiveram
resposta ao tratamento possuem super expressdo quando comparadas com as que

obtiveram resposta ao tratamento com NMG.
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Figura 25: Expressdao de HSP70Lb (A) e anti Tat (B) em isolados de pacientes considerados
resistentes e ndo resistentes ao tratamento com N-metilglucamina, visualizagdo por ImageQuant
LAS 4000. Nos isolados foi utilizado IC50 de NMG, e subdividos em grupos (controle, 24

horas e 48 horas) para analise. P>0,05.

Na figura 26 houve diferenga entre as colunas de isolados tratados e ndo tratados
com NMG. Ja no primeiro isolado (1R) que ¢ de paciente com falha terapéutica,
observamos que com o tratamento realizado a expressao das proteinas diminuiu quando
comparado ao controle, 24 horas e 48 horas de tratamento. Resultado semelhante ao que
observamos no isolado do paciente resistente (4R) que também teve queda na
quantidade de proteina estudada. Em todos os isolados apresentados, resistentes e nao
resistentes, podemos notar que a adi¢gdo do NMG nas andlises in vitro, atuou na

dimunuigdo da proteina pesquisada, quando comparando os tempos 24h e 48h.
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Figura 26: Comparacdo entre as bandas de HSP70 de isolados de pacientes tratados com 1C50

de N-metilglucamina.

Abaixo demonstramos a tabela 3 com levantamento epidemioldgico das cepas
analisadas em relagdo as proteinas. Em um total de isolados estudados 66.6% foram de
pacientes do sexo masculino, e dos resistentes 28,5% eram do sexo feminino. A média
da idade dos pacientes era de 42,5 anos. Quanto a forma clinica da lesdo 9 pacientes
(75%) apresentaram a forma cutanea e 3 pacientes (25%) a forma mucosa, sendo que
das lesOes cutaneas, cinco pacientes ndo apresentaram €xito com o tratamento € com a
lesdo mucosa foram dois pacientes. Foi observado que 41,6% das lesdes foram no
braco, 33,3% na cabeca, 16,6 nas pernas ¢ 8,33% na cabega e tronco.

Podemos perceber que o isolado nove, de paciente resistente, do sexo feminino e
de 28 anos, teve sua normalizacdo mais alta nas duas figuras em que foi analisada e
possui um dos valores mais elevados do teste intradérmico de Reacdo de Montenegro
(IDRM). Ja o isolado oito de paciente de 65 anos do sexo feminino, com forma clinica
cutdnea, ndo resistente ¢ com um dos IDRM negativo, apresentou na figura 25,
comparando-se com os demais a menor normalizagao.

Para o isolado dois, de paciente resistente, com forma clinica mucosa e de
acordo com a tabela 3, com lesdes mais agressivas com perda do palato duro e
desabamento nasal, ndo apresentou a normalizacdo elevada em relacdo aos outros

isolados.
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Tabela 3: Correlagdo dos isolados de pacientes atendidos no HUB, tratados com N - metilglucamina, identificados como L. braziliensis, resistentes € nao

resistentes ao tratamento com N-metilglucamina, com a idade, sexo, forma clinica, local da lesdo, teste intradérmico de Reacdo de Montenegro € normalizagdo

das bandas de HSP70 das figuras 21, 24 ¢ 25.

Figura2l Figura 24 Figura 25 Figura25 Figura 25

Paciente Idade Sexo Forma Clinica Local da Lesao IDRM/mm 1}es1stfante Ry WB anti WB anti WB anti WB anti WB anti
Nao resistente (N) HSP70Lb HSP70Lb HSP70Lb
HSP70Lb HSP70Lb
controle 24h 48h
1 46 Masculino Mucosa cabeca/nasal 9x6 N 51473
2 68  Masculino Mucosa cabega/perda do palato duro e 10X8 R 12042 20757 17309 11282
desabamento nasal
3 41 Masculino Cutanea Brago 15X12 N 20347 4848
4 35 Masculino Cutanea Brago NI N 18842
5 30 Masculino Cuta}nea - mucosa cabeca, tronco,MMSS, MMII 0X0 R
disseminada
6 39 Masculino Cutanea Cabeca 25X26 R 19941 5781
7 47 Masculino Cutanea Brago NI R 58394
8 65 Feminino Cutanea Perna 0X0 N 10559 13825 5392
9 28 Feminino Cutanea Brago 20X17 R 22602 26015 45198 41211
10 41 Masculino Cutanea Brago 18X17 R 20208
11 36 Feminino Cutanea Perna NI R
12 35 Feminino Cutanea Cabega 17x10 N

0XO0 — negativo; NI — sem informagao; R — resistente; N — nao resistente; WB — Western Blot; MMSS — membros superiores; MMII — mebros inferiores
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6. DISCUSSAO

As leishmanioses sdo consideradas doengas endémicas em diversas regides do
mundo. A doenca vem preocupando autoridades sanitarias por sua expansao,
principalmente em areas periurbanas, ja que o crescimento descontrolado das cidades,
aumenta a chance de contanto dos seres humanos com os reservatorios naturais do
protozoario Leishmania (Sampaio & Paula, 1999; Carvalho el al, 2010; Rufino, 2011).
Nas américas e no Brasil, existem espécies como a L. braziliensis ¢ a L. (L)
amazonensis que exibem intenso tropismo pelo tegumento, podendo resultar em lesdes
cutaneas e mucosas desfigurantes. Logo, o diagndstico correto e pronto tratamento sao
tarefas essenciais na redugdo da transmissao e das sequelas resultantes da doenca.

A resisténcia ao tratamento ¢ uma preocupacdo crescente ja que as drogas
existentes sdo toxicas e de dificil administragdo (Rath et al., 2003). Esta preocupacgio
com a inefetividade ao tratamento, principalmente aos antimoniais pentavalentes, ¢
proveniente de casos refratarios, cada vez mais comuns na literatura (Sampaio &
Marsden, 1997; Hadighi et al, 2006; Arevalo et al 2007; Llanos-Cuentas et al, 2008;
Torres 2009; Oliveira et al 2011; Savoia 2015). Dentre os isolados de pacientes
cultivados todos foram tratados laboratorialmente com N-metiglucamina, sete
apresentaram falha terapéutica.

Para elucidar o mecanismo destas resisténcias, estudos, nas mais varias fases da
pesquisa, pré-clinica ou clinica, sdo necessarios para identificar mecanismos genéticos,
imunologicos ou ambientais que levem ao efeito insatisfatorio do tratamento (Croft et
al, 2006; Ashutosh et al, 2007; Romao et al, 2008; Bhattacharjee & Mukhopadhyay,
2009; Mohapatra, 2014). O mecanismo de resisténcia ¢ heterogéneo nas diversas formas
da doenga e em diferentes regides do mundo. O mecanismo ¢ também complexo e
depende de fatores como resposta imunoldgica do hospedeiro, expressdao génica do
parasita e exposi¢ao a fatores ambientais (Romado et al, 2008; Bhattacharjee &
Mukhopadhyay, 2009).

Pesquisadores acreditam na resposta terapéutica em testes de susceptibilidade
apenas nas formas amastigotas (Ibrahim et al. 1994; Lira et al. 1999), também quando
se trata da forma promastigota (Moreira et al, 1998; Robledo el al, 1999; Azeredo-

Coutinho et al, 2007;). Neste estudo, a acdo das drogas para avaliar a resisténcia de
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Leishmania foi realizada em teste in vitro em formas promastigotas. Apesar dos relatos
na literatura de que formas promastigotas de Leishmania sdo menos sensiveis ao N -
metilglucamina foi possivel observar a diminui¢cdo de parasitas de-Leishmania quando
adicionado este farmaco no periodo de 24 e 48h (Fumarola et al, 2004; Azeredo-
Coutinho et al, 2007; Zauli- Nascimento 2009).

A resposta imune protetora contra a leishmania ¢ mediada principalmente por
células (Van Griendven et al, 2014). O parasita induz mecanismos imunoldgicos que
favorecem sua multiplicagdo no hospedeiro inibindo a producdo de linfocitos Thl,
produtores de citocinas como interferon gama e interleucina 2, que fazem as células
macrofagicas infectadas produzir 6xido nitrico (NO) e eliminar o parasita. Neste caso o
hospedeiro produziria resisténcia a infec¢ao (Kemp, 1997; Barral-Netto, et al, 1998). A
toxicidade de NO contra esses parasitas ja foi confirmada em diferentes modelos
(Bogdan, 2001; Brunet, 2001; Gantt et al., 2001). Alguns estudos relatam que o N -
metilglucamina ndo age sendo na medida em que os macrofagos estejam estimulados e
o doente comece a se defender contra o parasita (Minodier et al, 2003; Russo et al,
2003).

Na literatura encontramos vdrios relatos do desenvolvimento de LTA em
pacientes com HIV, sendo essa co-infec¢do cada vez mais reportada no Brasil. Os casos
publicados demonstraram uma diversidade clinica, quadros graves, disseminagdo e
resisténcia aos tratamentos habituais (Coura et al, 1987; Rabelo et al, 2003; Manfredi et
al, 2008). Este fator demonstra-se como colaborador da expansdo das leishmanioses
pelo crescimento do nimero de casos de reativagdes assintomaticas da doenga entre
portadores de HIV em decorréncia da baixa resposta imune destes individuos (Roberts
et al, 2000). Em pacientes com LTA e infectados pelo HIV, observa-se progressivo
desequilibrio do sistema imunoldgico. Sabendo-se que resposta a infeccdo varia de
acordo com a espécie do parasita, a predisposicio genética e o estado de
imunossupressao do hospedeiro, observa-se que pacientes infectados com HIV possuem
desvio da resposta celular tipo Thl para a humoral tipo Th2, situagao que ¢ favoravel
para a disseminacdo e replicacdo dos parasitas intracelulares. Ambas as infecgdes,
leishmaniose e pelo HIV, favorecem a replicagdo uma da outra, medida em que as
manifestagdes clinicas da leishmaniose dependem da interagdo entre o nimero de
parasitas, resposta imune do hospedeiro com deficiéncia ou mesmo falta na resposta

celular (Scaglia et al, 1996; Vinhal et al, 2007; Van Griendven et al, 2014). Dentre os
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isolados um foi de paciente HIV positivo o qual apresentou lesdes cutdnea mucosa
disseminada e falha terapéutica ao tratamento preconizado, além de ndo responder a
Reacao de Montenegro (0x0).

Outras condig¢des de leishmaniose em imunocomprometidos incluem pacientes
que realizaram transplantes de Orgdo, pacientes com imunossupressdo € com terapias
imunomoduladoras (Vinhal et al, 2007; Van Griensven et al, 2014). Nessas condi¢des
os parasitas podem se tornar mais numerosos ¢ o quadro pode se agravar (Zijlstra,
2014).

Sob outro ponto de vista, a falha terapéutica pode, também, ter correlagdo com
a resisténcia do parasita ao antimonio. McConville e Ralph (2013) indicam que os
baixos indices de desenvolvimento socioecondmico, a pobreza e a deficiéncia no
controle endémico da Leishmania no Nordeste da India constituem uma das razdes para
a disseminacdo da leishmaniose visceral com alto indice de resisténcia ao farmaco a
base de antimonio. Neste caso, além dos baixos indicadores de cura, observou-se o
desenvolvimento da resisténcia do parasita ao farmaco, conduzindo a renovacao do
ciclo de infec¢cdo de novos vetores por uma nova cepa de protozodrios resistentes.

Nessa regido da India, de clima subtropical, e, portanto, favoravel a
sobrevivéncia do vetor, a populacdo consumiu, continuamente e por longo periodo,
dgua contaminada por arsénio em niveis nao-letais. Arsénio e antimonio s3o ambos
metais com propriedades quimicas semelhantes; ambas apresentam naturalmente as
formas trivalente e pentavalente. Perry e colaboradores (2013) comprovaram em testes
com camundongos a hipotese de que a exposicdo da L. donovani ao arsénio em niveis
moderados, de forma continua e persistente, leva ao desenvolvimento de resisténcia
cruzada ao antimdénio. Os animais, submetidos a forma trivalente do arsénio,
desenvolveram alta resisténcia ao Pentostam (Perry et al, 2015).

Agrava o quadro epidemioldgico o maior potencial patogénico do parasita
resistente ao antimdnio: ha indicios de que parasitas com resisténcia cruzada entre
antiménio e arsénio podem infectar humanos — nesta regido a infeccdo ¢
primordialmente antropondtica — de regides ndo afetadas pela contaminacdo da dgua por
arsénio, o que multiplicaria o fendmeno da resisténcia ao antimonio (McConville &
Ralph, 2013). Ao adquirir resisténcia ao antimonio, o parasita renova o ciclo com a

infeccao de vetores por uma populagdo de Leishmania resistente.
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O isolado do paciente com maior gravidade da lesdo - na cabeca/perda do
palato duro e desabamento nasal -, nesta pesquisa, apresentou frequentes recidivas. Foi
submetido a varios esquemas terapéuticos durante o periodo de 23 anos. O mesmo nao
aparentava ter comprometimento imunologico, ja que tinha IDRM positiva e testes
sorologicos para doencas imunossupressoras negativos. Apresentou alteracdo na
determinagdo de perdxido de hidrogénio (H202) com baixa produgdo (Urdapilleta,
2011). A producdo de H202 estd envolvida no mecanismo de destruicdo da leishmania
pelo monocito/macrofago depois da fagocitose. Esta alteracao sugere que o paciente nao
produziu adequadamente substancias leishmanicidas (Saldanha 2009).

As manifestagdes clinicas da leishmaniose e seu grau de severidade variam de
acordo com a espécie e fatores proprios da leishmania infectante, como a capacidade de
gerar resisténcia aos antimoniais € a resposta imune do hospedeiro (Rojas et al, 2006;
Malla e Mahajan, 2006).

A leishmaniose cutdnea difusa (LCD) tem uma evolugdo progressiva, evolui
mal por ndo responder adequadamente a terapéutica sendo uma das formas que
representa um sério desafio aos tratamentos. Algumas sdo as situagdes que favorecem
essa caracteristica distinta dessa infeccdo, principalmente atribuida ao parasita e
aspectos imunogenéticos do hospedeiro.

Hospedeiros com LCD sdo caracterizados por auséncia de resposta celular,
apresentando quando infectados resposta humoral contra antigenos da leishmania,
diferentemente da forma mucosa e cutanea, que induzem a imunidade celular. Por este
motivo, pacientes com LCD indicam predominancia de Th2 em suas respostas, e em
consequéncia, no teste de hipersensibilidade cutdnea tardia para leishmania
(intradermorreacdo de Montenegro-IDRM) apresenta-se negativo (Petersen et al, 1982;
Lainson, 1983; Barral et al, 1995).

As proteinas de choque térmico (HSPs) sdo proteinas encontradas altamente
conservadas em células procarioticas e eucarioticas. O papel fisiologico do HSP70 tem
sido bem descrito em situagdes que as células sdo expostas as condigdes estressantes.
As Hsp 70 sao conhecidas por estimular uma forte resposta imune em mamiferos ¢ em
L.(L.) infantum (Blachere et al. 1997; Rico et al. 1998).

Alguns estudos demonstraram que em isolados resistentes e ndo resistentes ao
N - metilglucamina a expressao de HSP70 ficou estdvel apds centenas de passagens in

vitro do agente (Brochu et al, 2004). Assim como a HSP70 a ATPase também participa
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no dobramento das proteinas que sdo sintetizadas pela maquinaria de pré replicacdo,
tradugdo mitocondrial, que protegem as proteinas mitocondriais de eventos estressores
(Neuwald et al 1999; Campos, 2007; Calderano et al 2011).

As HSP 70, entre outras fungdes, estdo envolvidas na sobrevivéncia
intracelular, diferenciagdo e viruléncia do parasita (Shonhai et al, 2011). J& foram
relatados por aumentar a tolerdncia ao SbIIl em mutantes resistentes de Leishmania
quando superexpressos (Brochu, Haimeur, Ouellette 2004), sugerindo o seu potencial
como primeira linha de defesa contra a droga (Palacios et al. 2001; Torres 2009).
Kumar e colaboradores (2010) demonstraram que o tratamento com antimonio
pentavalente causou uma expressdao aumentada de HSP70 em L. donovani e L. chagasi.

No presente estudo, verificou-se a expressao das proteinas HSP70 e ATPase
em isolados clinicos considerados resistentes ao NMG e ndo resistentes ao tratamento
com NMG portanto, observou-se que ndo houve diferenca representativa em pacientes
com falha terapéutica e pacientes que ndo apresentaram falha terapéutica. Resultado
semelhante foi encontrado e descrito por Maharjan e Madhubala (2015). No entanto,
ambos os estudos consideram como desfecho principal, a falha terapéutica.
Possivelmente, seria necessario uma amostragem maior de pacientes para detectar
alteracdes mais sutis resultante da expressdo das proteinas citadas.

Como padronizacdo bem estabelecidos do resultado do tratamento ou tempo
de duragdo para cicatrizacao da tulcera, diametro ou tamanho da intradermoreagao de
Montenegro e a resposta imune do hospedeiro, poderiam ser usados como desfechos
intermediarios com o objetivo de melhor avaliar a influéncia destas proteinas no
tratamento da LTA. Pelo reduzido tamanho da amostra de pacientes nao foi possivel

neste trabalho fazer tal avaliacao.
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7. CONCLUSOES

A observacao da expressdo dos genes estudados em isolados de leishmania de
pacientes considerados resistentes e nao resistentes ndo demonstrou diferenga, em sua
maioria a diferenga ocorreu por caracteristicas do hospedeiro. Sugere-se que estudos
futuros sejam realizados com uma amostra maior de pacientes podendo, possivelmente,
revelar o real impacto destas caracteristicas genéticas nas mais diversas formas

terapéuticas existentes.
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