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RESUMO

Os tripanossomatideos ndo sintetizam o colesterol e sim ester6is com o esqueleto
ergostano, porém um percentual significativo de colesterol exdgeno é encontrado em
todas as espécies de Leishmania, sugerindo um papel bioldgico para esta molécula. Esta
tese tem como objetivo estudar a importancia do uso de colesterol para Leishmania spp.
em Vvarias situacOes, avaliando o potencial deste sistema como um possivel alvo
farmacoldgico. A atividade dos inibidores de biossintese de ergosterol associado com
inibidores de transporte de colesterol derivado de LDL, foi avaliada em promastigotas e
amastigotas intracelulares. A associagdo entre LBqTO1 e cetoconazol, miconazol ou
terbinafina mostrou sinergia. A associacdo entre a imipramina ou progesterona e
cetoconazol ou terbinafina indicaram um efeito aditivo. O cetoconazol e miconazol
demonstraram uma diminuicdo de até duas vezes o valor de ICso nas formas
amastigotas, quando combinado com os inibidores de transporte de colesterol. Foi
observado também alteracdo da biossintese de ergosterol ap6s tratamento dos parasitos
com os inibidores de transporte de colesterol, demonstrado por CG/MS. A combinagéo
de LBgTOl e cetoconazol mostrou ser mais ativa in vivo do que cada farmaco
individualmente. Estudamos também o mecanismo de resisténcia desses inibidores,
avaliando a modulagédo de enzimas da via de biossintese de esterois e a utilizagdo de
colesterol exogeno pelos parasitos. Promastigotas de Leishmania amazonensis,
Leishmania braziliensis e Leishmania guyanensis foram cultivadas com concentracées
crescentes de sinvastatina, terbinafina e miconazol. Estes inibidores mostraram um
indice de resisténcia de 2,5 - 8 vezes. A resisténcia cruzada também foi avaliada, com
estes inibidores e farmacos de referéncia (miltefosina, anfotericina B e antiménio
trivalente). A expressdo de genes da biossintese de esterol e utilizacdo do colesterol
exogeno entre as cepas selvagens e resistentes, foram avaliadas por PCR em tempo real
e CG/MS, respectivamente. As enzimas HMGCOoA e C -14 desmetilase foram as mais
moduladas, independente do farmaco utilizado, variando sua expressdo nas cepas
resistentes. Promastigotas de L. braziliensis resistentes a terbinafina apresentaram
alteracdo no perfil de esterdis, L. amazonensis resistente aos trés inibidores e L.
guyanensis resistente ao miconazol mostraram alteracdo da biossintese de esterois e
aumento na absor¢do do colesterol exdgeno. Os resultados mostram que alguns genes
foram amplificados na cepa resistente em relacdo a cepa selvagem. Juntos estes
resultados sugerem que o colesterol desempenha um papel importante na atividade e
resisténcia aos inibidores da biossintese de esterdis e que o bloqueio da sua utilizacéo
pela Leishmania spp. pode ser um alvo para a sintese de novos farmacos para o
tratamento da leishmaniose.
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ABSTRACT

The trypanosomes do not synthesize cholesterol sterols but with ergostane skeleton, but
a significant percentage of exogenous cholesterol is found in all species of Leishmania,
suggesting a biological role for this molecule. This work aims to study the importance
of use cholesterol to Leishmania spp. in several cases, evaluating the potential of the
system as a possible drug target. The activity of the inhibitors of ergosterol biosynthesis
inhibitors associated with transport of LDL cholesterol derivative was evaluated in
intracellular amastigotes and promastigotes. The association between LBgTO1l and
ketoconazole, miconazole or terbinafine showed synergy. The association between
imipramine or progesterone, and ketoconazole, or terbinafine indicated an additive
effect. The ketoconazole and miconazole showed a reduction of up to twice the 1C50
value in amastigotes when combined with the inhibitors of cholesterol transport. Change
of ergosterol biosynthesis of parasites after treatment with inhibitors of cholesterol
transport as demonstrated by GC/MS was also observed. The combination of LBqTO01
and ketoconazole was more active in vivo than either drug individually. We also studied
the mechanism of resistance of these inhibitors by evaluating the modulation of
enzymes of the sterol biosynthesis pathway and use of exogenous cholesterol by
parasites. Promastigotes of Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis and
Leishmania guyanensis were cultured with increasing concentrations of simvastatin,
terbinafine and miconazole. These inhibitors showed resistance index from 2.5 to 8
times. Cross-resistance was evaluated with these inhibitors and reference drugs
(miltefosine, amphotericin B and trivalent antimony). The expression of sterol
biosynthesis genes and use of exogenous cholesterol in the wild and resistant strains
were analyzed by real-time PCR and GC / MS, respectively. The HMGCoA C and -14
demethylase enzymes were more modulated, regardless of the drug used, varying its
expression in resistant strains. Promastigotes of L. braziliensis resistant to terbinafine
presented changes in sterol profile, L. amazonensis resistant to all three inhibitors
amazonensis and L. guyanensis miconazole resistant showed alterations in the
biosynthesis of sterols and increase in the absorption of exogenous cholesterol. The
results show that some genes were amplified in the resistant strain compared to the wild
type strain. Together these results suggest that cholesterol plays an important role in the
activity and resistance to inhibitors of sterol biosynthesis and blocking their use
Leishmania spp. may be a target for the synthesis of new drugs for the treatment of
leishmaniasis.
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1- INTRODUCAO



1.1- Leishmania spp.

A leishmaniose é uma doenca causada por parasitos do género Leishmania, um
eucarioto unicelular que pertence a ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae.
Estes organismos possuem minicirculos de DNA mitocondrial arranjados em uma
estrutura muito caracteristica, denominada de cinetoplasto, localizada no interior da
mitocOndria Unica. Quinze espécies de Leishmania foram identificadas como
patogénicas para humanos causando leishmaniose cutanea, mucosa e visceral (Reveiz et
al. 2013; Stuart et al. 2008).

Esses parasitos habitam células do sistema fagocitico mononuclear, principalmente
macréfagos, do hospedeiro vertebrado e o intestino do hospedeiro invertebrado,
flebotomineo (Ashford et al, 2000). A Leishmania spp. tem seu ciclo biolégico
heteroxénico, realizado em dois hospedeiros. Os hospedeiros vertebrados incluem uma
grande variedade de mamiferos, incluindo humanos, roedores, canideos. Os hospedeiros
invertebrados sdo pequenos insetos hematofagos (apenas as fémeas), os flebotomineos
(Neuber et al, 2008).

A Leishmania spp. é geralmente transmitida por 30 espécies de flebotomineos,
pertencentes aos géneros Phlebotomus e Lutzomyia. Outros modos de transmisséo,
incluindo transfusdo sanguinea, compartilhamento de seringa por usuarios de drogas ou
raramente atraves de acidente laboratorial sdo observados (Myler & Fasel, 2008).

Os parasitos do género Leishmania apresentam dois estagios evolutivos: a forma
promastigota, extracelular, que é longa, com um n0Gcleo central, cinetoplasto
posicionado na regido anterior do parasito e longo flagelo, e a forma amastigota,
intracelular, que tem corpo elipsdide, e um curto flagelo observavel apenas
ultraestruturalmente. Ambos promastigota e amastigota se dividem repetidamente por
divisdo binaria longitudinal. O ciclo da Leishmania spp. inicia-se quando um
flebotomineo realiza seu repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado, inoculando na
pele formas promastigotas do parasito. Os parasitos invadem os macréfagos, com o
envolvimento de receptores como o receptor de complemento que, em seguida, sdo
clivados por proteases do parasito. Uma vez no interior de um endossoma diferenciado,
chamado de vacuolo parasitoforo, os parasitos se diferenciam em amastigotas, que se

multiplicam até o rompimento da célula hospedeira e infectam células adjacentes.

No intestino do inseto vetor, as formas promastigotas passam por um processo

denominado metaciclogénese, que é o processo pelo qual estas formas deixam de se



dividir e tornam-se infectantes (promastigotas metaciclicas). As formas multiplicativas,
ndo infectantes (prociclicas), aderem a parede do tubo digestivo do inseto vetor. Durante
a metaciclogénese, as promastigotas sofrem modifica¢cbes bioquimicas em sua
superficie, perdendo assim sua capacidade de adesdo ao epitélio do intestino médio do
fleb6tomo. Como resultado, as promastigotas metaciclicas destacam-se, migrando para
a faringe e cavidade bucal, de onde elas s&o transmitidas ao hospedeiro vertebrado,
durante o préximo repasto sanguineo.

O ciclo continua quando outro flebotomineo realiza o repasto sanguineo em um
hospedeiro infectado, e ingere amastigotas, que entram no trato gastrintestinal, se
diferenciam em promastigotas, e se multiplicam no intestino médio ou anterior. Apés
maturacao, eles colonizam a porg¢éo anterior do intestino, transformando-se em formas

metaciclicas, que s&o infectivas (Stuart et al. 2008) (Fig. 1).

igura 1: Ciclo biologico da Leishmania spp. (Organizacao Mundial da Saude, 2004).

1.2- Leishmaniose

A leishmaniose € uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, que pode acometer a pele
e mucosas (leishmaniose tegumentar), ou as visceras (leishmaniose visceral). A
leishmaniose tegumentar pode, ainda, ser dividida em cutdnea, mucosa ou cutaneo
difusa, como descrito mais adiante. As diferentes formas clinicas dependem da espécie
do parasito envolvida e da resposta imune do hospedeiro (Neuber et al, 2008). As
espécies mais importantes no Brasil sdo Leishmania braziliensis, L. amazonensis, L.
guyanensis e L. chagasi (Ministério da Saude, 2011). As principais formas clinicas da

leishmaniose séo as seguintes:



- Leishmaniose Cutanea (LC): E forma mais comum de leishmaniose, causando
Ulceras principalmente nas partes expostas do corpo, membros anteriores, face, ou
membros posteriores, (Blanco et al, 2013). A lesdo inicia-se com uma area de
vermelhiddo e inchaco no local da inoculagdo com aumento no tamanho e, apés 3-4
semanas, desenvolve lesdo ulcerada com bordos elevados e fundo granulomatoso
(Neuber et al 2008). A LC é tipicamente causada por L. tropica, L. major e L.
aethiopica, L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis (de Brito et al, 2012; Fraga
et al, 2012) embora L. infantum e L. donovani também possam estar implicadas (Neuber
et al, 2008). Nas Américas, as principais espécies envolvidas sdo as do complexo L.
mexicana e do subgénero Vianna (Myler, 2008). No Brasil a principal espécie causadora
da LC é a L. braziliensis. A cura da doenca é observada ap6s 6-12 meses com
cicatrizacdo e desfiguracdo da pele do paciente. A cura espontanea nas Americas é mais
rara, porque a lesdo tende a ser mais severa (Neuber et al, 2008). Cerca de 1/3 dos casos
de leishmaniose cutanea ocorrem nas Américas, Mediteraneo, Oriente Médio e Asia
Central. Estima-se que de 700 mil a 1,3 milh&o de novos casos ocorram anualmente.
(Organizacdo Mundial da Saude, 2010).

- Leishmaniose mucosa ou mucocutanea (LM): Causa uma parcial ou total
destruicdo das mucosas do nariz, boca e garganta (Daneshbod et al. 2011, Strazzulla et
al. 2013). E causada principalmente por L. braziliensis, mas também ocasionalmente
por L. panamensis, L. guyanensis e L. amazonensis (Fraga et al, 2012; Guerra et al,
2011). Esta forma ocorre devido a disseminacéo através do sangue ou vasos linfaticos,
de células contendo amastigotas da pele para a mucosa nasofaringeal, culminando na
sua destruicdo. E caracterizada por uma forte resposta imune celular, que pode estar
envolvida com a destruicdo tissular. Muitos casos sao relatados na Bolivia, Brasil e Peru
(Myler & Fasel, 2008).

- Leishmaniose cutaneo-difusa (LCD): Caracteriza-se por apresentar evolucdo
crbnica progressiva, com numerosas lesdes nodulares ndo ulceradas disseminadas pelo
corpo. E usualmente uma manifestacdo de infeccdo com parasitos que normalmente
causam leishmaniose cutanea localizada, associada com uma anergia especifica ou
perda de resposta imunolégica pelo paciente (Ashford et al, 2000). E causada
principalmente por L. amazonensis, mas também pode ser causada por L. aethiopica
(Myler & Fasel , 2008).



- Leishmaniose visceral ou calazar (LV): E a forma mais grave da doenca,
afetando os nodulos linfaticos, bago, figado, e medula dssea (Neuber et al, 2008). E
causada pelo complexo de L. donovani que inclui, L. donovani e L. infantum no velho
mundo e L. infantum (syn. L. chagasi) no novo mundo. Raramente a L. tropica (velho
mundo) e L. amazonensis (novo mundo) tem sido implicadas nessa forma de
leishmaniose (Myler & Fasel, 2008; van Griensven & Diro, 2012). Desde 1979, quando
0 primeiro caso de leishmaniose visceral em paciente que sofreu transplante renal
apareceu na literatura, um aumento regular de todas as formas de leishmaniose tem sido

observado em pacientes transplantados (Antinori et al. 2008).

- Leishmaniose dérmica pos calazar (LDPC): E uma complicacdo da leishmaniose
visceral que aparece como uma papula ou erupcao cutanea nodular geralmente na face,
bragos, troncos ou outras partes do corpo. E uma manifestacdo dérmica apds a cura do
calazar por L. donovani.. Ocasionalmente alguns casos sdo reportados sem nenhum
historico de calazar (Ashford et al, 2000; Desjeux et al. 2013). A localizacdo dérmica
dos parasitos na LDPC torna-os mais acessiveis para o flebotomineo e tem sugerido que
pacientes com LPDC possivelmente servem como reservatérios de infeccéo,
especialmente no intervalo entre a eclosdo (Myler et al, 2008). Ocorre principalmente
no leste da Africa (50%) e no subcontinente Indiano (10%) dos pacientes com Calazar,

desenvolvem essa condicéo (Organizacdo Mundial da Saude, 2010).

1.3- Distribuicdo Geogréfica

A epidemiologia da leishmaniose depende das caracteristicas da espécie do
parasito, caracteristicas ecologicas locais dos sitios de transmissdo, exposi¢cdo atual ou
anterior da populacdo humana.

Um total de 98 paises em 5 continentes apresentam transmissao endémica de
leishmaniose. O numero de casos totais oficiais € mais do que 58,000 casos de
leishmaniose visceral e 220,000 casos de leishmaniose cutanea. Foram registrados 0,2 a
0,4 milhdes de casos de LV e 0,7 a 1,2 milhdes de casos de LC a cada ano. Mais de 90%
dos casos de LV ocorrem em apenas seis paises: india, Bangladesh, Sud&o, Sudéo do
Sul e Etiopia. Leishmaniose cutanea é mais distribuida, com cerca de 1/3 dos casos
ocorrendo em trés regides, nas Américas, bacia do Mediterraneo e oeste da Asia até o

Oriente médio para Asia central. Os dez paises com um nimero grande de casos



registrados sdo: Afeganistdo, Algeria, Coldmbia, Brasil, Iran, Siria, Etidpia, Sudao do
Norte, Costa Rica e Per(. Esses paises juntos correspondem a 70-75% da incidéncia
global estimada de LC (Alvar et al. 2012).

Entre 2001 a 2011 foram registrados 638.702 casos de leishmaniose cutanea e
mucosa no continente americano. De um total de 57.287 casos registrados em 2011,
21.306 foram registrados no Brasil. O nimero de casos de leishmaniose visceral neste
mesmo periodo foi de 38.808 casos no continente americano, sendo que 37.503 (96,6%)
no Brasil (Organizacdo Mundial da Sadde, 2013). A regido amazOnica corresponde
aproximadamente 40% dos casos de leishmaniose (Benicio et al, 2011).

Na Figura 2 observamos a distribuicdo mundial da leishmaniose cutanea e da
leishmaniose visceral, atingindo principalmente paises em desenvolvimento
(Organizacdo Mundial da Saude, 2010). De acordo com 0 Ministério da Saude, 90% dos
casos de leishmaniose visceral resultam em Obito. E endémica em 65 paises e, no
continente americano, esta descrita em pelo menos 12 paises. Dos casos registrados na
América Latina, 90% ocorrem no Brasil. A doenca, desde entdo, vem sendo descrita em
varios municipios brasileiros, apresentando mudangas importantes no padrdo de
transmissdo, inicialmente predominando em ambientes silvestres e rurais e mais
recentemente em centros urbanos (Ministério da Sadude, 2011).

Uma das principais ameacas ao controle da leishmaniose visceral é a sua
interacdo com a infeccdo pelo HIV. A leishmaniose tem emergido como uma
importante infeccdo oportunista associada ao HIV. Em areas endémicas, muitas pessoas
tém infeccdo assintomatica e a infeccdo concomitante com HIV aumenta o risco do
desenvolvimento da LV (Organizacdo Mundial da Saude, 2010; Zampetti et al, 2012).

A associacdo entre leishmaniose e HIV apresenta um ndmero crescente de casos
no Brasil e no mundo sobretudo na regido mediterranica da Europa, que compreende
Espanha, Franca, Italia e Portugal. Cerca de 34 paises possuem registros de casos da
coinfeccdo Leishmania/HIV. O primeiro caso de leishmaniose associada com infeccédo
com HIV foi observado em 1985. Trinta e cinco paises tém mostrado casos de co-
infeccdo. Essa co-infeccdo € atualmente observada em 2 a 9% de todos os casos de
leishmaniose visceral em determinados paises endémicos, mas essa proporcdo tem
aumentado drasticamente (Alvar et al. 2008, Zampetti et al. 2012). Pessoas portadoras
do virus HIV sdo particularmente mais susceptiveis ao calazar, e a doenca pode
prejudicar a resposta ao tratamento antiretroviral, além disso a infeccdo por

leishmaniose visceral acelera a replicagdo e progressdo do HIV (Organizagdo Mundial



da Saude, 2010). O impacto epidemiolégico é tdo significativo que a OMS cogita
introduzir a leishmaniose visceral como doenca indicadora da SIDA. O Brasil é o
epicentro da epidemia de HIV na Ameérica do Sul e representa um terco de todas as
pessoas vivendo com o virus na América do Sul. A presenga de imunossupressao severa
pode modificar as caracteristicas clinicas da doenca, dificultando o diagndstico da

Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) (Lindoso et al. 2009).

Figura 2: Distribuicdo geogréafica de Leishmaniose Cutanea nas Amaricas (esquerda) e Leishmaniose
Visceral (direita) (World Health Organization, 2013).

Alguns trabalhos vém sendo realizados com estudos de metodos de prevencéo
contra infeccdo por Leishmania. Os trabalhos tém focado principalmente em 4
abordagens: controle do reservatério animal, controle da populacdo do vetor, controle
do reservatorio humano e multiplas intervengdes simultaneas (Stockdale & Newton,
2013).

1.4- Tratamento da Leishmaniose

Desde a década de 1940, o tratamento contra a leishmaniose inclui os
antimoniais pentavalentes, estando disponibilizadas comercialmente duas formulacGes:
0 antimoniato de N-metilglucamina (antimoniato de meglumina) (Glucantime) e o
estibogluconato de sédio (Pentostam) (Ameen et al, 2010; Amato et al. 2007; Blum &
Hatz, 2009; Santos et al, 2008, Sundar & Chakravarty, 2013). Embora o mecanismo de
acdo ainda ndo seja totalmente conhecido, os antimoniais sdo conhecidos por inibirem

enzimas glicoliticas e oxidacdo de acidos graxos em amastigotas de Leishmania spp. e



ha uma inibicdo na formacdo de adenosina trifosfato (ATP) e guanosina trifosfato
(GTP) (Singh et al, 2004).

Esses farmacos apresentam muitos efeitos tdxicos incluindo toxicidade cardiaca,
hepatica, pancreética e renal, devendo ser utilizados com cautela e sob monitorizacéo
clinica e laboratorial, em pacientes com cardiopatia e hepatopatia. Sintomas que podem
levar a reducdo ou a suspensdo do tratamento sdo: dor musculoesquelética e distarbios
gastrointestinais (Oliveira et al, 2011; Santos et al, 2008). Outros efeitos adversos
incluem pancitopenia, neuropatia periférica reversivel, mialgias, artralgias, anorexia,
cefaléia, dor no local da aplicagdo (intramuscular) e aumento da diurese por perda
transitoria da capacidade de concentragdo urinaria (Singh et al, 2004). Em geral,
observa-se alteracdo dos niveis de amilase sem repercussdo clinica que requeira a
suspensdo do tratamento. Entretanto, este deve ser interrompido se ocorrer um aumento
superior a quatro vezes do limite maximo da normalidade para a amilase e 15 vezes para
a lipase (Ministerio da Saude, 2011).

O principal efeito adverso do antimoniato N-metilglucamina é decorrente de sua
acdo sobre o aparelho cardiovascular. Esse efeito é dose e tempo dependente e se traduz
por distdrbios de repolarizacdo (Oliveira et al. 2011). Em pacientes acima de 50 anos,
precedendo ao tratamento, deve-se realizar o ECG e 0 acompanhamento com ausculta
cardiaca sempre antes de cada infusdo do medicamento, objetivando detectar arritmias.
Caso essas ocorram, o tratamento deve ser imediatamente interrompido, e, apos
reavaliacdo do paciente, deve-se reiniciar o tratamento com o mesmo farmaco ou com
farmacos alternativos (Ministério da Saude, 2011).

Os antimoniais nao sao aprovados pela “Food and Drugs Administration (FDA)”
nos Estados Unidos, mas no Brasil, 0 Ministério da Saude distribui gratuitamente o
antimoniato N-metilglucamina na rede puablica de salde, adotando o esquema

terapéutico preconizado pela Organizacdo Mundial da Saude (Tabela 1).

Tabela 1: Esquema terapéutico de acordo com a OMS (Ministério da Saude, 2013).

Forma Clinica Dose Tempo de Duragao
Leishmaniose cutanea 10-20mg/Sb*>/kg/dia 20 dias
Leishmaniose difusa 20mg/Sb*>/kg/dia 20 dias
Leishmaniose mucosa 20mg/Sb*>/kg/dia 30 dias




A eficiéncia terapéutica dos antimoniais pode variar dependendo do pais, e
protocolos de tratamento sdo determinados dependendo da regido. Muitos casos de
resisténcia tém sido relatados, dificultando o tratamento (Santos et al, 2008;
(Vanaerschot et al. 2011, Maltezou et al, 2010).

A miltefosina, tnico farmaco oral licenciado para o tratamento da leishmaniose,
¢ atualmente o tratamento de primeira escolha do programa de eliminacdo da
leishmaniose visceral no subcontinente indiano. Casos de resisténcia vém sendo
relatados, com aumento da falha no tratamento da leishmaniose visceral (Patra et al.
2012, Rijal et al. 2013).

Em alguns casos, outros farmacos, tal como pentamidina, anfotericina B e
paramomicina sdo usados, como no caso de resisténcia ao tratamento de primeira
escolha, mesmo eles tendo grandes efeitos toxicos. A anfotericina B ja pode ser
considerada de primeira escolha em vérias circuntancias ou regides. (Santos et al, 2008).

A pentamidina, uma diamidina, ainda ndo tem seu mecanismo de acdo
totalmente conhecido, mas alguns trabalhos sugerem sua ac¢éo no cinetoplasto, inibindo
suas funcgdes, é utilizada para o tratamento da leishmaniose. O tratamento com baixa
dose e um regime de curto tempo comumente resulta em mialgias, dor no local da
injecdo, nausea, dor de cabeca e, em menor extensdo, gosto metalico, sensacdo de
queimacdo, dorméncia, taquicardia e hipotensdo. Hipoglicemia reversivel é observada
em 2% dos casos de tratamento. A incidéncia e severidade desses efeitos s&o maiores
quando sdo administradas altas doses e regimes de longo prazo para o tratamento de
leishmaniose visceral na india (Singh et al, 2004). A terapia com pentamidina foi
avaliada também como primeira opcao de tratamento na leishmaniose cutanea e mucosa
e ndo somente em casos de resisténcia aos antimoniais (Blum et al, 2009; Amato et al,
2007; Tuon et al, 2008). A resisténcia a pentamidina tem sido descrita na literatura,
dificultando o tratamento (Santos et al, 2008).

A anfotericina B, um antifingico poliénico, se liga aos esterdis da membrana
plasmatica de Leishmania spp. preferencialmente ao ergosterol, formando poros na sua
membrana, com perda do conteldo intracelular e morte do parasito. Esse farmaco
também liga-se no colesterol das células do hospedeiro, apresentando muitos efeitos
colaterais. Varios efeitos colaterais sdo observados, como febre, sensacdo de frio, dor
nos 0ssos, e, raramente, parada cardiaca e efeitos toxicos em longo prazo, como
hipocalemia e nefrotoxicidade. A anfotericina B € utilizada para o tratamento de

pacientes com calazar que séo clinicamente resistentes a pentamidina e aos antimoniais.



Foi utilizada também para o tratamento da leishmaniose mucosa, em um estudo
realizado na Bolivia, com 80% de cura (Amato et al, 2007).

Visando diminuir os efeitos adversos, algumas formulagdes de anfotericina B
vetorizadas por lipideos foram desenvolvidas (Ejazi & Ali, 2013; Pham et al. 2013;
Santos et al, 2008). Essas formulagdes, como anfotericina B lipossomal (Ambisome),
dispersdo coloidal de anfotericina B (Anfocil) e complexo lipidico de anfotericina B
(Abelcet), provocam menos efeitos colaterais do que o farmaco livre (Blum et al, 2009;
Amato et al, 2007). A utilizacdo de anfotericina liposomal é bem tolerada em criancas.
No entanto, 0 sucesso no tratamento de pacientes infectados com HIV ndo é boa.
Embora pacientes sejam curados inicialmente, metade deles tem recidivas. O uso dessas
formulagbes tem permanecido limitado para casos severos e de resisténcia no
tratamento de leishmaniose visceral (Singh et al, 2004). A producao dessas formulacdes
possuem um alto custo, dificultando seu uso em paises em desenvolvimento. Estudos
tém sido realizados, na tentativa de obter métodos de baixo custo para a producédo
desses farmacos (Santos et al, 2008).

A paramomicina ¢ um aminoglicosideo usado para o tratamento de doencas
bacterianas. No entanto, tem uma vasta atividade antiparasitaria que nao é
compartilhada por outros aminoglicosideos. Ha relatos do seu uso para o tratamento de
leishmaniose visceral e de sua formulacao topica para a leishmaniose cutanea (Blum et
al, 2009; Tuon et al, 2008; Santos et al, 2008). A combinacdo da paramomicina e
estibogluconato foi usada no tratamento de casos graves de leishmaniose cutanea. Esse
farmaco tem um potencial de toxicidade renal. (Singh et al, 2004).

Devido as substanciais evidéncias da atividade leishmanicida de certos
inibidores da protease (aspartico protease) do HIV (Santos et al, 2013a) esses farmacos
estdo sendo sugeridos como possivel tratamento para a coinfeccdo HIV-Leishmania, nos
casos de leishmaniose visceral (van Griensven et al, 2013; Santos et al, 2013b).
Inibidores de aspartico proteases usados no tratamento do HIV (amprenavir, indinavir,
lopinavir, nelfinavir, ritonavir and saquinavir) possuem atividade leishmanicida,

induzindo vérias alterac6es ultraestruturais no parasito (Santos et al, 2009).

1.5- Biossintese de Esterdis
Compostos isoprendides estdo presentes em células de procariotos e eucariotos.
Os esterdis sdo frequentemente o mais abundante grupo isoprendide, sendo o

ciclopentanoperidrofenantreno (Fig. 3) a sua estrutura fundamental, que possui 4 anéis
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hidrocarbonetos fundidos, trés com seis carbonos e um com cinco possuindo um nucleo

quase planar e relativamente rigido (Roberts et al. 2003) .

Figura 3: Estrutura do Ciclopentanoperidrofenantreno.

Os esterdis sdo lipideos estruturais e estdo presentes nas membranas da maioria
das células eucarioticas. Colesterol (Fig. 4), 0 mais importante esterol das células de
mamiferos, é anfipatico, com um grupo polar (a hidroxila em C-3) e um corpo
hidrocarbonado ndo-polar (0 nacleo de esterdis e uma cadeia lateral hidrocarbonada em
C-17) (Nelson, 2002).

HO

Figura 4: Estrutura quimica do colesterol.

Ele é o esterol mais abundante nas células de mamiferos e realiza uma serie de
funcbes, sendo importante para o crescimento e viabilidade celular. As células adquirem
colesterol através da endocitose de Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL) (rica em
colesterol) via receptor ou através de sintese de novo (Chang et al. 2006). Desempenha
um papel importante como elemento estrutural e funcional das membranas atuando com
modulador de fluidez. A membrana plasmatica é rica em colesterol enquanto as
membranas do complexo de Golgi tém uma quantidade intermediaria e as membranas
das outras organelas sdo relativamente pobres em colesterol. Nas mitocondrias, a
membrana externa é mais rica em colesterol que a membrana interna. O colesterol
também é importante por ser precursor dos acidos biliares e de hormdnios esterdides:
horménios adrenocorticais (aldosterona) e horménios sexuais (estrogénios, testosterona
e progesterona). O colesterol intracelular pode ser esterificado através da acdo da
enzima acil-CoA colesterol aciltransferase (ACAT), que catalisa a transformacdo do

colesterol para éster de colesterol (Chang et al, 2006).
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A HMG-CoA redutase € a enzima limitante da velocidade na sintese do
colesterol, estando sujeita a diferentes tipos de controle metab6lico. Podemos citar 0s
seguintes tipos de controle: (i) Inibicdo por retroalimentacdo (“feedback”), onde o
colesterol € um inibidor retroativo da HMG CoA redutase, diminuindo assim a sintese
subsequente de colesterol, (ii) regulacdo hormonal, onde a sintese € ativada por insulina
e inibida por glucagon; (iii) regulagdo da transcricdo mediada por esterol, onde a
transcricdo do gene da HMG-CoA redutase é regulada pela quantidade de colesterol
captado por endocitose de LDL mediada por receptor (Champe, 1997).

O colesterol € o esterol caracteristico das células animais, mas 0s vegetais,
fungos e alguns protozoarios, em vez de colesterol, sintetizam outros esterois
intimamente relacionados, empregando a mesma via sintética até o passo do 2,3-
epoxido de esqualeno. No caso de Leishmania spp. ocorre a producdo de ergosterol e
esterdis 24 alquilados no carbono 24 (Roberts et al, 2003).

Os tripanossomatideos ja foram extensivamente estudados quanto a sua
producéo de esterois. A via biossintetica de esterois de Leishmania spp e T. cruzi tem
sido deduzida por estudos com [**C]-acetato e [**C]-mevalonato e identificacdo de
esterdis intermediarios que acumulam apos o tratamento com varios inibidores da
biossintese de esterois (Roberts e cols, 2003). Por exemplo, a inibicdo da C-14
desmetilase, pelos azodis, causa o acumulo de 4a,4pB,140-trimetilesterois, 4o, l4a-
dimetilesterois e 14a-metilesterdis (Coombs et al, 1991).

Na figura 5 podemos observar os esterois ja identificados em Leishmania spp.
esqualeno, lanosterol (4,4,14a-dimetilcolesta-8,24-dieno-3B-ol, 1) e dimetilzimosterol
(4a,140-dimetilcolesta-8,24-dieno-3p-ol, 3)(Goad et al. 1984). A descoberta dessas
substancias sugeriu que a biossintese de esterol ocorria de maneira similar a dos fungos,
oferecendo uma oportunidade para o desenvolvimento de quimioterapia com alvo na via
biossintética dos esterois. O uso de farmacos ja utilizados com sucesso contra infec¢cdes
fungicas pode ser uma alternativa, conforme mencionado anteriormente, com a
utilizacdo na clinica de cetoconazol, fluconazol e itraconazol, que inibem essa via em
fungos e Leishmania (Roberts et al, 2003).

Os esterdis nos tripanossomatideos participam no crescimento normal das
células. Participam da manutencdo da arquitetura da membrana, onde esterdis livres
interagem com cadeia de acidos graxos de fosfolipidios para controlar a fluidez de

membrana e assim controlar a continuidade das funcdes (Coombs et al, 1991).
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Os principais esterdis dos tripanossomatideos possuem esqueleto A>’ C28-
ergostano (com metila em 24) ou C29-estigmastano (com etila em 24). A auséncia de
24-metil derivados de esterois 4,4 dimetilados sugere que a metilagdo em 24 ocorre de
forma tardia na via e o zimosterol (colesta-8,24-dieno-3p-ol, 7) pode ser o maior
substrato para esta reacdo (Fig. 5) (Coombs et al, 1991). Em Leishmania spp. 0s esterois
baseados no esqueleto ergostano séo os mais abundantes tanto em amastigotas quanto
em promastigotas, predominando o 5-desidroepisterol (ergosta-5,7,24(24%)-trieno-3p-ol,
12) (Goad et al, 1984) embora o ergosterol (ergosta-5,7,22-trieno-3p-ol, 13)
predominante nos fungos, esteja em pequenas quantidades. Os esterdis de esqueleto
relacionados ao estigmastano (estigma-7,24(24%)-dieno-3p-ol ou ergota-7-eno-3p-ol e
24-etilidinocolest-7eno-3p-ol  (14); estigmasta-5,7,24(24%)-trieno-3p-ol  (15); 7-
desidroporiferasterol (estigma-5,7,22-trieno-3p-ol) (17) representam 5% do total de
esterdis de promastigotas de Leishmania spp. mas em amastigotas podem chegar a 20%
do total, sugerindo que esses esterois podem ter um papel importante quando o parasito
estd na célula hospedeira (Roberts et al, 2003).

Os esterois de amastigotas de L. mexicana sdo diferentes dos esterdis de
promastigotas. O principal esterol é o episterol (ergosta-7,24(24%)-dieno-3p-ol, 10) em
vez de desidroepisterol (12) enquanto que desmosterol (colesta-5,24-dieno-3p3-ol, 18),
ergosta-5,24(24%)-dieno-3p-ol (19), estigma-7,24(24%)-dieno-3p-ol (14) e estigma-
5,7,24(24%)-trieno-3B-ol (15) sdo adicionais ao perfil de esterdis das formas
promastigotas. A presenca do esterol 19 (Fig. 5) sugere que o desmosterol tenha sido
captado de macrofagos e metabolizado dentro dessa célula, uma vez que é improvavel
ser biossintetizado. A ocorréncia de esterdis A° ndo é vista em promastigotas, porque
possivelmente essas formas flageladas perdem a habilidade de dessaturacdo da ligacéo
A’, possuindo somente A>" e A, assim como nos fungos (Coombs et al, 1991). Essa
informagdo sugere que os esterdis A° sdo produzidos em amastigotas a partir do
desmosterol, absorvidos de células do hospedeiro, macr6fagos (Coombs et al, 1991). O
mesmo esterol tem sido identificado em amastigotas de L. braziliensis (Holz et al.
1986).

As quantidades de esterdis predominantes diferem entre os tripanosomatideos. A
via de biossintese de epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi foi elucidada de
maneira similar a descrita para Leishmania spp., usando estrutura de esterdis conhecidas
da biossintese de fungos e estrutura de esterois acumulados pela adicdo de inibidores. O

modelo de biossintese é diferente das etapas iniciais observadas em Leishmania spp.
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como por exemplo metilagdo em 24 do lanosterol (1). A metilacdo em Leishmania spp.
ocorre em uma etapa mais tardia. As formas epimastigotas de T. cruzi contém ergosterol
e ergosta-5,7-dieno-3p-ol que juntos, formam aproximadamente 40% do total de
esterois, e uma apreciavel quantidade, aproximadamente 30%, de estigma-5,7-dieno-3p-
ol (16) e 7-desidroporiferasterol (estigma-5,7,22-trieno-3p-ol, 17) é observada nessa
forma. Formas tripomastigotas de T. cruzi , de maneira similar a descrita para L.
mexicana, sdo capazes de converter desmosterol do hospedeiro (Roberts et al, 2003).
Nas espécies de Leishmania o 7-desidroporiferasterol (17) é observado em
pequenas quantidades, indicando que esse organismo tem uma capacidade limitada para
reacdo de transmetilacdo secundaria, no qual um precursor 24-metilado tal como,
episterol (10) e desidroepisterol (12), € convertido em esterdis com o esqueleto
estigmastano C-29. Esta reacdo € tipica de algas e plantas superiores e é ausente em
muitos fungos (Goad et al, 1984). As formas amastigotas de T. cruzi apresentam
diferencas em relacéo as Leishmania spp. Formas amastigotas de T. cruzi aparentemente
ndo produzem esterdis A>’ mas, ao invés contém episterol (ergosta-7,24(24%)-dieno-3p-
ol, 10), ergosta-7-eno-3p-ol e 24-etildinocolesta-7eno-3B-ol (14), indicando auséncia de
atividade da A® dessaturase (Roberts et al, 2003; (Liendo et al. 1999). A via de
biossintese dos esterdis em Leishmania spp. e T. cruzi esta representada na Figura 5.
Estudos em células humanas tém indicado que as etapas iniciais da via de biossintese
ocorrem predominantemente nos peroxisomos (Kovacs et al. 2002; Kovacs & Krisans
2003; Kovacs et al. 2007), enquanto a principal localizacdo de estagios iniciais em
fungos € o reticulo endoplasmatico. A localizacdo da via do mevalonato em
tripanossomatideos € pouco conhecida. A enzima HMG CoA redutase é uma enzima
chave na biossintese dos esterois, de células de mamiferos, fungos e dos
tripanossomatideos e foi localizada na mitocondria (Pena-Diaz et al. 2004). Outra
enzima da biossintese, o difosfato de farnesila sintase, que junto com outras enzimas €
responsavel pela sintese de isoprenoides, foi localizada no citosol em L. major (Ortiz-
Gomez et al. 2006). Foi descrito também a caracterizagio e localizagdo da A% esterol
metiltransferase (SMT) de L. major, que estd envolvida em uma etapa mais tardia e
Unica da biossintese do ergosterol, sendo localizada no reticulo endoplasmatico
(Jimenez-Jimenez et al. 2008). A andlise da localizacdo da HMG CoA sintase e da
mevalonato cinase (MVAC) em formas promastigotas de L. major e formas prociclicas
e sanguineas de T. brucei mostram que a biossintese € distribuida em multiplos

compartimentos intracelulares. Em tripanossomatideos a producdo de HMG-CoA a
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partir de acetil CoA e a geracdo de mevalonato ocorre principalmente na mitocondria
enquanto a fosforilagdo do mevalonato é quase exclusivamente localizada no

glicossoma (Carrero-Lerida et al. 2009).

ﬁ ﬁ HMGR
<« Ac.mevaldbnico «—— HMG CoA

2,3- ep6xido de esqualeno
esqualeno

Figura 5: Via de biossintese dos ester6is em Leishmania spp. e T. cruzi. 1: Lanosterol (4,4,14a-
dimetilcolesta-8,24-dieno-3p-ol); 2: (24-metilenodesidrolanosterol); 3: Dimetilzimosterol (4a,140-
dimetilcolesta-8,24-dieno-3B-ol); 4: obtusofoliol (4a,140-dimetilergosta-8,24 (24%)-dieno-3p-ol); 5:
metilzimosterol (14a-metilcolesta-8,24-dieno-3p-ol); 6: 4-desmetilesterol (14a-metilergosta-8,24 (24%)-
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dieno-3p-ol); 7: zimosterol (colesta-8,24-dieno-3p-ol); 8: fecosterol (ergosta-8,24(24')-dieno-3p-ol); 9:
colesta-7,24-dieno-3p-ol; 10: episterol (ergosta-7,24(24%)-dieno-3p-ol); 11: colesta-5,7,24-dieno-3p-ol;
12: desidroepisterol (ergosta-5,7,24(24%)-trieno-3p-ol); 13: Ergosterol (ergosta-5,7,22-trieno-3-ol); 14
estigma-7,24(24)-dieno-3B-ol ou ergota-7-eno-3p-ol e 24-etilidinocolest-7eno-3-ol; 15: estigmasta-
5,7,24(24%)-trieno-3B-ol; 16: estigmasta-5,7-dieno-3p-ol; 17: 7-desidroporiferasterol (estigma-5,7,22-
trieno-3B-ol); 18 desmosterol (colesta-5,24-dieno-3p-ol); 19: ergosta-5,24(24)-dieno-3p-ol; 20: ergosta-
5-eno-3p-ol; 21: estigmasterol (ergosta-5,22-dieno-3p-ol). HMG CoA: 3-hidroxi-3-metil-glutaril
coenzima A; HMGR: 3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A redutase; SEQO: esqualeno 2,3 epoxidase;
14DM; C-14 desmetilase; SMT: A?* esterol metiltransferase.

As fontes de carbono para a biossintese dos esterdis nos tripanosomatideos tém
sido estudadas. O aminoacido leucina foi relatado como um precursor potencial na
biossintese de isoprendides (Anastasis et al. 1985). A administracdo de leucina para
formas promastigotas de L. mexicana é prontamente incorporada nos esterois mostrando
que este aminoacido € utilizado como principal fonte de carbono para a biossintese de
esterois e pode ser encontrado em mais de 80% dos esterois sintetizados (Ginger et al.
1996). varias especies de Leishmania (Ginger et al. 1999).

1.6- Inibidores da biossintese do ergosterol

Uma vez que os tripanossomatideos ndo sintetizam o colesterol e sim esterois
com o esqueleto ergostano (Roberts et al, 2003), farmacos que atuam na biossintese do
ergosterol possuem interessante atividade leishmanicida e tripanocida, inibindo diversas
enzimas da via como, por exemplo, a HMG-CoA redutase, a esqualeno epoxidase, a C-
14 desmetilase e a C-24 metiltransferase, que sdo inibidas pelas estatinas (sinvastatina,
lovastatina), alilaminas (terbinafina), azois (cetoconazol, miconazol, itraconazol,
fluconazol e voriconazol) e azasterdis, respectivamente (Rodrigues et al. 2002, Haughan
et al. 1992, Beach et al. 1988, Berman et al. 1984, Azofra et al. 2010).

A alilamina terbinafina € um potente inibidor da esqualeno-2,3-epoxidase e tem
efeito em Leishmania spp. e T. cruzi (Vannier-santos et al. 1995, Vannier-santos et al,
1995, Urbina et al, 1997). O tratamento de promastigotas e amastigotas de L. mexicana
com terbinafina resultou no acimulo de 3 a 4 vezes de esqualeno e uma diminuicdo na
quantidade de esterdis C29 e C28 enddgenos (Roberts e cols, 2003). Foi demonstrada a
atividade dessa molécula em L. major e L. donovani (Zakai & Zimmo, 2000). O efeito
sobre o crescimento é atribuido pelo efeito na diminuicdo de esterdis das estruturas de
membrana celulares e parece néo estar relacionado ao excesso de esqualeno (Roberts et
al, 2003).
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Moléculas naturais tém mostrado excelente atividade leishmanicida como, por
exemplo, as chalconas. A chalcona 2',6'-diidroxi-4'-metoxichalcona (DMC) possui
potente atividade leishmanicida atuando na biossintese e composicdo de esterdis de
Leishmania amazonensis (Torres-Santos et al, 2009). Recentemente foi publicada a
atividade leishmanicida da tomatidina, que promove a inibi¢do da biossintese de esterdis
24-alquilados e disfuncdo mitocondrial (Medina et al. 2012). Além disso, alguns
ester6is como o pentalinosterol, um novo derivado de colesterol, e um novo esterol
glicosilado isolado da raiz da Pentalinon andrieuxii, apresentaram atividade
leishmanicida (Pan et al. 2012).

Os antifungicos imidazdlicos e triazélicos possuem uma alta atividade na
inibicdo da biossintese de esterdis e no crescimento de varias espécies de Leishmania
(Ramos et al. 1994, Goad et al. 1985, Berman et al. 1986, Beach et al. 1988, Goad
1994) e T. cruzi (Beach et al. 1986, Liendo et al. 1999). Eles atuam na enzima do
citocromo P450 C-14 desmetilase (CYP51), essencial na biossintese de esterdis do fim
da via, em promastigotas, amastigotas e epimastigotas, ocasionando a diminuigdo de
esterois C-28 e C-29 e acimulo de varios esterois metilados em 14a. Novas isoformas
de CYP51 foram encontradas em Tripanosoma brucei, T. vivax, T. cruzi, e Leishmania
spp. Essas isoformas possuem 74-86% de identidade entre elas e de 22-33% com C-14
desmetilase de outros reinos biolégicos. H4 homologia também com a CYP51 de
Mycobacterium tuberculosis (28%), tomate (28%) e humana (27%) (Lepesheva &
Waterman, 2004).

O primeiro esterol da via de biossintese que acumula apés o tratamento com 0s
azlis em promastigotas de Leishmania spp. € o dimetilzimosterol (3). No entanto,
durante uma longa exposicdo, 0s esterdis podem ser metabolizados em esterdis
alquilados (4) ou desmetilados no C-5 (5) para produzir finalmente um 4-
desmetilesterol (6) (Roberts et al, 2003).

Amastigotas e promastigotas de L. mexicana em cultura, quando expostos ao
cetoconazol, tém a biossintese de seus esterdis normais majoritarios, 5-desidroepisterol
(12), ergosterol (13) e episterol (10) prejudicada e ocorre acimulo de dimetilzimosterol
(3) e obtusofoliol (4) (Berman et al. 1986, Goad et al. 1985). O efeito de itraconazol,
cetoconazol e fluconazol sobre a biossintese de ester6is de promastigotas de L.
aethiopica e L. donovani, e subespécies de L. mexicana crescidas por longo periodo na

presenca de concentragcdes de azdis causam a diminuigcdo dos esterdis majoritarios e a
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substituicdo desses por 14a-metilesterdis endégenos e colesterol exdgeno em grande
quantidade (Beach et al. 1988).

A perturbacdo da biossintese de esterdis pelo itraconazol e cetoconazol também
foi analisada em amastigotas de L. mexicana demonstrando uma maior sensibilidade a
essas moléculas do que macréfagos da linhagem J774 e demonstraram que a infecgdo
com amastigotas resulta na inibicdo da sintese de colesterol da célula hospedeira. Foi
observado também que as amastigotas tratadas apresentaram grande quantidade de
colesterol exdgeno, como observado em formas promastigotas (Hart et al, 1989).

Em epimastigotas e amastigotas de T. cruzi tratadas com os azdis, o acimulo de
140-metilesterdis foi principalmente de lanosterol (1) e particularmente do produto de
alquilacdo no C-24, o 24-metilenodesidrolanosterol (2). Além disso, em comparagdo
com Leishmania spp. a quantidade total de esterol acumulado e a proporcdo de
colesterol ndo diferem significativamente entre tripomastigotas e epimastigotas de T.
cruzi tratadas e ndo tratadas com cetoconazol, sugerindo alguma diferenca no processo
regulatorio comparado com a situacdo da Leishmania spp. (Roberts et al, 2003). O
tratamento com o miconazol causou a diminui¢do de esterdis A>’ de epimastigotas de
T.cruzi (Coombs et al, 1991).

O miconazol e a lovastatina (inibidor da HMG CoA redutase) (Stancu & Sima,
2001), foram usadas em combinacdo para avaliar o poténcial como agentes
antileishmania. A combinacdo foi considerada sinérgica, inibindo promastigotas e
amastigotas de Leishmania spp. Nas formas promastigotas o efeito foi maior em L.
amazonensis do que em L. donovani. Analises da composicdo de esterois de ambos
promastigota e amastigota revelaram inibicdo da C-14 desmetilase pelo miconazol e
mostraram evidéncias da inibi¢do da biossintese de esterdis pela lovastatina (Haughan et
al. 1992) .

O efeito do azasterol, um inibidor da A%- esterol metiltransferase, que inibe a
alquilacdo do C-24 foi estudado em Leishmania spp e T. cruzi (Gros et al, 2006;
Haughan et al. 1995; Jimenez-Jimenez et al. 2008, Lorente et al. 2004,; Rodrigues et al.
2002). A atividade do azasterol mostrou um declinio de 24-alquil esterdis e acimulo de
colesta-5,7,24-trieno-3B-ol (11) , colesta-7,24-dieno-3p-ol (9) e colesterol (Fig. 5) e que
0s 24 alquil ester6is ndo sdo absolutamente necessarios para a sobrevivéncia e
crescimento da Leishmania spp. e sendo o parasito capaz de usar os esterdis endégenos

acumulados e o colesterol captado do meio de cultura (Haughan et al, 1995).
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Os inibidores da esqualeno sintase sdo utilizados como alvo para quimoterapia
em Leishmania spp. e T. cruzi inibindo assim a formagdo do esqualeno e o seu
crescimento (Granthon et al. 2007). Os experimentos com esses inibidores também
demonstram um aumento na quantidade de colesterol, que pode ser uma tentativa de
manter sua membrana e outras fungdes (Urbina et al, 2002, Braga et al, 2005, Lorente et
al, 2005).

Leishmania, embora sintetize esterdis endogenamente, também obtém colesterol
exdgeno, como foi observado com a utilizacdo dos varios inibidores da via de
biossintese de esterdis, através de receptor de membrana, em grande quantidade (Bastin
et al. 1996), indicando que esse processo pode ser relevante para a sobrevivéncia do
parasito em determinadas situagoes.

1.7- Colesterol no parasitismo intracelular

Durante muito tempo, o colesterol foi tido apenas como um componente
estrutural da membrana celular mas, atualmente, sabe-se que o colesterol desempenha
papéis cruciais na organizacdo, dindmica e funcionalidade das membranas celulares,
como a (i) estabilizacdo de receptores transdutores de sinais (Lagane et al. 2000), (ii)
modulacéo de receptores de acetilcolina (Baier et al. 2010, Borroni & Barrantes 2011),
(iii) inducdo de alteracbes conformacionais em receptores de oxitocina e outras
proteinas de membrana (Muth et al. 2011), (iv) liberacdo de vesiculas sinapticas
(Linetti et al. 2010), (v) modulacdo de canais ibnicos (Bukiya et al. 2011) e esta
envolvido na entrada de microrganismos patogénicos intracelulares, como Leishmania
(Simons & Toomre 2000, Pucadyil et al. 2004). Além dessas fungdes, o colesterol tem
um importante papel na manutencdo de fluidez de membrana, sendo essencial para a
funcionalidade das células apresentadoras de antigenos (Mcgee et al. 2011, Trainor et
al. 2011).

Em adicdo aos esterdis C-28 e C-29, Leishmania spp. e T. cruzi contém
quantidades variaveis de colesterol, que sdo derivados do meio de cultura ou da célula
hospedeira. O cultivo de Leishmania spp. na presenca de soro fetal bovino resulta no
aumento do contetido de colesterol na membrana do parasito (Coombs et al, 1991). As
formas sanguineas de T. brucei diferem desses outros tripanossomatideos, uma vez que
contém predominantemente colesterol e reprime a sintese de novo de esterdis C-28. O
parasito, na forma sanguinea capta o colesterol do meio de cultura ou do sangue através

de endocitose mediada pelo receptor de LDL (Coppens & Courtoy, 2000, Coppens &
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Courtoy, 1995). No entanto, formas prociclicas podem realizar a biossintese de novo
apresentando o gene para uma enzima chave, 2,3-epdxido de esqualeno ciclase, que
produz lanosterol (Roberts et al, 2003). Nos tripanossomatideos, a captacdo de
colesterol se d&, principalmente, através de um receptor de LDL, que é conservado em
toda ordem Kinetoplastida, incluindo Leishmania spp. e T. cruzi (Bastin et al. 1996).
Apos a incorporacdo, a LDL é clivada por enzimas lisossomais, levando a liberagéo do
colesterol. Esse sistema tem sido citado na literatura como um bom alvo farmacoldgico
para a tripanossomiase africana ou doenga do sono (Coppens et al. 1995).

Além das formas sanguineas de T. brucei que dependem criticamente da
presenca de particulas de LDL, que contém principalmente colesterol, para seu rapido
crescimento e para manter suas fontes de lipideos, podemos citar também o Toxoplasma
gondii, pertencente ao filo Apicomplexa. Apds a infeccdo por T. gondii, a celula
hospedeira adquire um novo compartimento, o vacuolo parasitoforo (VP). Esse parasito
é incapaz de sintetizar varios metabolitos, inclusive seus proprios esterdis, sendo
considerados auxotroficos (Coppens et al, 2000). Eles trocam nutrientes através da
membrana do vacuolo parasitoforo, com o objetivo de garantir sua sobrevivéncia e
propagacao (Sinai et al, 1997). A membrana do VP é bem proxima da mitocéndria e do
reticulo endoplasmatico da célula do hospedeiro, onde é encontrada toda a maquinaria
para a biossintese de lipideos do hospedeiro. A membrana do T. gondii é rica em
colesterol, que intracelularmente é concentrado em organelas chamadas rhoptrias, que
sdo organelas secretérias apicais. Esse colesterol € obtido tanto da biossintese de
colesterol da célula hospedeira, quanto da fonte de LDL que é captada por essa célula
(Coppens & Courtoy, 2000; Sehgal et al. 2005). Corroborando esses dados de utilizacdo
do colesterol pelo T. gondii, um estudo mostrou que a infeccdo por esse parasito induz
alteracdes no metabolismo lipidico da célula hospedeira (Milovanovic et al, 2008).

Varios microorganismos que residem e proliferam dentro de vactolos no interior
da célula hospedeira utilizam o colesterol para sua sobrevivéncia, como é o caso de
algumas bactérias. Helicobacter pilori, por exemplo, capta colesterol do hospedeiro,
contribuindo para sua viruléncia, patogenicidade e para a resisténcia a antibiéticos e ao
ambiente acido do estdbmago. Mycobacterium tuberculosis usa o colesterol do
hospedeiro como fonte de carbono durante a infec¢do e controla essa utilizacdo através
de fatores de transcricdo, além de possuir uma via catabolica altamente conservada para
metabolizar o colesterol. Anaplasma phagocytophilum utiliza o colesterol para a

proliferagdo na célula hospedeira e a Coxiella burnetii necessita do colesterol para sua
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replicacdo (Mcgee et al, 2011, Trainor et al, 2011, Kendall et al. 2010, Xiong et al,
2009, Howe & Heinzen 2006, Howe & Henzen, 2005).

AlteracOes lipidicas no plasma foram demonstradas em algumas doencas
infecciosas e o colesterol em especial é estudado em muitas infeccGes parasitarias
(Portugal et al. 2004). Especificamente na leishmaniose, de uma maneira global, duas
abordagens de estudo s@o utilizadas: a correlagdo da homeostasia do colesterol
sistémico com a doenca e a relacéo do colesterol da célula hospedeira com a infecgdo. A
primeira abordagem é derivada de observacdes que pacientes com leishmaniose visceral
apresentam hipocolesterolemia e a segunda da importancia das "lipid rafts" para a
entrada do parasito no macréfago e para a apresentacdo de antigenos. As duas
abordagens se sobrepdem em alguns pontos, mas diferem essencialmente no fato de que
0s macrofagos per se ndo sdo responsaveis pela homeostasia de colesterol, papel
desempenhado principalmente por hepatocitos.

Pacientes com leishmaniose visceral apresentam diminui¢do de LDL-colesterol
do soro, levando a um processo de hipocolesterolemia, largamente evidenciado nessa
forma da doenca (Lal et al. 2007, Liberopoulos et al. 2012).

Ghosh e colaboradores mostraram que a hipercolesterolemia oferece protecéo
contra a infeccdo causada por Leishmania donovani, enquanto a hipocolesterolemia
torna os camundongos mais susceptiveis a infeccdo pelo parasito (Ghosh et al, 2012).
Recentes trabalhos mostraram que a hipocolesterolemia observada na infecdo por
Leishmania donovani é devido a liberacdo da metaloprotease GP63 pelo parasito
infectando células de Kupffer no figado, que cliva a dicer (Endonuclease RNAse 111)
nos hepatocitos, reduzindo a expressao de miR122, levando a reducdo da producéo de
colesterol. miR122 é um regulador pdstranscricional (miRNAS), que é expresso
abundantemente no figado, modulando uma grande variedade de funcdes. Compreende
mais do ue 70% da quantidade de miRNA no figado, sendo largamente responsavel pela
homeostasia e metabolismo lipidico. Esses eventos afetam a homeostasia do colesterol
levando a isso a evolucdo da infeccdo, por conta de falhas na apresentacéo de antigenos
(Ghosh et al, 2013; Descoteaux et al, 2013). O processo de transporte da GP63 do
vacuolo parasitéforo das células de Kupffer até os hepatdcitos e a propria expressdo de
GP63 por amastigotas ainda carece de esclarecimento. Corroborando esses dados,
estudos anteriores demonstraram que lipoproteinas sdo capazes de modular a resposta
imune celular na leishmaniose (Soares et al, 2010). Outros estudos mostram que

macrofagos infectados com Leishmania donovani tem uma significativa diminuigdo do
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colesterol de membrana, e que a administragdo de colesterol em hamsters infectados
oferece uma forte protecdo, mostrando a importancia do colesterol na membrana do
macréfago para a correta apresentacdo de antigeno e ativagdo do sistema imune (Sem et
al, 2011; Banerjee et al, 2009).

Por outro lado, macréfagos infectados tem seu metabolismo do colesterol
alterado, mostrando aumento da expresséo de enzimas da via, aumento de receptores de
LDL e diminuicdo de transportadores ABC que fazem o efluxo de colesterol levando,
entdo, a um acumulo de colesterol dentro do macr6fago (Rabhi et al, 2012; Foréa et al,
2009). Esse colesterol pode estar sendo utilizado de alguma forma pelo parasito, uma
vez que ja foi demonstrada a presenca do colesterol em amastigotas (Hart et al. 1989,
Berman et al. 1986). Promastigotas de L. amazonensis, sob pressdo farmacoldgica de
inibidores da biossintese de esterdis, endocita mais LDL do meio de cultura e € mais
sensivel a esses inibidores quando privada de fontes exdgenas de colesterol, mostrando
um papel importante do colesterol na atividade dos inibidores da biossintese do
ergosterol (Andrade-Neto et al. 2011; de Cicco et al, 2012).

1.8- Captacdo do colesterol via receptor de Lipoproteina de baixa Densidade
(LDL)

O colesterol, ésteres de colesterol, triacilglicerois e fosfolipideos sé&o
transportados de um tecido para outro pelo plasma sanguineo na forma de lipoproteinas
plasmaticas (Hoover-Plow & Huang, 2013). As lipoproteinas sdo complexos
moleculares de proteinas transportadoras especificas chamadas de apolipoproteinas com
combinagdes variadas de fosfolipideos, colesterol, ésteres do colesterol e
triacilglicerideos. As apoproteinas sao divididas em cinco classes principais: Apo A, B,
C, D e E e varias subclasses. A fracdo lipidica das lipoproteinas é muito variavel, e
permite a classificacdo das mesmas em 5 grupos, de acordo com suas densidades e
mobilidade eletroforética:

- Quilomicron — é a lipoproteina menos densa, transportadora de triacilglicerol exdgeno
na corrente sanguinea.

- VLDL - “Lipoproteina de Densidade Muito Baixa”, transporta triacilglicerol
enddgeno.

- IDL — “Lipoproteina de Densidade Intermediaria”, ¢ formada na transformacéo de
VLDL em LDL.
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- LDL — “Lipoproteina de Densidade Baixa”, ¢ a principal transportadora de colesterol;
seus niveis aumentados no sangue aumentam o risco de infarto agudo do miocérdio.
- HDL —“Lipoproteina de Densidade Alta”, atua retirando o colesterol da circulagéo.
Seus niveis aumentados no sangue estdo associados a uma diminuicdo do risco de
infarto agudo do miocérdio.

A lipoproteina de baixa densidade (LDL) é muito rica em colesterol e em ésteres
de colesterol e contém a apoB-100 como sua principal apolipopreteina. A LDL
transporta o colesterol para os tecidos periféricos, que possuem receptores de superficie
especificos que reconhecem a apoB100 (receptores de LDL). A ligacdo de LDL em seu
receptor inicia o processo de endocitose, para no final do processo o colesterol e acidos
graxos serem liberados. Os tripanossomatideos também possuem receptor para LDL,
que é conservado em toda ordem Kinetoplastidae (Bastin et al, 1996), localizado na
bolsa flagelar, e indica que o colesterol obtido por esse parasito seja proveniente da
captacao e metabolizacdo da LDL.

1.9- Transporte intracelular do colesterol.

A quantidade, distribuicdo e transporte de colesterol intracelular € fortemente
regulado em células de mamiferos, para a manutencdo da funcdo celular. A distribuicado
do colesterol em diferentes compartimentos subcelulares é mantida por uma
combinacdo de transporte mediado por vesiculas e de proteinas que transferem
substancias para o citoplasma ou para dentro das organelas. Podemos citar algumas
proteinas ABC (ATP-binding cassette) e proteinas intracelulares que atuam no
transporte de colesterol intracelular e extracelular (Tarling et al, 2013; Tarling &
Edwards, 2011; Elizabeth et al, 2005; Storch et al, 2009).

A superfamilia de proteinas ABC é composta por proteinas que combinam a
hidrolise de ATP com varias funcBes biologicas. Essas proteinas estdo envolvidas no
transporte de inimeras moléculas através de membranas bioldgicas, incluindo
aminodcidos, acucares, peptideos, lipideos, ions e farmacos. Nos eucariotos essas
proteinas estdo principalmente relacionadas a exportacdo de moléculas do citoplasma
para 0 espaco extracelular ou para compartimentos intracelulares. Muitas proteinas
ABC estdo envolvidas no transporte de fosfolipideos e colesterol, como por exemplo, as
proteinas da subfamilia ABCG e ABCA (Leprohon et al. 2006).

Um numero consideravel de proteinas ABC foi encontrado no genoma dos

parasitos da familia Trypanosomatidae (Campos-Salinas et al. 2013). As funcGes dessas
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proteinas compreendem, transporte e translocacdo de fosfolipideos, transporte de heme
e resisténcia. (Campos-Salinas et al. 2013, Parodi-Talice et al. 2003, Araujo-Santos et
al. 2005).

Os transportadores ABC em Leishmania foram descritos inicialmente através do
estudo de mecanismo de resisténcia aos farmacos. O primeiro transportador ABC
identificado em Leishmania foi 0 MRPA (PGPA), um membro da subfamilia ABCC,
que confere resisténcia ao antiménio. As proteinas ABC podem transportar além dos
antimoniais pentavalentes, miltefosina, pentamidina e sitamaquina. O genoma da
Leishmania contém cerca de 40 - 50 genes ABC, representando um nimero grande de
subfamilias (de ABCA a ABCH). Os transportadores ABCG4 e ABCGS6, localizados na
membrana plasmética e bolsa flagelar, ABCA2 e ABCA4, localizados na bolsa flagelar
e em vesiculas internas do parasito tém sido caracterizados como transportadores de
fosfolipideos em Leishmania (Campos-Salinas et al. 2013, Leprohon et al. 2011,
Leprohon et al. 2009).

Alem das proteinas ABC, outras proteinas também estdo envolvidas com o
transporte de colesterol em células de mamiferos. Essas proteinas intracelulares séo
importantes para exportar o colesterol de organelas endociticas. A perda de funcao
dessas proteinas causa o sequestro de colesterol derivado de LDL e de outros lipideos
nessa organelas, levando a uma desordem neurodegenerativa progressiva. Além dessas
proteinas intracelulares, foi descrita uma proteina presente na membrana de enterocitos
tendo um papel importante no transporte de colesterol intestinal. Essas trés proteinas
possuem um dominio chamado de “sterol-sensing domain” SSD que ¢ comum para
proteinas que tem o papel de regular a homeostasia do colestero (Storch et al, 2009).

O transporte intracelular de colesterol pode ser bloqueado e modulado usando
alguns inibidores. Podemos citar a progesterona e a imipramina que sdo usadas para
inibir o transporte de colesterol derivado da LDL dos lisossomos para o restante da
célula (Butler et al. 1992, Howe & Heinzen, 2006, Howe & Henzen, 2005, Nishikawa et
al. 2011, Nishikawa et al. 2005). A captacdo de LDL é mediada via receptor e
posteriormente seguida pela transferéncia da LDL para os lisossomos. A hidrdlise
lisossomal dos ésteres de colesterila libera colesterol, que entdo é distribuido por toda
célula. A imipramina reduz a atividade lisossomal e causa grande acumulo de colesterol
nos lisossomos, inibindo o movimento do colesterol dos lisossomos para a membrana

plasmatica (Howe & Henzen, 2005).
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A progesterona mostrou induzir o acumulo reversivel de colesterol nos
lisossomos de fibroblastos durante o processamento endocitico da LDL. Além de ser
capaz de bloquear o transporte do colesterol proveniente da endocitose de LDL dos
lisossomos, a progesterona também atua em outras fontes de colesterol intracelular
(Butler et al. 1992). Na presenca de progesterona, grandes quantidades de colesterol
derivado da LDL acumulam nos lisossomos (Mcgookey & Anderson 1983).

O tratamento com os inibidores do metabolismo de colesterol na infecdo por
Coxiela burnetti em muitos casos altera a morfologia do vacuolo parasitoforo (VP) e
reduzem, mas ndo eliminam, o transporte de colesterol para a membrana do VP, com
uma reducao no contetido de colesterol do VP. Essa alteracdo e reducdo no contetdo de
colesterol do vacuolo parasitoforo é diretamente proporcional a redugdo da replicagdo
da bactéria (Howe & Heinzen, 2006; Howe & Henzen, 2005).

1.10- Amplificagéo génica como mecanismo de resisténcia em Leishmania

O fendmeno da resisténcia aos farmacos vem aumentando de forma significativa
em todas as doencas parasitarias, transformando-se em um sério problema de saude
publica. O estudo do mecanismo de resisténcia é importante porque permite o
desenvolvimento de ferramentas para o diagnostico diferencial de resisténcia,
prevenindo assim o tratamento inutil e frequentemente toxico, permitindo o uso de
forma mais racional dos farmacos e associacdes, minimizando o desenvolvimento de
resisténcia (Myler, 2008).

Os antimoniais tém sido usados ha 60 anos para o tratamento da leishmaniose
em areas endémicas e com relatos de casos de resisténcia (Sereno et al, 2012, Mandal et
al. 2010, Mittal et al, 2007, Kumar et al. 2012; Anacleto et al, 2003). Para permanecer
com a sua atividade leishmanicida normal, a concentracdo e a duracdo do tratamento
foram aumentados durante os anos, sugerindo que o parasito lentamente desenvolve
aneuploidias levando a diminuicdo da susceptibilidade ao farmaco. Outros fatores
podem estar relacionados com a perda da eficacia, como a baixa resposta do sistema
imune (Mandal et al, 2009). A elucidacdo dos mecanismos moleculares na resisténcia ao
antiménio é essencial para o desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento.
Muitos estudos de resisténcia aos antimoniais foram realizados em promastigotas de
Leishmania em que a resisténcia foi induzida in vitro sob condi¢Ges de laboratorio.
Muito do conhecimento sobre mecanismos de resisténcia para outras moléculas anti-

Leishmania é também derivado de parasitos em que a resisténcia foi induzida in vitro,
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principalmente na forma de promastigota (Singh et al, 2001) (Mukherjee et al, 2013;
Dadhich et al, 2009, Mukherjee et al. 2011, Coelho et al, 2012, do Monte-Neto et al.
2011). O estudo de resisténcia in vitro também vem sendo realizado em amastigotas
axénicas. Kumar e colaboradores (2013) avaliaram a modulacdo génica e o0s
mecanismos moleculares relacionados a resisténcia ao nelfinavir.

Um dos métodos utilizados para entender melhor os mecanismos de resisténcia é
a abordagem do sequenciamento total do DNA. Amplificagdo de DNAs podem ser
encontradas tanto como DNAs circulares ou linear (amplicons). Podemos visualizar os
amplicons circulares de Leishmania usando a técnica de lise alcalina usada para
preparar plasmideos de bactérias, enquanto o amplicon linear pode ser visualizado e
isolado por eletroforese de campo pulsatil (PFGE). Mas circulos também podem ser
identificados por PFGE/CHEF (Grondin et al. 1998).

Podemos citar alguns exemplos de amplificacdo génica detectados em parasitos
resistentes, como a regido do cromossomo 9 de L. major que foi encontrada amplificada
em isolados resistentes a antimonio, o gene diidrofolato redutase-timidilato sintase
(DHFR-TS) e o gene pteridina redutase (PTR1) nos parasitos resistentes ao metotrexato
(Singh et al. 2003, Beverley et al. 1986, Kundig et al. 1999). O gene de MRPA (proteina
ABC) de Leishmania, um gene bem estabelecido como participante da resisténcia ao
antiménio, foi encontrado amplificado em varios isolados de L. donovani em pacientes
que ndo respondem ao tratamento. A presenca de fragmentos amplificados de DNA
associado ao fenotipo de resiténcia € sugestiva de implicacdo na resisténcia, embora
necessite provar com superexpressao ou inativacdo do gene (Legare et al. 2001, Legare
et al. 2001, Leprohon et al. 2011, El Fadili et al. 2005, Mukherjee et al. 2007).

Antes do genoma de Leishmania ser totalmente sequenciado, era necessario
isolar o amplicon, subclonar fragmentos de DNA relativamente grandes em vetor de
expressdo, transfectar esse plasmideos e observar se 0s parasitos transfectados
tornavam-se resistentes (Papadopoulou et al. 1992). Uma vez que o genoma de varias
espécies de Leishmania foi totalmente sequenciado (www.genedb.org), € possivel agora
determinar qual por¢cdo do genoma estd amplificada. Transfeccdo do gene candidato e
testes de susceptibilidade tem que ser realizados para correlacionar o referido gene a
resisténcia (Myler, 2008).

Vale ressaltar que embora o mecanismo de resisténcia seja frequentemente
devido a amplificacdo génica, ha varios exemplos em que parasitos resistentes modulam

RNAs especificos (aumentam ou diminuem) sem que tenha alguma alteracdo no numero
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de copias do gene. Alteracdes na expressdo do RNA nem sempre estdo correlacionadas
com aumento nos niveis de proteina, mas existe uma boa correlacdo entre aumento nos

niveis de proteina e superexpressdo do RNA (McNicoll et al. 2006).
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2- Objetivos

Objetivo geral

Avaliar o papel do colesterol exdégeno nos mecanismos de adaptacdo de

Leishmania spp a condi¢des de estresse farmacoldgico e metabdlico.

Objetivos especificos
Estudar a disponibilidade de LDL por amastigotas intracelulares;

Estudar a influéncia do colesterol na atividade dos inibidores da biossintese do
ergosterol e na expressdo da HMGCOoA redutase;

Estudar a correlacdo entre o crescimento parasitario em macréfagos peritoneais
infectados com L. amazonensis com a disponibilidade de colesterol exdgeno,
com ou sem pressao farmacologica.

Investigar o sinergismo da associacdo de inibidores do transporte intracelular de
colesterol com inibidores da biossintese de esterdis sobre a viabilidade de L.

amazonensis in vitro e in vivo.

Avaliar o papel do colesterol na resisténcia aos inibidores da biossintese de

esterdis em L. amazonensis e L. braziliensis;

Analisar a expressdo das principais enzimas da via de biossintese de esterdis nas

cepas selvagens e resistentes;

Identificar aneuploidia em L. guyanensis resistentes a sinvastatina,
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3- METODOLOGIA
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3.1- Manutencéo e cultivo dos parasitos

Formas promastigotas de Leishmania amazonensis (cepa MHOM/BR/77/LTB
0016), Leishmania amazonensis GFP (cepa MHOM/BR/77/Josefa) e Leishmania
guyanensis (cepa MHOM/BR/75/M4147) e Leishmania braziliensis (cepa
MHOM/BR/77/M2904) foram mantidas a 26 ° C em meio RPMI ou “Minimum
Essential Medium”- a-MEM (Sigma-Aldrich Corp, St Louis, MO, USA) suplementados
com 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 ug/mL de estreptomicina, e 100 U/mL de
penicilina, 5 mg/mL de hemina, 0,5 mg/mL de &cido folico, 0,2 mg/mL de D-biotina,
4mg/mL de adenina. Para manutencdo dos parasitos foram feitos repiques duas vezes
por semana até a décima passagem. Os parasitos foram obtidos de lesdo de
camundongos BALB/c.

3.2- Purificacdo da Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL).

O plasma sanguineo foi gentilmente cedido pelo Banco de Sangue do Servico de
Hemoterapia do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da Universidade Federal
do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, RJ, Brasil), através do acordo n.° 171/07, firmado
entre o comité de Etica em Pesquisa do hospital e o Laboratério de Bioquimica de
Lipideos, Instituto de Bioquimica Médica, UFRJ. Desta forma, esta parte do trabalho foi
desenvolvida no Laboratorio de Bioquimica de Lipideos, do Instituto de Bioquimica
Médica, UFRJ, sob orientacdo da Profa. Georgia Correa Atella.

A purificacdo da LDL foi feita de acordo como descrito por Poumay & Ronveaux,
1985 com algumas modificacdes. Cerca de 15 mL de plasma foram descongelados e foi
adicionado brometo de potassio (KBr) com a finalidade de ajustar sua densidade para
1,3 g/ml. Apbs o ajuste da densidade, 25 mL de solucdo salina (NaCl 150 mM)
suplementado com 1 mM de &cido etilenodiaminotetracético dissédico (EDTA) foi
adicionado nos tubos de centrifuga proprios para o rotor vertical 50vTi (Beckman
Coulter Inc, Fullerton, CA, USA) e com a ajuda de uma seringa de vidro e agulha longa
de metal, os 15 mL de soro foram depositados no fundo do tubo, formando duas fases.

Os tubos foram centrifugados em ultracentrifuga Beckman Optima LE 80K a
150,0009 rpm por 18 h. Ao final a fracdo superior do gradiente, de cor laranja, contendo
as particulas LDL, foi coletada, mantida a 4 °C e dialisadas, segundo Penefsky (1977),

antes de sua utilizagdo nos ensaios experimentais. A concentracdo de proteina da fragéo

30



enriquecida em LDL foi quantificada usando o método descrito por Lowry e
colaboradores (1951), modificado, na presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS) 0,5%.

3.3- Complexacao das particulas de LDL com nanoparticulas de ouro coloidal.
Inicialmente uma solucdo de nanoparticulas de ouro coloidal (15nm) foi
preparada através da reducdo de uma solucdo aquosa de &cido tetracloroaurico
(HAUCIy), utilizando duas solucdes, uma de citrato de sodio 1% e a outra de &cido
tetraclorodurico 1%, preparadas em agua desionizada, filtrada, para um volume final de
240 ml. Apos aquecer 232,5 ml de agua desionizada por 5 minutos, foram acrescentados
15 ml de citrato de sddio 1% e agitando e fervendo por cerca de 2 minutos. Apos esse
periodo, foi aumentada a agitacdo e 2,5 mL da solugdo de acido tetraclorodurico 1%
foram adicionados com a ajuda de uma seringa, sob fervura e agitacdo por
aproximadamente 5 minutos. Apos o preparo, a solucdo de ouro foi armazenada a 4°C.
Para a determinacdo do gold number (proporcéo ideal entre a concentracdo de
proteinas e ouro coloidal, para ocorrer a complexacdo), o pH da solu¢do de ouro
coloidal foi ajustado em 5,5 e a concentracdo da solugédo de LDL ajustada a 1 mg/ml. O
gold number foi determinado pelo método préatico, por diluicdo seriada em placa,
segundo metodologia adaptada de (Hayt et al, 1989). A complexacdo foi realizada,
entdo, com a proporcao de 31,25 ug de proteina da solugdo de LDL em 10 ml da
solucdo de ouro coloidal. A mistura da LDL com ouro coloidal foi agitada por 3
minutos e acrescentada de 1 ml de polietilenoglicol 1%, seguida de nova agitacdo. A
solucéo foi, entdo, centrifugada a 50.000g por 45 minutos. O sobrenadante foi retirado e
o0 pellet ressuspenso em 1 ml de polietilenoglicol (PEG) 20.000 a 0,2mg/ml em PBS, pH
7,2, originando a suspensao utilizada nos experimentos de microscopia eletronica de

transmissao.

3.4- Microscopia Confocal

Para os experimentos de microscopia confocal, macréfagos peritoneais de
camundongos suicos (1,0 x 10%/ml) foram plaqueados e aderidos em lab-teks por um
periodo de 1 hora e infectados com 3,0 x 10%ml promastigotas metaciclicas de L.
amazonensis (cepa  MHOM/BR/77/Josefa) transfectadas com Green Fluorescent
Protein (GFP) em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino por 72
horas a 37 °C (Costa et al, 2011). Os macréfagos foram lavados e incubados com meio

sem soro 24 horas antes da incubacdo com a lipoproteina de baixa densidade (LDL)
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marcada com Alexa Fluor®594 AcLDL (Invitrogen, Life Technologies Corporation),
apolipoproteina B marcada em vermelho. Os macrofagos infectados foram incubados
por 30 minutos ou 2 horas e 30 minutos nas concentracdes de 0,125 e 0,5 pg/ml e por
30 minutos na concentragdo de 20 pug/ml. Apds esse periodo as células foram lavadas 3
vezes em PBS, fixadas com paraformaldeido 4% por 10 min e incubadas com DAPI,
para marcar o nucleo das células, por 20 min. As laminas foram montadas utilizando o
liguido de montagem Prolong® Gold Antifade (Invitrogen, Life Technologies
Corporation) e observadas no microscépio confocal.

3.5- Microscopia Eletrénica de Transmissao

Para os experimentos de microscopia eletronica de transmissdo, macrdfagos
peritoneais de camundongos suicos (1,0 x 10%/ml) foram plaqueados e aderidos em
placas de petri pequenas por um periodo de 1 hora e infectados com 3,0 x 10%/ml
promastigotas metaciclicas de L. amazonensis (cepa MHOM/BR/77/LTB0016) por 3
horas. Apos esse periodo as placas foram lavadas com meio sem soro e incubadas por
72 horas a 37°C. No periodo de 48 horas foi adicionado meio RPMI sem soro, com o
objetivo de aumentar a expressao dos receptores de LDL e evitar a competicdo com as
particulas do soro. A LDL marcada com ouro coloidal, na dilui¢do de 1:10, foi incubada
4 horas antes de terminar o periodo de incubacdo final. Apds esse periodo, 0s
macrofagos infectados e ndo infectados foram lavados com PBS e fixados por 40
minutos na solucdo de 2,5% de glutaraldeido, diluido no tamp&o cacodilato de sddio
0,1M, pH 7,4. As células foram lavadas 3 vezes com o0 mesmo tampdo. A pos-fixacdo
foi feita com 1% de tetréxido de 6smio em tampéo cacodilato de s6dio 0,2 M, contendo
0,8% de ferrocianeto de potassio e 5 mM de cloreto de sodio, por 20 minutos. Apds
esse periodo as células foram lavadas 3 vezes com cacodilato de sodio 0,1 M.
Subsequentemente as células foram desidratadas em uma série crescente de acetona, 30
%, 50 %, 70 % e 100 %, por 5 minutos cada e incubadas a 4 °C. Na concentracdo de
70% de acetona as células foram removidas das placas. Apos a desidratacédo, as células
foram embebidas em Epon (Ennes-Vidal, 2011). SeccGes ultrafinas foram coletadas,
marcadas com acetato de uranila e analisadas no micorscépio eletrénico de transmissao
CEM-900 (Oberkochen, Alemanha).
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3.6- Deslipidacao do soro fetal bovino

Para avaliar o efeito da privagdo do colesterol no crescimento da Leishmania spp.,
com ou sem pressao de farmacos inibidores da biossintese do ergosterol, soro fetal
bovino (cultilab) foi deslipidado, utilizando uma combinagéo de dois solventes, butanol
e éter diisopropilico (DIPE).

A extracdo dos lipideos foi feita em temperatura ambiente em tubos de 15 mL.
Aliquotas de 5 ml de soro contendo 0,5 mg de &cido etilenodiamino tetraacético
(EDTA), com 10 mL de fase orgénica consistindo de butanol-DIPE (40:60 v/v) (Tedia
Brazil) foram colocados no tubo nesta ordem. Os tubos foram presos em orbital, com
rotacdo de 30 rpm, por 30 minutos. Apds a extracdo, a mistura foi centrifugada a 2000
rpm/2min para separacdo das fases organica e aquosa. A fase aquosa, que contém o
soro, foi separada da fase organica, com cuidadosa succdo utilizando uma seringa, e
entdo submetida a andlise de seus lipideos por TLC e dosagem do colesterol por
Amplex Red (Invitrogen), um teste colorimétrico (Cham & Knowles, 1976). O soro
fetal bovino deslipidado (SFBd) foi, esterilizado por filtragdo em membrana Milex- GV
de 0,22um (Milipore S.A., Molsheim, Franca). Esta parte do trabalho foi desenvolvida
em colaboracdo com o Laboratorio de Bioquimica de Lipideos, do Instituto de

Bioquimica Médica, UFRJ, sob orientacdo da Profa. Georgia Correa Atella.

3.7- Ensaios sobre amastigotas intracelulares com ou sem fonte de colesterol
exogeno.

Para estudar a influéncia da fonte de colesterol exdgeno no crescimento de
amastigotas intracelulares, macréfagos peritoneais murinos (M®) (1,0 x 10°células/ml)
(Os experimentos foram realizados em laminas, camaras lab-teks (Thermo Scientific
Nunc) foram infectados com 3 x 10°promastigotas/ml de L. amazonensis (cepa
MHOM/BR/77/LTB 0016), e cultivados em meio RPMI (Sigma-Aldrich Corp, St
Louis, MO, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino completo ou
deslipidado., na auséncia ou presenca de miconazol, cetoconazol (0-8 pM), sinvastatina
(0-40 uM) ou 25-OH-colesterol (0-40 uM) por um periodo de incubacdo de 72 horas.
Apos o tempo de incubacdo, as laminas foram coradas com pandtipo rapido e o indice
de infeccdo foi determinado por contagem de amastigotas intracelulares em microscopio
optico. O indice de infeccdo foi calculado por meio da formula: % M@ infectados x N°

de amastigotas/ N° M@ totais.
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3.8- Ensaios de associa¢éo de farmacos.

Promastigotas e macrofagos peritoneais infectados ou ndo com L. amazonensis
foram incubados com os inibidores da biossintese do ergosterol ou inibidores do
transporte do colesterol individualmente ou em associa¢do por 72 horas. O crescimento
parasitario de promastigotas e a viabilidade dos macrdfagos foram avaliados por Sal de
Tratazélio (MTT) e o indice de infeccdo foi determinado por microscopia dptica.

Para avaliar a atividade dos inibidores da biossintese do ergosterol associados com
os inibidores do transporte do colesterol, promastigotas de L. amazonensis foram
mantidos em frascos para cultivo celular a 26°C em meio RPMI sem vermelho de fenol
(Sigma-Aldrich Corp, St Louis, MO, USA) suplementado como descrito no item 3.1,
com 10% de soro fetal bovino. As células foram monitoradas microscopicamente e 0s
experimentos foram realizados com um mesmo nimero de passagens.

Os testes em promastigotas foram realizados em placa de 96 pocos, com uma
concentragdo inicial de 1,0 x 210%promastigotas/ml e com as concentragdes das
moléculas variando de 0 a 24 uM para cetoconazol e miconazol, de 0 a 100 uM para
terbinafina (inibidores da biossintese do ergosterol), de 0 a 100 uM para LBqT01, de 0 a
25 UM para imipramina e de 0 a 100 M para progesterona (inibidores do transporte do
colesterol), (Sigma-Aldrich). Para os experimentos de associacdo, as concentracfes dos
inibidores da utilizacdo do colesterol variaram de 0-10 uM para LBqTO1, de 0-5 pM
para imipramina e de 0-25 uM para progesterona. A placa de 96 pocos foi incubada a 26
°C por 72 horas. Apds esse periodo o crescimento parasitario foi avaliado por ensaio
colorimétrico MTT. Foram adicionados 10% de MTT (5 mg/mL) por poco e a placa foi
incubada a 37°C por 1 hora. ApoOs esse periodo, foram acrescentados 80 uL de
dimetilsulféxido (DMSO-100%), para dissolver os cristais de formazan. A reacdo foi
analisada no espectrofotometro no comprimento de 570 nm. Os valores de ICso foram
obtidos por regressnao ndo linear no programa Graphpad Prism 4 (Graphpad software,
Inc, La Jolla, USA). Nos experimentos de associacdo foi calculado o indice da
concentracdo inibitoria fracional (FICI) para andlise do sinergismo. A férmula utilizada
para calcular o FICI foi a seguinte FICI = ICso de A em combinacéo/ICso de A sozinha
+ 1Cs0 de B em combinacao/ICso de B sozinha (Hallander et al, 1982). A interpretacao
dos resultados de FICI, segundo as diretrizes publicadas por sdo: FICI < 0,5 —
sinergismo; 0,5 < FICI > 4 - sem interagao; FICI > 4 — antagonismo (Odds e cols,
2003).
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Para 0s experimentos de atividade em amastigotas intracelulares, macrofagos
peritoneais foram infectados com promastigotas de L. amazonensis, na presenca ou
auséncia dos inibidores, associados ou ndo, em camaras Lab-teks, a 37°C por 72 horas.
As concentragfes das moléculas variaram de 0 a 32 UM para cetoconazol, de 0 a 16 uM
para miconazol, de 0 a 80 yuM para terbinafina, de 0 a 40 uM para LBqTO01, de 0 a 25
MM para imipramina e de 0 a 100 uM para progesterona. Para 0s testes de associacao
com os inibidores da utilizacdo do colesterol foi usada somente uma concentracdo de
cada inibidor. As concentragOes utilizadas foram de 20 pM, 12,5 pM e 25 pM de
LBqTO1, imipramina e progesterona, respectivamente. Testes de toxicidade em
macrofagos peritoneais ndo infectados também foram realizados nas mesmas
concentragdes por 72 horas a 37 °C. Apos esse periodo, as células foram incubadas com
10% de MTT por 1 hora a 37 °C. O sobrenadante foi retirado e foram adicionados 200
pl de DMSO (100%), para dissolver os cristais de formazan. A absorbancia foi lida em

espectrofotémetro utilizando o comprimento de onda de 570 nm.

3.9- Extracao dos lipideos

Os lipideos de promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis
selvagens e resistentes foram extraidos usando o método de Bligh e Dyer (1959). Foram
adicionados as amostras metanol, cloroférmio e agua (2:1:0,5 v/v). Apos agitacdo da
mistura de 5 em 5 minutos por 1 hora, a solugdo foi centrifugada por 20 min a 3.000
rpm e o sobrenadante, contendo os lipideos, foi separado do precipitado. O precipitado
foi submetido a uma segunda extracdo, tendo sido adicionado da mesma mistura de
solventes descrita acima, seguindo-se agitacdo de 5 em 5 minutos por 1 hora, e nova
centrifugacdo. Os sobrenadantes foram unificados e a eles adicionados agua destilada e
cloroférmio (1:1 v/v). Apds 40 segundos de agitacdo, o material foi novamente
centrifugado (3.000 rpm/30 min). A fase inferior (organica), contendo os lipideos, foi
entdo separada com o auxilio de seringa de vidro e transferida para tubos de 1,5 ml,
resistentes a solventes organicos (Axygen Scientific Inc., Union city, CA, USA). O
solvente foi evaporado por arraste de nitrogénio gasoso (N2) e os lipideos analisados por
cromatografia em camada fina (CCF/TLC) ou por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas (GC/EM), conforme descrito a seguir.
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3.10- Analise dos lipideos neutros de L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis
por Cromatografia em Camada Fina (CCF/TLC).

Promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis selvagens ou
resistentes aos inibidores da biossintese do ergosterol (sinvastatina, terbinafina e
miconazol) em meio suplementado com 10% de soro fetal bovino e promastigotas de L.
amazonenses cultivados sem fonte de colesterol exdgeno, substituindo o soro fetal
bovino pelo Nutridoma-SP (suplemento para meio de cultura livre de soro fetal bovino)
(Roche), foram incubados em frascos de cultura celular a 26 °C por 72 h. Apds esse
periodo as células foram lavadas 3x com PBS e os lipideos foram extraidos conforme
descrito acima.

Os lipideos extraidos foram analisados por cromatografia em camada fina (TLC) em
placa de silica (Silica Gel, 60F24, Merck KGaA, Frankfurt, DS, Alemanha) apoés
ressuspensdo em 50 pl de cloroformio. A placa cromatografica foi previamente
impregnada com nitrato de prata (1%) em metanol, com o objetivo de separar o
colesterol do ergosterol que possuem estruturas extremamente semelhantes, uma vez
que o nitrato de prata separa com grande eficiéncia compostos com ligac6es duplas de
carbono. Foram utilizadas duas corridas com uma combinacao diferente de solventes. A
primeira corrida foi feita até a metade da placa utilizando a seguinte mistura de
solventes: hexano:éter etilico:acido acético (60:40:1 v/v) e a segunda corrida foi feita
com hexano:cloroformio:acido acético (80:20:1 v/v). As placas foram, entdo, borrifadas
com reagente de Charring (10% CuSOs + 8% HsPO4) e aquecidas a 200° para revelagéo
(Andrade-neto et al, 2011). O colesterol e o ergosterol foram identificados atraves de
comparacdo com padrdes comerciais com concentracdes de 1mg/ml (Sigma-Aldrich
Corp, St Louis, MO, USA). A placa de TLC foi submetida a analise por densitometria.
A imagem da TLC foi digitalizada e analisada pelo programa “ImageMaster TotalLab
v1.11”. (UA — Unidades arbitréarias).

3.11- Analise do perfil de esterdis por Cromatografia Gasosa Acoplada ao
Espectrometro de massas (GC/MS).

Promastigotas de L. amazonensis foram cultivadas na auséncia ou na presenca
de 10, 20 e 40 uM de LBqTO1 ou progesterona, com 2, 4 e 8 uM de miconazol ou
cetoconazol e com 8, 16 e 32 uM de terbinafina ou somente meio de cultura por 72
horas. 1x108 parasitos de cada cultura foram lavados 3 vezes em tamp&o PBS e os

esterois foram extraidos como descrito no item 3.9. Para a separacéo e identificacdo dos
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esterdis foi utilizado a cromatografia gasosa acoplada ao espectrdmetro de massas
(CG/MS). As amostras foram injetadas no equipamento GCMS-QP2010 Ultra
(Shimadzu Scientific Instruments, Toquio, Japdo). Apos a injecdo, a temperatura da
coluna foi mantida a 50 °C por 1 minuto e entdo aumentada a 270 °C na razéo de 10
°C/min e finalmente a 300°C na razdo de 1 °C/min. O fluxo do gas (He) foi mantido
constante a 1.1 mL/min. As temperaturas do injetor e do detector foram de 250°C e 280

°C, respectivamente (Torres-Santos et al, 2009).

3.12- Indugéo de resisténcia aos inibidores da biossintese do ergosterol
Promastigotas de L. amazonensis (cepa MHOM/BR/77/LTB 0016), L. braziliensis
(cepa MHOM/BR/77/M2904) e L. guyanensis (cepa MHOM/BR/77/M4147) foram
cultivados em meio a-Mem adicionado de concentragdes crescentes de sinvastatina,
terbinafina ou miconazol, comecando com a concentracdo de 1Cso de cada molécula,
estabelecido como descrito no item 3.8. A inducéo de resisténcia das cepas selvagens de
L. amazonensis iniciou com os valores de ICso de 24 puM, 16 pM e 2,5 pM da
sinvastatina, terbinafina e miconazol, respectivamente. As concentracdes foram
aumentadas sequencialmente duas vezes até a concentracdo de 100 uM, 100 uM e 16
MM, para sinvastatina, terbinafina e miconazol, respectivamente. As células foram
monitoradas e as passagens foram feitas com um inoculo inicial de 1 x 10°
promastigotas/mL. Para a inducédo de resisténcia das cepas selvagens de L. braziliensis e
L. guyanensis foi utilizado o mesmo procedimento. A inducédo da cepa selvagem de L.
braziliensis iniciou com o valor de ICso de 9 uM de terbinafina e da cepa selvagem de
L. guyanensis iniciou com a concentragdo de ICso de 30 uM e 1,9 puM de sinvastatina e
miconazol, respectivamente. As concentracdes foram aumentadas sequencialmente duas
vezes até a concentracdo de 60 UM para terbinafina na cepa de L. braziliensis e até a
concentracdo de 80 UM e 12 UM de sinvastatina e miconazol, respectivamente na cepa

de L. guyanensis.

3.13- Analise da expressdo génica de enzimas da biossintese do ergosterol em
promastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis por PCR quantitativo.
Para analise da expressao génica das enzimas da via de biossintese do ergosterol por

PCR quantitativo (tempo real) foram utilizados as cepas de L. amazonensis e de L.
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braziliensis selvagens e resistentes aos inibidores. A expressdo das enzimas também foi
avaliada em promastigotas de L. amazonensis cultivadas sem fonte de colesterol ou
cultivadas com 80% de soro fetal bovino.

O RNA foi extraido de aproximadamente 1x10° promastigotas em fase logaritma de
crescimento utilizando o kit RNAeasy Plus (Qiagen Sciences, Maryland, USA). Para a
extracdo de RNA, as células foram lavadas 2 vezes com tampdo hepes-NaCl e
ressuspendidas com 600 pl do tampdo RLT e homogeneizadas por 30 segundos no
vortex. O lisado homogeneizado foi transferido para uma coluna em um tubo coletor
para eliminacdo do DNA e centrifugado por 30 segundos a 10.000 rpm. Apoés a
centrifugacdo, a coluna foi desprezada e no tubo coletor foram adicionados 600 pl de
etanol 70%. Em seguida, 700 ul foram transferidos para uma coluna de RNA acoplada
em um tubo de 2 ml e centrifugado a 10.000 rpm por 15 segundos. Na coluna foram
adicionados 700 pl do tampd@o RW1 para centrifugacao a 8000xg por 15 segundos. 500
pl do tampédo RPE foram adicionados duas vezes, com centrifugacdo por 8000xg por 15
segundos e por 1 minuto, para eliminar qualquer vestigio de alcool do tampéo RPE. O
RNA foi ressuspendido com 50 pl de agua livre de nuclease. A dosagem do RNA foi
realizada usando o equipamento NanoDrop Lite (Thermo Scientific). A sintese de DNA
complementar foi realizada através do Kit Superscript Indirect cDNA Labeling
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), conforme o manual do fabricante. Para cada sintese
foram utilizados 5 pug de RNA (625ng/ul).

Para os experimentos de PCR em tempo real foi usado o SYBR® Supermix Green
(Bio- Rad, Hercules, CA, USA) . O PCR em tempo real foi feito usando o termociclador
Rotor-Gene (RG 3000, Corbett Research, San Francisco, USA). Quantidades iguais de
cDNA foram colocadas em triplicata e amplificadas em 25 pL de reacdo contendo
SYBR® Supermix Green (50%), 1 uL do iniciador reverso (10mM), 1 uL do iniciador
direto (10 mM), 1 pL de cDNA e 9,5 uL de agua livre de nuclease. Inicialmente no
termociclador, a mistura foi incubada a 95 °C por 5 min e entéo 30 ciclos de 95, 60 e 72
°C por 15 segundos. Trés triplicatas e replicatas bioldgicas foram utilizadas em cada
reacdo. A quantidade relativa dos produtos gerados do PCR de cada conjunto de
iniciador foi baseado no valor de (threshold cycle) (Ct) (calculado usando o método de 2
“AAC com 0 GAPDH como controle enddgeno (do Monte-Neto et al. 2011). Os niveis de

expressdo génica foram normalizados através da analise da expressédo MRNA
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constitutivo, do gene da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH, codigo de
acesso: LbrM30.2950, LmxM29.2980).

Os iniciadores para os genes HMGCOoA redutase ( cddigo de acesso: LbrM30.3180,
LmxM29.3190), farnesiltransferase (cddigo de acesso: LmxM30.2940), esqualeno
sintase (codigo de acesso: LbrM31.3310), esqualeno monooxigenase (codigo de acesso:
LbrM13.1480, LmxM13.1620), lanosterol sintase (cddigo de acesso: LbrM06.0650,
Lmx06.0650), lanosterol C-14 desmetilase (cddigo de acesso: LbrM11.0880,
AB250970.1), 24-esterol metiltransferase (codigo de acesso: LbrM35.2600,
GQ451910.1) foram desenhados usando Primer Quest™M
(www.idtdna.com/Scitools/Applications/Primerquest).

As sequéncias dos iniciadores para o gene controle da GAPDH sdo direto 5°’-
GGTAAGCTCGGTGTGGATTAC- 3’ ¢ reverso 5’- CGCTGATCACGACCTTCTTC-
3’ para L. mexicana (LmxM29.2980) e direto 5’- CGACCAGGACCTTATTGGTAAA-
3’ ereverso 5’- CACCGTATCGTGCTTCATCT-3’ para L. braziliensis (LbrM30.2950).
As sequéncias dos iniciadores para o gene HMGCOA redutase sdo direto 5°-
TCGCCATTCGTCGTGAAA-3’ e reverso 5°- GCTCCAGTCGTAGTTCTTGTAG-3’
(L. mexicana- LmxM29.3190) e direto 5’- CGCCATCCGTCGTGATATT-3’ e reverso
5’- CCCAGTCGTAGTTCTTGTAAGG-3" (L. braziliensis- LbrM30.3180), para o
gene farnesiltransferase sdo direto 5°- CAAACATCATCCGCGACTACTA-3’ e
reverso 5’- CACTCTTCAGCTCCTTCAGTTC-3” (L. mexicana- LmxM30.2940), para
0 gene esqualeno sintase sdo direto 5-GACGGAGCTGAAGGATCTAAAG-3’ e
reverse 5’- GTCCTGCAGAGTGGAAAGATAG-3" (L. braziliensis-LbrM31.3310),

para 0 gene da  esqualeno monooxigenase sdo direto 5’-

GCTGAAAGAGGTAGGCATGAA-3’ e reverso 5’-
CTTATCGTCCACCACCACATAG-3" (L. mexicana- LmxM13.1620) e direto 5’-
CGCTGAAGGAAGTTGGTATGA-3’ e reverso 5’-

CAAAGTCGCCAAAGTGGAAAG-3’ (L. braziliensis- LbrM13.1480) e para 0 gene
lanosterol sintase sdo direto 5°- AACAACCCAATCCACTACCC-3’ e reverso 5°-
CTACGCGATAGCCGCATATT-3" (L. braziliensis- LbrM06.0650) e direto 5’-
GATCTTGATGCCGGATTGGA-3’ e reverso 5’-
CAGGCCGTAGAAGTATGAGAAG-3’ (L. mexicana Lmx06.0650) e para o gene
Lanosterol C-14 desmetilase séo direto 5’- GCTGAGTGCGAAGAAGAAGTA-3’ e
reverso 5’- ACTTGCTGTGCTGGTGAA-3’ (L. amazonensis- AB250970.1) e direto
5’-ACCTCTACCATCACCACTACTT-3 e reverso 5’-
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CTGGGAACTCGTCAATCTCTTC-3’ (L. braziliensis - LbrM11.0880) e para o gene
24-esterol metiltransferase sdo direto 5’-CGAGTACCATCGCAAGATCAA-3’ e
reverso 5’- TGACGTCTATGACCTCCTCTAC-3 (L. braziliensis- LbrM35.2600) e
direto 5’- ATGAGCTTAGCCGACAACAC-3’ e reverso 5’-
GGGCTTGATGACACGAAAGA-3’ (L. amazonensis - GQ451910.1).

3.14- Atividade da LBQTO1 associada ao Cetoconazol in vivo.

Para a avaliar a atividade in vivo da associacéo da LBQTO1, inibidor da utilizacdo do
colesterol, com o cetoconazol, inibidor da biossintese do ergosterol, camundongos
BALB/c (5 animais por grupo) foram infectados na orelha direita com 2x10°
promastigotas de L. amazonensis em fase estacionaria. O inicio do tratamento foi ap6s 7
dias de infeccdo. Os animais foram tratados com LBgTO1 (10 mg/kg/dia), cetoconazol
(100 mg/kg/dia), glucantime (100 mg/kg/dia) e a combinagdo de LBqTO01+cetoconazol
(10 mg/kg/dia + 100 mg/kg/dia) . A administracdo oral foi escolhida para o tratamento
com a LBqTO01, cetoconazol e LBgTOl+cetoconazol, enquanto a administracdo do
farmaco de referéncia, glucantime, foi intraperitoneal. Os animais foram tratados 5 dias
por semana por um periodo de 33 dias. Controles negativos também foram similarmente
tratados com PBS. A medida da orelha, informando a evolucdo da infeccdo, foi
registrada duas vezes por semana. ApOs o periodo de tratamento, os animais foram
eutanaziados para a avaliacdo toxicoldgica. Os niveis no soro das enzimas creatina,
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), colesterol e creatina
cinase foram medidas usando a plataforma tecnoldgica de andlises clinicas do Programa
de Desenvolvimento Tecnoldgico de Insumos para a Saude (PDTIS) da Fundagéo

Oswaldo Cruz.

3.15- Caracterizacao e analise filogenética .

A identificacdo da L. amazonensis (cepa MHOM/BR/77/LTB 0016) foi feita pelo
estudo do sequenciamento do gene que codifica a enzima diidrofolato redutase-
timidilato sintase (DHFR-TS) e da L. guyanensis (cepa MHOM/BR/77/M4147) e L.
braziliensis (cepa MHOM/BR/75/M2904), foi feita pela analise dos genes da pteridina
redutase (PTR1).

As sequéncias dos iniciadores para o0 gene DHFR-TS sdo direto 5°-
GGCTTCCCTCAACCTGTTATAC-3’ e reverso 5’- TTGAGTGGCCGGAACTTTAC-
3> (L. amazonensis- X51735-1), para 0 gene PTR1 s&o direto- 5’-
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GGCTTCCCTCAACCTGTTATAC-3’ reverso — 5’- TTGAGTGGCCGGAACTTTAC-
3> (L. guyanensis- FJ234150.1) e direto- 5°- GCTCCTATTTCCCTCGTTCAG-
3’reverso- 5’-TGTCATGGCGTCGATGATATT-3’ (L. braziliensis — LbrM23.0300).

O DNA genbmico foi extraido dos parasitos na fase logaritmica de crescimento
usando o reagente DNAzol (Invitrogen) como descrito pelo fabricante. As reacfes de
PCR foram realizadas com um volume final de 50 pL usando os iniciadores listados
acima e continham 100 ng de DNA gendémico, 50 pmol de cada iniciador, 0,2 mM de
dNTPs, 1.5 mM de MgClz e 5 U de Taq polimerase. A amplificacédo foi feita em 30
ciclos, cada ciclo usando as seguintes condicOes: desnaturacdo a 94°C por 1 minuto,
anelamento a 62°C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 1-2 minutos (dependendo do
tamanho dos produtos de PCR). A extensdo final foi feita a 72°C por 5 minutos. Os
produtos de PCR foram inseridos em um gel de agarose 1%, e purificados com o kit
QIAquick Gel Extraction (Qiagen) e sequenciadas com o sequenciador ABI Prism 3100
DNA (plataforma de sequenciamento- Université Laval- Quebec- Canadd). As
sequéncias obtidas foram comparadas com outras espécies de Leishmania presentes no

banco de dados GeneBank usando o Lasergene Software (DNASTAR, Inc.).

3.16- Sequenciamento do DNA total

Para os experimentos de sequenciamento do DNA total da cepa selvagem e
resistente a sinvastatina de L. guyanensis os parasitos precisaram ser clonados. A
clonagem foi feita plaqueando 50 ul da cultura na fase log de crescimento em placas de
petri contendo 25 ml de meio de cultura a-Mem duas vezes concentrado, 20 mL de
Bacto agar, 5 mL de soro fetal bovino, 100 uL de hemina 5 mg/mL.

O DNA total do clone de promastigotas de L. guyanensis selvagens e resistentes
a sinvastatina foi isolado na fase logaritmica de crescimento dos parasitos usando o
protocolo de extracdo com fenol, de acordo com Smyth e colaboradores, 1992. Foram
realizadas duas extragdes, para maior purificacdo do DNA. Para o sequenciamento total
do DNA as amostras foram preparadas de acordo com o kit Nextera™ DNA Illumina
(MMumina Inc). O DNA total da cepa selvagem e resistente foi sequenciado usando o
Hiseq9000, Illumina (Coelho et al, 2012).
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3.17- Clonagem e transfeccdo dos Transportadores ABC

Para o estudo da funcdo de transportadores ABC no transporte de
colesterol/ergosterol e na resisténcia aos inibidores da biossintese do ergosterol, os
genes para ABCG1, ABCG4 e ABCG6 foram clonados, subclonados e transfectados em
promastigotas de L. amazonensis LTB0016.

Esses transportadores foram primeiramente amplificados por PCR. Os
transportadores ABCG1 (GeneDB-L. mexicana, codigo de acesso LmxMO06.0080),
ABCG4 (GeneDB-L. mexicana, codigo de acesso LmxM15.0890) e ABCG6 (GeneDB-
L. mexicana, cédigo de acesso LmxM36.2890) foram isolados do DNA gendmico de L.

amazonensis LTB0016 por PCR wusando os primers, ABCG1l direto 5’-

TCTAGAATGTCCCGCTTAGACAACGAACCG-3 e reverso 5’-
AAGCTTCTACATCTTCTCGTGAGCGGCCAC-3’, ABCG4 direto 5’-
TCTAGAATGGAGACGGAAGTCGATCAGGCC-3 e reverso 5’-
CATATGTTACCACCGGTACTTGCGCCGCCT-3’, ABCG6 direto 5’-
TCTAGAATGTCGTCTCCGGCGCCACCTACC-3° e reverso 5’-

AAGCTTTCACTTTCCCTCAGTGGACCGAAA-3’. 0Os iniciadores possuem as
sequéncias das enzimas de restricdo Xbal (TCTAGA), usada nos iniciadores dos
transportadores ABCG1, ABCG4 e ABCG6, Hindlll (AAGCTT), usada nos iniciadores
dos transportadores ABCG1 e ABCG6, Ndel (CATATG), usada no iniciador do
transportador ABCG4.

Para a expressao homdloga nos parasitos, cada gene foi clonado em vetor de
expressdo pGEM T easy (Promega) usando bactérias competentes DH5a (E.coli). A
sequéncia de cada gene foi liberada do pGEM T, usando as enzimas de restricdo Xbal e
Hindlll ou Nde-1 e subclonados no vetor de expressdo psp72aneoa (possui 0 gene de
resisténcia a neomicina) e transfectados em promastigotas de L. amazonensis para a
geracdo de 3 mutantes superexpressando cada gene. Os parasitos transfectados foram

selecionados pela resisténcia a neomicina, como descrito por Perez-Victoria, 2003.
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4- RESULTADOS
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CAPITULO 1:
Influéncia do Colesterol na atividade dos

inibidores da biossintese do ergosterol
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4.1 - Disponibilidade de LDL para amastigotas intracelulares.

Esse capitulo se dedica a estudar a influéncia do colesterol exdgeno na atividade
dos inibidores da biossintese do ergosterol. Inicialmente, mostraremos como as
amastigotas intracelulares tem acesso ao colesterol, através da endocitose de LDL, e
também qual é a influéncia da falta da fonte exdgena de colesterol no crescimento do
parasito.

Para avaliar a disponibilidade de LDL para amastigotas intracelulares,
macrdfagos peritoneais murinos foram infectados com L. amazonensis-GFP e incubados
com LDL marcada com Alexafluor- 594 (vermelho) ou infectados com L. amazonensis
e incubados com LDL-ouro.

Macrofagos peritoneais infectados com L. amazonensis-GFP foram incubados
com LDL-alexa flior a 0,125 ou 0,5 pg/mL por 30 minutos ou 2 horas e 30 minutos
(Fig. 6). Podemos observar que a LDL esta distribuida no interior do macrofago,
inclusive ao redor das amastigotas, (Fig. 6).

Os resultados observados na microscopia confocal foram corroborados por
microscopia eletronica de transmissdo. Na Figura 7 (painel A e painel B) os macrofagos
ndo foram infectados, mostrando a distribuicdo das particulas de LDL em células
normais. As particulas de LDL-ouro (pontos escuros) sdo endocitadas e ficam
armazenadas em vacuolos endociticos, para serem processadas e utilizadas pela célula
hospedeira. Na Fig. 7 (Painel C e painel D), macrofagos infectados com L. amazonensis
foram incubados com particulas de LDL-ouro. Os vactolos endociticos contendo as
particulas de LDL estdo se fundindo com o vacuolo parasitéforo. Observamos, também,
a presenca de particulas de LDL livres no interior do vacuolo parasitoforo, inclusive
bem proximo das amastigotas, sugerindo até a adesdo a membrana dos parasitos Essas
imagens demonstram que amastigotas intracelulares tem acesso a LDL e, dessa forma,
podem estar obtendo seu conteddo, principalmente colesterol. Nas setas brancas
observamos as particulas de LDL-ouro. O asterisco representa as amastigotas dentreo do

vacuolo parasitoforo.
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Figura 6: Distribuicdo de particulas de LDL em macrdéfagos infectados com L. amazonensis.
Macrofagos peritoneais infectados com L. amazonensis-GFP foram incubados com particulas de LDL
marcadas com alexa fldor, conforme os tempos e concentracfes indicados, e as imagens foram adquiridas
em microscopio confocal. Verde - amastigotas de L. amazonensis; vermelho - particulas de LDL,; azul -
nucleos/cinetoplastos (DAPI)

VO
e

Figura 7: Disponibilidade de LDL para amastigotas intracelulares. Macro6fagos peritoneais infectados
ou ndo com L. amazonensis foram incubados com LDL-ouro por 3 horas e analisados por microscopia
eletronica de transmissdo. A e B - Macrofagos nédo infectados; C e D - Macro6fagos infectados. Setas -
particulas de LDL; asteriscos - amastigotas de L. amazonensis; VP - vacuolo parasitéforo.
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4.2- Regulacdo da biossintese do ergosterol na presenca ou auséncia de fonte
exdgena de colesterol.

Apds demonstrar que promastigotas de Leishmania obtém colesterol através de
endocitose de LDL (Andrade-Neto, et al, 2011) e que amastigotas podem ter acesso a
particulas de LDL, mesmo estando dentro do vacuUolo parasitéforo, fomos investigar
qual seria o papel do colesterol na regulacdo da biossintese do ergosterol. Para o estudo
da regulagdo génica, a enzima avaliada foi a HMGCOoA redutase, etapa limitante da
biossintese de colesterol em células de mamiferos, e que também estd presente na
biossintese de ergosterol em Leishmania spp. Além de avaliar a expressdo desse gene
por PCR quantitativo, o perfil de produgdo de esterdis em diferentes condicfes de
cultura foi avaliado por TLC.

Para a analise da expressao dos genes por PCR quantitativo, promastigotas de L.
amazonensis foram cultivadas por diversas passagens em meio sem fonte de colesterol,
utilizando o Nutridoma-SP em substituicdo ao soro, ou com excesso de colesterol,
cultivadas com 80% de soro fetal bovino (Unica passagem). Como podemos observar na
Figura 8A, a expressdo de HMGCOoA redutase estd aumentada em até 3 vezes na cepa
cultivada sem fonte de colesterol (varias passagens), e levemente diminuida quando
cultivadas com 80% de soro em Unica passagem, com maior fonte de colesterol
exogeno, sugerindo que quanto menor a quantidade de colesterol exdgeno disponivel,
maior a expressdo da HMGCOoA redutase.

Em seguida, promastigotas de L. amazonensis foram cultivadas por 72 horas
com 10 ou 20% de SFB ou cultivadas por varias passagens com 10% de Nutridoma-sp
(sem colesterol). Podemos observar o aumento do colesterol (CHO) diretamente
proporcional ao aumento de soro fetal bovino (Fig. 8B-C). A quantidade de colesterol
(CHO) é maior nos parasitos cultivados com 20% do que com 10% de SFB. Os
parasitos cultivados por varias passagens no nutridoma tem uma dimuicdo no colesterol
(CHO), mas ainda observamos uma quantidade expressiva de colesterol mostrando que,
de alguma forma, os parasitos ndo perderam o contetdo total de colesterol das suas
membranas, mesmo sendo cultivados sem fonte de colesterol exégeno.

O aumento ou diminuicdo do conteddo de colesterol, além de modular a
expressdo da HMGCoA redutase, modifica o conteldo de esterdis enddgenos da
Leishmania. Os parasitos cultivados sem fonte de colesterol (WCHOL) apresentam
uma maior producdo das bandas ND2 e ergosterol (ERG), mostrando que o aumento da

expressdo da HMGCOA redutase resulta em uma maior producdo dos esterdis com
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esqueleto ergostano, que pode ser interpretada como um mecanismo homeostatico para
manter o contedo global de esterdis e a membrana estavel. As bandas ND1 e ND2, que
por falta de padrGes comerciais ndo puderam ser identificadas, provavelmente sdo os
outros esterdis com esqueleto ergostano j& descritos em Leishmania spp, o episterol e o
desidroepisterol.

Possivelmente, o conteldo de colesterol influencia a expressdo da HMGCoA
redutase, regulando a biossintese de ergosterol. A discreta diminuicdo da expressdo
desta enzima nos parasitos cultivados com 80% de SFB pode ter sido causado pelo
tempo de incubacdo de 72 horas, curto demais para causar uma regulagdo maior da
enzima.

Esses resultados mostram, entdo, que a alteracdo no contedo de colesterol do
parasito pode modular uma enzima importante na biossintese do ergosterol e modificar

0 conteldo de esterois endogenos de Leishmania.
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Figura 8: Regulacdo da biossintese do ergosterol. (A) promastigotas de L. amazonensis foram
cultivadas a 26°C em meio a-Mem com 80% de soro fetal bovino (HMGCoA-80% serum) por 72 horas
ou por varias passagens em meio com nutridoma-sp (HMGCoA WithoutChol) e a expressdo da
HMGCoA redutase foi avaliada por PCR em tempo real (quantitativo). (B) para a analise do perfil de
esterdis, os parasitos foram cultivados com 20% (WT 20%SFB) ou 10% (WT 10%SFB) de soro fetal
bovino por 72 horas ou por varias passagens em meio com nutridoma-SP (CHO). Os lipideos neutros
foram extraidos e submetidos a TLC. (C) a placa de TLC foi submetida a andlise por densitometria. A
imagem da TLC foi digitalizada e analisada pelo programa “ImageMaster TotalLab v1.11”. (UA —
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4.3- Efeito da auséncia de colesterol exdgeno sobre a atividade leishmanicida em
amastigotas intracelulares

Depois de observar que a amastigota intracelular tem acesso a LDL endocitada
pelo macréfago e mostrar que a auséncia de colesterol exogéno pode alterar o contetdo
de esterdis enddgenos de promastigotas, avaliamos o efeito da auséncia de fontes de
colesterol exdgeno sobre o crescimento do parasito e sobre a atividade leishmanicida do
cetoconazol, miconazol e sinvastatina em amastigotas intracelulares. Macr6fagos
infectados também foram tratados com 25-OH colesterol, o qual inibe tanto a
endocitose de LDL quanto a biossintese de colesterol pelo macréfago.

Os parasitos apresentaram maior crescimento em macrofagos peritoneais
cultivados em meio com soro deslipidado em relagdo aos cultivados em soro normal
(Fig. 9A). Por outro lado, os parasitos tornaram-se mais sensiveis a atividade
leishmanicida do cetoconazol (painel B), miconazol (painel C) e sinvastatina (painel D)
quando os macrofagos infectados foram cultivados no soro deslipidado, comparado com
o soro normal (Fig. 9B-D). O cetoconazol apresentou ICso de 6 UM na presenca de soro
completo, enquanto com soro deslipidado o 1Cso foi de 1,4 pM, uma diminuicéo de
aproximadamente seis vezes. O miconazol apresentou ICso de 4 UM com soro completo
e 0,5 UM com soro deslipidado, uma diminuicdo maior do que quatro vezes e a
sinvastatina apresentou ICso de 6 pM com soro completo e de 2 uM com soro
deslipidado, uma diminuicdo de 3 vezes. Os resultados mostram que a auséncia de
colesterol exdgeno influenciam na atividade dos inibidores da biossintese do ergosterol.

O tratamento com 25-OH colesterol foi capaz de inibir o crescimento de
amastigotas intracelulares e também apresentou diferenca de poténcia na presenca de
soro completo ou deslipidado. O 1Cso com soro completo foi de 7 uM e com soro
deslipidado foi de 3,5 uM. A inibi¢cdo da endocitose de LDL e da producdo de colesterol
exogeno pela 25-OH colesterol parece influenciar no crescimento do parasito,
mostrando que de alguma forma o colesterol obtido pelo macréfago, seja via LDL ou

producdo enddgena pode participar no crescimento de amastigotas intracelulares.
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Figura 9: Efeito da auséncia de colesterol exégeno sobre o crescimento e da atividade leishmanicida
do cetoconazol, miconazol, sinvastatina e 25-OH colesterol em amastigotas intracelulares.
Macrofagos peritoneais infectados com L. amazonensis foram incubados em meio de cultura RPMI
suplementado com soro completo ou deslipidado. As culturas permaneceram sem tratamento (A) ou
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4.4- Atividade leishmanicida dos inibidores do transporte de colesterol associados
aos inibidores da biossintese do ergosterol sobre promastigotas e amastigotas
intracelulares.

4.4.1 — Efeito dos inibidores do transporte de colesterol associados aos
inibidores da biossintese do ergosterol sobre promastigotas de L. amazonensis.

Uma vez constatado na forma amastigota que a auséncia do colesterol aumenta a
atividade do miconazol, cetoconazol e sinvastatina fomos avaliar o efeito de substancias
que inibem a entrada ou o transporte intracelular de colesterol associadas aos inibidores
da biossintese do ergosterol inicialmente em promastigotas de L. amazonensis, com 0
objetivo de analisar o efeito direto nos parasitos . Para isso, utilizamos 3 farmacos como
ferramentas farmacoldgicas: A progesterona, que bloqueia a translocacdo do colesterol
apos a degradacdo da LDL nos lisossomos; a imipramina € o farmaco experimental
LBQgTO01, que inibem o transporte do colesterol por vias ainda ndo completamente
elucidadas.

Esses inibidores foram avaliados, individualmente ou em associacdo com
inibidores da biossintese do ergosterol. Para avaliar graficamente a interacdo, os dados
também foram plotados na forma de isobolograma, e para estimar o tipo de interacdo
(sinergismo, antagonismo ou neutro), calculando o indice da Concentracdo Inibitoria
Fracional (FICI). A formula utilizada para calcular o FICI foi a seguinte: FICI = IC50
de A em combinacdo/IC50 de A sozinha + IC50 de B em combinagdo/IC50 de B
sozinha. A interpretacdo dos resultados de FICI, segundo as diretrizes publicadas por
Odds (2003)(Odds 2003) sdo: FICI < 0,5 — sinergismo; 0,5 < FICI < 4 - sem interacdo
ou aditivo; FICI > 4 — antagonismo.

Os inibidores apresentaram atividade leishmanicida contra promastigotas de L.
amazonensis, com 1Cso de 30, 5,5 e 40 uM, para LBgT 01 (Fig. 10A), imipramina (Fig.
10H) e progesterona (Fig. 10Q), respectivamente.

O ICso dos inibidores da biossintese de esterois, cetoconazol, miconazol e
terbinafina, diminuiu com a associacdo com os inibidores do tranasporte de colesterol,
como podemos observar nos isobologramas (Figs. 10C, E, G, J, M, O, R) e nas tabelas
2,3e4..

As associagdes entre LBQqTO0l1 e cetoconazol, miconazol ou terbinafina
resultaram em sinergismo, com valores de FICI de 0,5, 0,2 e 0,5, respectivamente (Figs.
10B,DeF).
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A associagéo entre imipramina e miconazol apresentou valor de FICI igual a 0,5,
indicando efeito sinérgico (Fig. 10M). Observamos nas Figuras 51 e 50 as associa¢des
de imipramina com cetoconazol e terbinafina, respectivamente, que apresentaram
valores de FICI igual a 0,7, indicando efeito aditivo. Em todas as associagOes
observamos 0 aumento da atividade leishmanicida. O cetoconazol também apresentou
uma maior atividade leishmanicida quando associado com a progesterona (Fig. 10R).

Essa associacdo mostrou valor de FICI igual a 0,6, indicando efeito aditivo.
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Figura 10: Avaliacdo da atividade leishmanicida dos inibidores do transporte de colesterol
associados aos inibidores da biossintese de esterdis. Promastigotas de L. amazonensis foram incubados
com os inibidores sozinhos ou associados em diferentes concentracdes por 72 horas a 26°C. (A) LBqT 01,
(B) LBqT 01 + cetoconazol, (C) isobolograma —LBgT 01 + cetoconazol, (D) LBgT 01 + miconazol, (E)
isobolograma — LBQT 01 + miconazol, (F) LBqT 01 + terbinafina, (G) isobolograma — LBqT 01
+terbinafina, (H) imipramina, (1) imipramina+cetoconazol, (L) isobolograma — imipramina +cetoconazol,
(M) imipramina + miconazol, (N) isobolograma — imipramina +miconazol, (O) imipramina + terbinafina,
(P) isobolograma — imipramina + terbinafina, (Q) progesterona, (R) progesterona + cetoconazol, (S) —
isobolograma — progesterona + cetoconazol. Cada ponto plotado nos isobologramas representa a 1Cso dos
farmacos sozinhos ou em associagdo. A reta unindo os ICsso individuais representa a linha de aditividade.
Os experimentos foram realizados em triplicatas, n=3. Os gréficos sdo representativos de um
experimento, com o valor do desvio padrdo. Os graficos e os valores de 1Cso foram obtidos no programa
Graphpad Prism 4. Teste t student, *p<0,5, **p<0,05 *** p<0,001 em relagdo ao grupo controle.
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Tabela 2: Valores de I1Cso (LM) do cetoconazol, miconazol e terbinafina
individualmente ou associados com LBqTOL.

LBqgTO1 Cetoconazol Miconazol Terbinafina
0 2,5 2,7 15
2,5 1,2 1,2 5,7
5 0,6 0,6 4,8
10 0,2 0,2 3.13
30 0 0 0

Os valores de 1Csp foram estimados como descrito no item 3.8.

Tabela 3: Valores de I1Cso (LM) do cetoconazol, miconazol e terbinafina
individualmente ou associados com Imipramina.

Imipramina Cetoconazol Miconazol Terbinafina
0 2,5 2,7 15
1,25 1,47 0,9 53
2,5 1,04 0,6 3
5 0,13 0,05 0,6
5,5 0 0 0

Os valores de 1Csp foram estimados como descrito no item 3.8.

Tabela 4: Valores de I1Cso (LM) do cetoconazol individualmente ou associados com

progesterona.
Progesterona Cetoconazol
0 2,5
6,25 1
12,5 0,6
25 0,05
40 0

Os valores de 1Csp foram estimados como descrito no item 3.8.

4.4.2 — Toxicidade dos inibidores de utilizacdo de colesterol e dos inibidores da

biossintese de esterois sobre macréfagos peritoneais.

Para avaliar a atividade dos inibidores de utilizacdo de colesterol pela célula
hospedeira, associados com os inibidores da biossintese do ergosterol, fomos
inicialmente analisar a toxicidade desses farmacos. Como é possivel observar na Fig.
12, somente a sinvastatina em todas as concentracdes testadas (Fig. 11G) e a terbinafina
na concentracdo de 80 uM (Figs. 11F, J, N, R) foram toxicas para 0os macrofagos.

Com base no resultado de toxicidade, os ensaios de atividade leishmanicida
foram planejados. A sinvastatina ndo foi testada em macréfagos infectados devido a sua

toxicidade em todas as concentragdes.
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Figura 11 — Efeito da toxicidade dos inibidores em macrdéfagos peritoneais. Macrofagos peritoneais
ndo infectados foram incubados com os inibidores da utilizacdo do colesterol individualmente ou
associados aos inibidores da biossintese de esterdis por 72 horas a 37°C. Apods esse periodo, as células
foram incubadas com MTT por 1 hora a 37°C. O sobrenadante foi retirado e foram adicionados 200l de
DMSO, para dissolver os cristais de formazan. A absorbancia foi lida em espectrofotbmetro a 570nm. (A)
LBqT 01, (B) imipramina, (C) progesterona, (D) cetoconazol, (E) miconazol, (F) terbinafina, (G)
sinvastatina, (H) 20 uM LBqT 01 + cetoconazol, (1) 20 uM LBgT 01 + miconazol, (J) 20 uM LBqT 01 +
terbinafina, (L) 12,5 uM imipramina + cetoconazol, (M) 12,5 uM imipramina + miconazol, (N) 12,5 uM
imipramina + terbinafina, (O) progesterona, (P) 25 UM progesterona + cetoconazol, (Q) 25 UM
progesterona + miconazol, (R) 25 UM progesterona + terbinafina. Os experimentos foram realizados em
triplicatas, n=3. ***P<0.001 em relacdo ao controle.

4,43 — Atividade leishmanicida dos inibidores da utilizacdo de colesterol e
inibidores da biossintese de esterdis sobre macrofagos infectados com L.

amazonensis.

Apos avaliar a toxicidade, iniciamos os testes de atividade em macréfagos
infectados com L. amazonensis.

As Figuras 12A, 12E e 12l representam a atividade leishmanicida em
amastigotas intracelulares do inibidor de entrada e transporte do colesterol, a LBqTO01, e
dos inibidores do transporte de colesterol, imipramina e progesterona, respectivamente.
Esses inibidores apresentaram atividade e mostraram ICsp igual a 22 UM para LBgTO1,
16 UM para imipramina e 28 UM para progesterona.

As associacdes entre LBgTO1 (20 uM), cetoconazol ou miconazol apresentaram
excelente atividade leishmanida. O cetoconazol e o miconazol, individualmente,
apresentaram 1Cso de 7 UM e 4,7 uM, respectivamente enquanto que quando associadas

a LBqTO1, houve reducdo para 3 uM e 2 puM, respectivamente (Figs. 12B e C). A
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associagdo da LBQT 01 mais terbinafina ndo apresentou diferenga em relagdo ao
farmaco individualmente, com ICso de 23 uM (Fig 12D).

A atividade leishmanicida do cetoconazol e do miconazol foi aumentada quando
associados a imipramina (12,5 pM), apresentando ICsp de 3,8 pM e 3,5 uM,
respectivamente (Figs. 12F e 12G). Assim como foi observado na associacdo da
LBqTO1, o ICso da terbinafina ndo foi alterado quando associada a imipramina (Fig.
12H).

A associagdo entre progesterona e cetoconazol mostrou excelente atividade
leishmanicida. O cetoconazol apresentou 1Cso de 7 uM e quando foi associada a 25 uM
de progesterona, observamos uma diminuigéo no valor de 1C50 para 4 uM (Fig. 12J). O
ICso do miconazol foi ligeiramente reduzido de 4,7 uM para 4,2 uM (Fig. 12L). O
tratamento com terbinafina mostrou uma redugéo no 1Csp de 23 uM para 18 uM quando
associado com a progesterona (Fig. 12M).

Os resultados apresentados nas Figuras 10 e 12, mostram que os inibidores da
utilizacdo do colesterol pelo macrofago tem atividade per se direta no parasito e que,
alem disso, o bloqueio da captacéo e biossintese de colesterol pelo macrofago influencia

a atividade dos inibidores da biossintese do ergosterol.
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Figura 12: Atividade leishmanicida dos inibidores em amastigotas intracelulares.

Macrofagos peritoneais infectados com L. amazonensis ndo tratados ou tratados com os inibidores da
utilizacdo de colesterol e inibidores da biossintese de esterdis foram incubados por 72 horas a 37°C. Apds
a incubacdo, as células foram fixadas e coradas. O indice de infeccdo foi calculado através da formula: %
M@ infectados x N° de amastigotas/ N° M@ totais. (A) LBgTO01, (B) 20 uM LBqTO01 + cetoconazol, (C)
20 uM LBqTO01 + miconazol, (D) 20 uM LBgTO1 + terbinafina, (E) imipramina, (F) 12,5 uM imipramina
+ cetoconazol, (G) 12,5 uM imipramina + miconazol, (H) 12,5 uM imipramina + terbinafina, (I)
progesterona, (J) 25 UM progesterona + cetoconazol, (L) 25 UM progesterona + miconazol, (M) 25 uM
progesterona + terbinafina. Os experimentos foram realizados em triplicatas, n=3. Os gréaficos sdo
representativos de um experimento, com o valor do desvio padréo. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

4.5-  Alteracdo no perfil de esterois dos parasitos tratados com os inibidores da

biossintese do ergosterol e inibidores da utilizacéo do colesterol

A andlise da alteracdo do conteldo de esterdis provocado por inibidores da
biossintese do ergosterol (miconazol, cetoconazol e terbinafina) e inibidores da
utilizacdo do colesterol (LBgTO1, progesterona e imipramina) em promastigotas de L.
amazonensis foi avaliada por cromatografia gasosa acoplada ao espectémetro de massas
(CG-MS). Na Figura 13 (painel A a painel O) podemos observar o perfil cromatografico
dos esterdis dos parasitos tratados com diferentes concentrages dos farmacos descritos.

-
7

E importante notar que a concentracdo de cada esterol na amostra é diretamente
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proporcional a area do seu respectivo sinal. Dessa forma, uma analise mostrando a

quantidade relativa percentual de cada esterol foi realizada através da integracdo da area

dos picos. Tabela 5.
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Figura 13: Efeito dos inibidores da biossintese do ergosterol e dos inibidores da utilizagdo do
colesterol sobre o perfil de ester6is de L. amazonensis. Promastigotas de L. amazonensis foram
crescidas com 10, 20 e 40 uM de LBgTO01, 10 e 20 uM de progesterona, com 2 e 8 uM de miconazol, 2 e
8 uM de cetoconazol e com 4 e 8 uM de terbinafina, 4 e 8 uM de imipramina ou somente meio de
cultura por 72 horas. Os lipideos neutros foram extraidos e analisados por GC-MS. Legenda: (M)

miconazol; (C) contaminantes do solvente.
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Tabela 5: Andlise do efeito dos inibidores da biossintese de ergosterol e dos inibidores da utilizacdo de colesterol exdgeno no perfil de esterdis de L. amazonensis

C M2 M8 C2 C8 T4 T8 L10 L20 L40 P10 P20 14 18
Substancia PM Quantidade Relativa (%)

(1) Esqualeno 410 2061 689 05 412 08 257 28 7 547 202 443 679 7 12,22
(2) Ergosta-5,8,22-trien-3p-ol 3% 1,28 087 085 129 - 044 -
(3) Ergosta-4’7’22-trien-3ﬁ_o| 396 1,79 1,28 1.02 1,29 47,17 0,38
(4) Desconhecido 376 055 436 747 - 042 -
(5) Ergosta-5,7-dien-3B-ol (24 desidroepisterol) 3% 101 - - - - 176 217 - - - 6,54 - - -
(6) Colesterol 386 095 7,87 2759 471 051 574 512 1685 17,58 4586 324 898 172 46
(7) Ergosta-5,7,24-trien-3B-ol (desidroepisterol) 396 69,76 327 211 - 46,8 409 53,74 2546 101 3124 82,05 46,63
(8) Ergosta-7,24-dien-3B-ol (Episterol) 398 381 - - 669 712 - - - 6,56 ; -
(9) Lanosterol 426 024 306 0.2 097 074 096 084 826 3508 381 284 1385 078 181
(10) Ergosta-5,24 (28)-dien-3p-ol 398 - lo4 51 237 - - - = = = - -
(11) Estigmasta-4,7,22-trien-3o.-ol 410 168 - 135 - -
(12) 140-metilergosta-8,24(28)-dien-3B-ol 412 52,41 3648 5085 7816 - 6,15 2,7 085 -
(13) 4a-14a-dimetilergosta-8,24(28)-dien-3p-ol, 426 1788 245 1531 1268 3,55 261
(obtusifoliol)
(14) Estigmasta-5,7-dien-33-ol 412 = -
(15) Desconhecido 365 068 -
(16) Ergosta-5,22-dien-33-ol 380 2 0,15 -
(17) Colesta-8,24-dien-3B-ol (Zimosterol) 398 0.18
(18) Estigmasta-5,7,22-trien-33-ol 412 3,36 -
(19) Estigmasta 5,7,24-trien-3p-ol 412 0,43
(20) Nao identificado 410 0,12 -
(21) Nao identificado 398 025 -
(22) Néo identificado 503 0,9 -
(23) Nao identificado 394 14
(24) Nao identificado 394 = 141 - = - -
(25) 26,26-dimetil-5,23-ergostadieno 426 1,28 10,26 04
(26) 4-metilcolesta-8,24-dien-38-ol 398 = 0,5 -
(27) N&o identificado 398 1,48
(28) Néo identificado 376 2,75 e ®
(29) Esterol dimetilado 382 14,78 597 475 16,24
(30) Colesta-5,24-dien-3B-ol (Desmosterol) 384 15,77 051 4,09
(31) N&o identificado 380 333 926 1,36
(32) Néo identificado 406 = 028 -
(33) Néo identificado 412 - 7.8
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4.6- Atividade leishmanicida in vivo da associacao de inibidor do biossintese do
ergosterol com um inibidor do transporte do colesterol exdgeno.

Para os testes in vivo foram selecionados a LBQTO0l1 e o cetoconazol que
apresentaram excelente atividade antipromastigota e antiamastigota in vitro, e néo
apresentaram toxicidade em macréfagos peritoneais sozinhos ou associados. Como
podemos ver na Figura 14A, o tratamento oral com cetoconazol ou LBQTOl
individualmente foi capaz de controlar o desenvolvimento da lesdo de forma
semelhante. Quando os farmacos foram associados, o desenvolvimento da lesdo foi
controlado de forma mais eficaz, sugerindo um efeito sinérgico.

Além do controle do desenvolvimento da lesdo, ndo foi observada nenhuma
diferenca significativa nos niveis séricos das enzimas ALT, AST, creatinina e creatina
quinase nos animais tratados e ndo tratados, mostrando que o tratamento néo foi toxico
para o hospedeiro. O colesterol também foi dosado e também ndo apresentou nenhum

alteracéo significativa (Figs. 14B-F).
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Colesterol
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Figura 14: Atividade Leishmanicida in vivo do tratamento oral do cetoconazol em associa¢do com
LBqT01. Camundongos BALB/c (5/grupo) foram infectados na orelha direita com 2x10° promastigotas
de L. amazonensis em fase estaciondria e os animais foram tratados com LBgTOl (10 mg/kg/dia),
cetoconazol (100mg/kg/dia), antimoniato de meglumina (100mg/kg/dia) e a combinacdo de
LBqTO1+cetoconazol (10 mg/kg/dia + 100mg/kg/dia). Os animais foram tratados 5 dias por semana por
um periodo de 33 dias. Controles negativos também foram similarmente tratados com PBS. A -
Desenvolvimento da lesdo durante o tratamento. B-F - Avaliacdo bioquimica da toxicidade do tratamento,
conforme os parametros indicados. ALT - Alalina aminotransferase; AST - aspartate aminotransferase.
Teste t student, *p<0,5, **p<0,05 *** p<0,001 em relacdo ao grupo controle.
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CAPITULO 2:
Avaliacao do papel do colesterol exdgeno e da
expressao génica relacionada a resisténcia aos

inibidores da biossintese de ergosterol
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4.7- Caracterizacdo das especies de L. braziliensis (M2904), L amazonensis
(LTBO0016) e L. guyanensis (M4147)

Para avaliar a relagdo do colesterol exdgeno com o metabolismo de esterdis
enddgenos, cepas de L. amazonensis e L. braziliensis resistentes aos inibidores da
biossintese do ergosterol (miconazol, terbinafina e sinvastatina), foram induzidas por
pressdo farmacoldgica.

Antes de iniciar os estudos de resisténcia e expressdo génica, porém, uma analise
filogenética foi realizada para confirmar a identificacdo de cada espécie. Para a
caracterizacdo das cepas de L. braziliensis e L. guyanensis (selvagem) (Figs. 15 a 18),
foi analisado o gene da pteridina redutase (PTR1) e para L. amazonensis (selvagem,
sem colesterol e resistentes ao miconazol, terbinafina ou sinvastatina) (Fig. 19 e 20) foi
analisado o gene da diidrofolato redutase-timidilato sintase (DHFR-TS). Para confirmar
a identificacdo, as sequéncias desses genes devem ter 100% de homologia quando
comparadas com as sequéncias correspondes no GeneBank Database. A analise da

caracterizacdo mostrou que as espécies estudadas estédo corretas.
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Figura 15: Alinhamento das sequéncias do gene PTR1 de L. braziliensis MHOM/BR/1975/M2904
selvagem . O DNA gendmico foi isolado de promastigotas de L. braziliensis na fase log de crescimento,
usando o reagente DNAzol (invitrogen), como descrito pelo fabricante. Reacdo de PCR foi realizada
usando iniciadores direto e inverso do gene PTR1 de L. braziliensis. A sequéncia de PTR1 obtida de L.
braziliensis foi alinhada com sequéncias de outras espécies (L. major, L. mexicana, L.infantum)
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depositadas no GeneBank Database (TriTrypDB), wusando o programa DNASTAR.
Lmex_PTR1 TriTrypDB (sequéncia da PTR1 de L. mexicana, GeneBank Database), Lbr_M2904 PTR1
(sequéncia da PTR1 de L. braziliensis selvagem), Lbr_PTR1_TriTrypDB (sequéncia da PTR1 de L.
braziliensis, GeneBank Database), Lin_PTR1_TriTrypDB (sequéncia da PTR1 de L. infantum,
GeneBank Database), Lmj_PTR1_TriTrypDB (sequéncia da PTR1 de L. major, GeneBank Database).

Lin_PTR1_TriTrypDB
Lmj_PTR1_TriTrypDB

—

. L Lmx_PTR1_TriTrypDB
—— Lbr_M2904_PTR1
Lbr_PTR1_TriTrypDB
111 T T T T T 1
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Substituicao de nucleotideos (x100)

Figural6: Andlise Filogenética da sequéncia de PTR1 de L. braziliensis MHOM/BR/1975/M2904
selvagem. As sequéncias de PTR1 de L. braziliensis foram comparadas com as sequéncias de PTR1 de L.
infantum, L. major, L. mexicana L. braziliensis, depositadas no GenBank Database (TriTrypDB).
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Figura 17: Alinhamento das sequéncias do gene PTR1 de L. guyanensis MHOM/BR/1975/M4147
selvagem . O DNA gendmico foi isolado de promastigotas de L. guyanensis na fase log de crescimento,
usando o reagente DNAzol (invitrogen), como descrito pelo fabricante. Reacdo de PCR foi realizada
usando primers senso e anti senso do gene PTR1 de L. guyanensis. A sequéncia de PTR1 obtida de L.
braziliensis foi alinhada com sequéncias de outras espécies (L. major, L. mexicana, L.infantum) depositas
no GeneBank Database (TriTrypDB), usando o programa DNASTAR. Lmex_PTR1_TriTrypDB
(sequéncia da PTR1 de L. mexicana, GeneBank Database), Lbr_M2904_PTR1 (sequéncia da PTR1 de L.
braziliensis selvagem), Lbr_PTR1 TriTrypDB (sequéncia da PTR1 de L. braziliensis, GeneBank
Database), Lin_PTR1 TriTrypDB (sequéncia da PTR1 de L. infantum, GeneBank Database),
Lmj_PTR1 TriTrypDB (sequéncia da PTR1 de L. major, GeneBank Database). Os alinhamentos foram
obtidos pela ferramenta MultiAlign.
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Figura 18: Andlise Filogenética da sequéncia de PTR1 de L. guyanensis MHOM/BR/1975/M4147
selvagem. As sequéncias de PTR1 de L. guyanensis foram comparadas com as sequéncias de PTR1 de L.
infantum, L. major, L. mexicana L. braziliensis, depositadas no GenBank Database (TriTrypDB).
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Alinhamento das sequéncias do gene DHFR-TS de L. amazonensis

MHOM/BR/77//LTB0016 selvagem, resistentes (miconazol, terbinafina e sinvastatina) e sem
colesterol. O DNA génomico foi isolado de promastigotas de L. amazonensis selvagem, resistentes e sem
colesterol na fase log de crescimento, usando o reagente DNAzol (invitrogen), como descrito pelo
fabricante. A reagdo de PCR foi realizada usando iniciadores direto e inverso do gene DHFR-TS de L.
mexicana. A sequéncia de DHFR-TS obtida de L. amazonensis foi alinhada com sequéncias de outras
espécies (L. major, L. mexicana, L.infantum, L. braziliensis e L. tarentolae) depositadas no GeneBank
Database (TriTrypDB), usando o programa DNASTAR. Lamaz-LTB0016-WT-DHF (sequéncia da
DHFR-TS de L. amazonensis selvagem), Lamaz-LTB0016-MR-DHF (sequéncia da DHFR-TS de L.
amazonensis resistente ao miconazol), Lamaz-LTB0016-TR-DHF (sequéncia da DHFR-TS de L.
amazonensis resistente a terbinafina), Lamaz-LTB0016-SR-DHF (sequéncia da DHFR-TS de L.
amazonensis resistente a sinvastatina), Lamaz-LTB0016-CHO-DHF (sequéncia da DHFR-TS de L.
amazonensis cultivada sem colesterol), Lamaz-DHFR-TriTrypDB (sequéncia da DHFR-TS, GeneBank
Database), Lmex-DHFR-TriTrypDB (sequéncia da DHFR-TS de L. mexicana, GeneBank Database),
Linf-DHFR-TriTrypDB (sequéncia da DHFR-TS de L. infantum, GeneBank Database), Lmj-DHFR-
TriTrypDB (sequéncia da DHFR-TS de L. major, GeneBank Database), Lta-DHFR-TriTrypDB
(sequéncia da gene DHFR-TS de L. tarentolae, GeneBank Database), Lbr-DHFR-TriTrypDB (sequéncia
da DHFR-TS de L. braziliensis, GeneBank Database).
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Figura 20: Anadlise Filogenética da sequéncia de DHFR-TS de L. amazonensis
MHOM/BR/77//LTB0016 selvagem, resistentes (miconazol, terbinafina e sinvastatina) e sem
colesterol. As sequéncias de DHFR-TS de L. amazonensis das cepas selvagens, resistentes e sem
colesterol foram comparadas com as sequéncias de DHFR-TS de L. amazonensis, L. infantum, L. major,
L. mexicana, L. tarentolae, L. braziliensis, depositadas no GenBank Database (TriTrypDB).

4.8- Inducdo de resisténcia aos inibidores da biossintese de ergosterol em
promastigotas de L. amazonenses, L braziliensis e L. guyanensis.

Para iniciar a inducdo de resisténcia, experimentos foram realizados para determinar
os valores de I1Csp dos inibidores da biossintese do ergosterol nas cepas selvagens . A
concentracdo utilizada para iniciar a selecdo das cepas resistentes foi a I1Cso de cada
inibidor (miconazol 2,7 uM, terbinafina 16,33 yuM e sinvastatina 24 uM para L.
amazonensis, terbinafina 9 uM para L. braziliensis e ; miconazol 1,9 uM e sinvastatina
30 UM para L. guyanensis). Na Tabela 6 podemos ver a concentracdo maxima atingida
na inducdo de resisténcia a cada inibidor. As cepas resistentes selecionadas foram as
seguintes: Leishmania amazonensis resistente ao miconazol (MicoRes016), Leishmania
amazonensis resistente a terbinafina (TerbRes0100), Leishmania amazonensis resistente
a sinvastatina (SimvRes0100), Leishmania braziliensis resistente a terbinafina
(TerbRes060) e Leishmania guyanensis resistente ao miconazol (MicoRes012) e L.

guyanensis resistente a sinvastatina (SimvRes080).
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Tabela 6 : Concentragdo maxima (uM) utilizada na inducéo de resisténcia aos inibidores
da biossintese do ergosterol

L. amazonensis L. braziliensis L. guyanensis
Miconazol 16 12 -
Terbinafina 100 60 -
Sinvastatina 100 - 80

4.9- Atividade leishmanicida dos inibidores da biossintese de ergosterol em

promastigotas de L. amazonensis selvagem e resistentes.

Apos a obtencdo das cepas resistentes, a atividade antileishmania dos inibidores da
biossintese do ergosterol (miconazol, terbinafina e sinvastatina) foi avaliada nos
parasitos resistentes. As cepas resistentes MicoRes016, TerbRes0100 e SimvRes0100
apresentaram 1Csg de 20 UM, 45 puM e 77 pM, respectivamente (Tabela 7).

Experimentos de resisténcia cruzada com farmacos que possuem outros mecanismos
de acdo foram realizados (miltefosina, anfotericina B e antimdnio 111 (Sblll) (Fig. 21 A-
S). As cepas resistentes ao miconazol (MicoRes016) apresentaram resisténcia cruzada a
sinvastatina e anfotericina B e ficaram mais sensiveis ao tratamento com Sblll. As cepas
resistentes a terbinafina (TerbRes0100) apresentaram resisténcia cruzada ao miconazol,
sinvastatina, anfotericina B e Sblll e as cepas resistentes a sinvastatina tiveram
resisténcia cruzada a terbinafina, miltefosina, anfotericina B, Sblll e miconazol (Tabela
7).
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Figura 21: Atividade leishmanicida do miconazol, terbinafina, sinvastatina, miltefosina,
anfotericina B e antimonio 111 nas cepas de L. amazonensis selvagens e resistentes aos inibidores da
biossintese do ergosterol. Promastigotas de L. amazonensis selvagens e resistentes aos inibidores da
biossintese do ergosterol foram incubadas com diversas concentra¢des de miconazol, terbinafina,
sinvastatina, miltefosina, anfotericina B e antimonio Il por 96 horas a 26°C, em placa de 24 pocos. Apos
o periodo de incubacdo a densidade Optica (D.O) foi medida com a utilizacdo de um espectofotdmetro. Os
experimentos foram realizados em triplicata.
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Tabela 7: Valores de I1Cso das cepas de L. amazonensis selvagens e resistentes aos
inibidores da biossintese do ergosterol.

Lamaz Lamaz Lamaz
Lamaz WT MicoRes 016 | TerbRes 0100 SimvRes
100
Miconazol 2,7 20 17.7 7
(M)
Terbinafina 16,33 19,06 45 45
(M)
Sinvastatina 24 60,37 76 77
(uM)
Miltefosina 7 10,72 10,62 19,13
(M)
Anfotericina B | 0,0625 0.8 0,2 0,2
(M)
Sb 11 27,85 16,74 57,16 93,48
(M)

As cores destacam a ocorréncia de resisténcia cruzada

4.10- Atividade leishmanicida dos inibidores da biossintese de ergosterol em

promastigotas de L. braziliensis e L. guyanensis resistentes e selvagens.

Apos a obtencdo de promastigotas de resistentes, a atividade leishmanicida dos
inibidores da biossintese do ergosterol (miconazol, terbinafina e sinvastatina) foi
avaliada nos parasitos. As cepas de L. braziliensis resistentes MicoRes012 e
TerbRes060 apresentaram ICso de 10 uM e 30uM e a cepa de L. guyanensis resistente
SimvRes080 apresentou 1Cso de 70 uM (Tabelas 8 e 9).

Experimentos de resisténcia cruzada com farmacos que possuem outros mecanismos
de acdo também foram realizados (miltefosina, anfotericina B e antimdnio 111 (Sblll)
(Fig. 22 A-S). As cepas resistentes ao miconazol (MicoRes012) apresentaram
resisténcia cruzada a todos os farmacos testados. A cepa resistente a terbinafina
(TerbRes060) apresentou resisténcia cruzada somente a sinvastatina. A cepa de L.
guyanensis resistente a sinvastatina apresentou resisténcia cruzada a anfotericina B, ao

antimbnio 111 e & miltefosina.
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Figura 22: Atividade leishmanicida de miconazol, terbinafina, simvastatina, miltefosina,
anfotericina B e antiménio 111 nas cepas de L. braziliensis e L. guyanensis selvagens e resistentes aos
inibidores da biossintese do ergosterol. Promastigotas de L. amazonensis selvagens e resistentes aos
inibidores da biossintese do ergosterol foram incubadas com diversas concentra¢fes de miconazol,
terbinafina, simvastatina, miltefosina, anfotericina B e antiménio 111 por 96 horas a 26°C, em placa de 24
pocos. Apos o periodo de incubacdo a densidade Optica (D.O) foi medida com a utilizagdo de um
espectofotdmetro. Os experimentos foram realizados em triplicata. Legenda:A-F cepa de L. guyanensis
resistente a0 miconazol; G-M cepa de L. braziliensis resitente a terbinafina; N-S: cepa de L. guyanensis
resistente a sinvastatina.
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Tabela 8 : Valores de 1Cs das cepas de L. braziliensis selvagens e resistentes aos inibidores
da biossintese do ergosterol.

Lbraz WT | Lbraz

TerbRes

060
Miconazol (LM) 1,7 3,6
Terbinafina(puM) 9 30
Sinvastatina(um) 40 76,42
Miltefosina(pM) 11,7 14,7
Anfotericina B(uM) | 0,2 0,2
Sh 111{uM) 21,4 11,64

As cores destacam a ocorréncia de resisténcia cruzada

Tabela 9: Valores de 1Cso das cepas de L. guyanensis selvagens e resistentes aos inibidores
da biossintese do ergosterol.

Lguy WT | Lguy Mico Lguy SimRes

012 080
Miconazal (uM) 1,9 10 2
Terbinafina(uM) | 20,45 30 13,7
Sinvastatina(uM) | 30 70 75
Miltefosina(uM) | 4,2 28
Anfotericina 01 0,4
B(uM)
Sh (M) 14 56

As cores destacam a ocorréncia de resisténcia cruzada
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4.11- Modulagéo da via de biossintese de esterois e utilizacdo de colesterol exdgeno
pelas cepas resistentes aos inibidores da biossintese do ergosterol.

Para avaliar o mecanismo de resisténcia das cepas resistentes aos inibidores da
biossintese do ergosterol, a expressdo das principais enzimas da via foi analisada por
PCR quantitativo e o perfil de esterdis avaliado por TLC.

As enzimas avaliadas por PCR quantitativo foram HMGCoA redutase (inibida
pela sinvastatina), esqualeno epoxidase (inibida pela terbinafina), lanosterol sintetase,
lanosterol C-14 desmetilase (inibida pelo miconazol), farnesiltransferase, esqualeno
sintase, esqualeno monooxigenase ou esterol 24-metiltransferase (Fig. 23).

A cepa de L. amazonensis resistente a sinvastatina apresentou aumento da
concentracdo de transcritos de mMRNA da HMGCOoA redutase de 4,5 vezes, da lanosterol
sintase 2 vezes e diminuigdo na expressdo da lanosterol C-14 desmetilase de 2 vezes.
As enzimas farnesiltransferase, esqualeno monooxigenase e esterol 24-metiltransferase
ndo tiveram alteracdo significativa. O perfil de esterdis da cepa resistente também foi
alterado, com diminuicdo da banda ND2 (esterol com esqueleto ergostano) e um
pequeno aumento de colesterol (Fig 24).

As enzimas avaliadas na cepa de L. amazonensis resistente ao miconazol foram
HMGCOoA redutase e lanosterol C-14 desmetilase. A enzima que é inibida pelo
miconazol, a lanosterol C-14 desmetilase, surpreendentemente ndo apresentou alteragédo
significativa. A enzima HMGCOA redutase apresentou diminuicdo na expressdo de
MRNA de 24 vezes. O perfil de esterdis também foi alterado, mostrando uma
diminuicdo das bandas ND2 e ergosterol (ERG) e um pequeno aumento de lanosterol e
um grande aumento de colesterol. O colesterol provavelmente estad sendo usado em
substituicdo a diminuicdo as esterdis com esqueleto ergostano, podendo estar
relacionado ao mecanismo de resisténcia (Fig 25).

A cepa de L. amazonensis resistente a terbinafina apresentou pequena
diminuicdo na expressdo da HMGCOA redutase e aumento de 2 vezes na esqualeno
monooxigenase, enzima que € inibida pela terbinafina. O perfil de esterdis também foi
alterado, mostrando diminuicdo da banda ND2, e aumento de colesterol, lanosterol,
ND1 e ergosterol. (Fig. 26).

A cepa de L. braziliensis resistente a terbinafina apresentou pequeno aumento na
expressdo da lanosterol C-14 desmetilase, aumento de 4 vezes na expressdao da
esqualeno monooxigenase e de 10 vezes na HMGCoOA redutase. Esse aumento da

HMGCOoA pode explicar a resisténcia cruzada apresentada a sinvastatina. O perfil de
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esterdis também foi alterado, mostrando uma diminui¢do da banda ND2 e ergosterol
(ERG) e um aumento de lanosterol ou outro esterol similar, metilado em 14, com
mesmo padrédo de corrida cromatogréfica (Fig. 27).

N&o foi possivel avaliar a expressdo das enzimas da L. guyanensis resistente ao
miconazol por PCR quantitativo, mas essa cepa apresentou diminui¢do das bandas ND2
e ergosterol (ERG) e acumulo de colesterol e lanosterol (ou similar) (Fig. 28). Esse
acumulo foi semelhante ao apresentado pela cepa de L. amazonensis resistente ao
miconazol, mostrando que o colesterol tem um papel importante no mecanismo de acéo

das cepas resistentes.

Acetil CoA
3-hidroxi-3glutaril-coA = Viado
Mevalonato
Sinvastatina HMGCoA redutase
/ mevalonato \‘ _J
Isopentenil-PP €2 Dimetillalil-PP
L Via dos

isoprendides

+

Geranil-PP

Farnesil-PP

Esqualeno sintase ou
farnesiltransferase
Terbinafina + Esqualeno epoxidase

2,3-oxidoesqualeno

+ Lanosterol sintase

Lanosterol

Miconazol Lanosterol C-14 desmetilase
N

HO

Esterol 24-metiltransferase

Figura 23: Esquema da via de biossintese de esterdis. As enzimas avaliadas nos experimentos de PCR
quantitativo estdo representadas em negrito e os farmacos utilizados na inducdo de resisténcia estdo
representados em vermelho. A sinvastatina inibe a HMGCoA redutase, a terbinafina inibe a esqualeno
epoxidase (esqualeno monooxigenase), e 0 miconazol inibe a lanosterol C-14 desmetilase.

Ergosterol HO
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Figura 24: Alteracdo da biossintese do ergosterol na cepa de L.amazonensis resistente a
simvastatina. A expressdo de mRNA e o perfil de esterdis foram avaliados em promastigota de L.
amazonensis selvagem (WT) e resistente a sinvastatina (SimRes). Legenda:, colesterol (CHO), ergosterol
(ERG), lanosterol (LAN), Banda ndo identificada 1 (ND1), banda néo identificada 2 (ND2), (HMGCoA
redutase), farnesiltransferase (Farnesyl), esqualeno monooxigenase (Sgmon), lanosterol sintetase
(LanSyn), lanosterol C-14 desmetilase (C-14), esterol 24-metiltransferase (24-Methyl).
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Figura 25: Alteracgéo da biossintese do ergosterol na cepa de L.amazonensis resistente ao miconazol.
A expressdo de mRNA e o perfil de ester6is foram avaliados em promastigota de L. amazonensis
selvagem (WT) e resistente a miconazol (MicoRes). Legenda:, colesterol (CHO), ergosterol (ERG),
lanosterol (LAN), Banda nédo identificada 1 (ND1), banda ndo identificada 2 (ND2), (HMGCoA
redutase), lanosterol C-14 desmetilase (C-14).
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Figura 26: Alteracao da biossintese do ergosterol na cepa de L.amazonensis resistente a terbinafina.
A expressdo de mRNA e o perfil de ester6is foram avaliados em promastigota de L. amazonensis
selvagem (WT) e resistente a terbinafina (TerbRes). Legenda:, colesterol (CHO), ergosterol (ERG),
lanosterol (LAN), Banda nédo identificada 1 (ND1), banda ndo identificada 2 (ND2), (HMGCoA
redutase), esqualeno monooxigenase (Sqmon).
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Figura 27: Alteracdo da biossintese do ergosterol na cepa de L. braziliensis resistente a terbinafina.
A expressdo de mRNA e o perfil de esterdis foram avaliados em promastigota de L. braziliensis selvagem
(WT) e resistente a terbinafina (TerbRes). Legenda:, colesterol (CHO), ergosterol (ERG), lanosterol
(LAN), Banda ndo identificada 1 (ND1), banda néo identificada 2 (ND2), (HMGCoA redutase),
esqualeno monooxigenase (Sgmon), lanosterol C-14 desmetilase (C-14).
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Figura 28: Alteragdo da biossintese do ergosterol na cepa de L. guyanensis resistente ao miconazol.
O perfil de esterois foram avaliados em promastigota de L. braziliensis selvagem (WT) e resistente ao
miconazol (MicoRes). Legenda:, colesterol (CHO), ergosterol (ERG), lanosterol (LAN), Banda nédo
identificada 1 (ND1), banda ndo identificada 2 (ND2).
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4.12 — Analise do genoma total da cepa de L. guyanensis resistente a sinvastatina.

O DNA total da cepa de L. guyanensis resistente a sinvastatina foi sequenciado,
com o objetivo de buscar alguma amplificagdo génica que possa estar relacionado com a
resisténcia apresentada um mecanismo frequentemente observado nos fendmenos de
resisténcia em Leishmania spp, (Myler, 2008). Foram sequenciados 0s 35 cromossomos
das cepas selvagem e resistente a sinvastatina (Fig. 29A-G1). Foi obtido um total de
27.809.293 e 15.573.027 “reads” (nUmero de sequéncias lidas) da cepa selvagem e
resistente. Os valores de “reads” podem ser usados para prever as variagdes no nimero
de cdpias, sendo de amplificacdes ou delecdes.

Observamos alteragdes nos cromossomos 14 e 17. Os cromossomos 14 e 17
apresentaram um numero maior de genes amplificados (Figs. 29 O e R), que
compreendem a janela gendémica de 470.000 até 520.000 para o cromossomo 14 e de
345.000 até 395.000 para o cromossomo 17. No cromossomo 14 foram amplificados 16
genes e no cromossomo 17 foram 10 genes.

Dentre os genes amplificados no cromossomo 14 podemos citar 0s genes da
tirosina fosfatase (LbrM.14.1280), da cinesina k39 (LbrM.14.1310) e da cinesina
(Lbr.14.1170), os dois altimos relacionadas a motilidade do parasita. Além desses genes
citados acima, 13 genes foram identificados como proteina hipotética. Desse grupo
podemos citar os dominios da proteina que € codificada por esse gene, que foram
encontradas através de analise de BLASTP: LbrM14.1180 (membro 2 da familia da
proteina que promove a polimerizacdo da tubulina), Lbrl4.1210 (proteina 39A),
Lbr14.1260 (mucina-7), LbrM14.1240 (proteina vacuolar SNF8 — complexo ESCRT-II
subunidade VPS22), LbrM14.1160 (membro 2 da familia da proteina que promove a
polimeriazacao da tubulina), LbrM14.1300 (fosfoglicerato desidrogenase).

No cromossomo 17 podemos citar 0s genes da proteina cinase (LbrM17.0900),
fosfaditilinositol cinase (LbrM17.0840), “splicing factor 3A” (LbrM17.0860), “DNAJ
domain protein” (LbrM.17.0860), queuina RNAt ribosiltransferase (LbrM.17.0880),
OSMB-like cinesina (LbrM.17.0810). Além desses genes descritos acima, foram
encontrados 4 genes que codificam proteinas hipotéticas. O dominio da proteina que €
codificada por esse gene foi encontrado através de analise de BLASTP: LbrM.17.0830
(floculina-11), Lbr.17.0870 (mucina-3), LbrM.17.0820 (adesina rica em serina) e

LbrM.17.0850 (mucina-19 e mucina-17). Em conjunto, esses resultados indicam que a
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cepa resistente a sinvastatina amplificou alguns genes para sobreviver aos estresse
continuo provocado pela pressdo farmacologica. Testes adicionais deverdo ser
realizados para confirmar essas alteragdes e identificar o mecanismo envolvido na
resisténcia.
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Figura 29: Andlise da variacdo do numero de cOpias dos cromossomos L. guyanensis resistente a
sinvastatina. O DNA dos parasitos resistentes e selvagens foi extraido e sequenciado (Hiseq). Para o
sequenciamento total do DNA as amostras foram preparadas como descrito no item 3.16.. O DNA total da
cepa selvagem e resistente foi sequenciado.

4.13 - Clonagem dos transportadores ABCG1, ABCG4 E ABCG6

Os transportadore ABC possuem diversas fungdes nas células de mamiferos,
transportando fosfolipideos e colesterol. Os transportadores ABCG1, ABCG4 e ABCG6
transportam colesterol fosfolipideos em células de mamiferos. Estes dois altimos ja
foram descritos em Leishmania spp. com a funcdo de transporte de fosfolipideo.

Para estudar o papel dos transportadores ABC no transporte de esterdis em
Leishmania, transportadores ABCG1, ABCG4 e ABCG6 foram amplificados e
clonados. Na Figura 30 podemos observar a amplificacdo de cada gene. Na Figura 31
observamos a clonagem de cada gene no vetor de expressao pGemT easy. Observamos
duas bandas na figura, uma correspondente ao vetor PGemT (3015 pb) e o inserto de
cada gene (ABCG1: 1974 bp; ABCG4: 2232 bp; ABCG6: 2043 bp). As bandas de cada
inserto foram purificadas e uma aliquota foi enviada para o sequenciamento. Nas
Figuras 32, 33 e 34 podemos ver o alinhamento das sequéncias dos transportadores
ABCG1, ABCG4 e ABCGB6, respectivamente. Um BLAST também foi realizado para
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confirmar as sequéncias. As sequéncias dos transportadores ABCG1, ABCG4 e ABCG6
de L. amazonensis apresentaram 98% de homologia com os transportadores de L.
mexicana (Genebank Database). Apds a clonagem, os genes foram subclonados em
vetor psp72aNEOa e transfectados em promastigotas de L. amazonensis (Figs. 35, 36,
37) . No final da transfeccdo, conseguimos obter 3 mutantes, cada um superexpressando
cada transportador ABC.
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Figura 30 : Amplificacdo dos transportadores ABCG1, ABCG4 e ABCG6. As sequéncias
génicas dos transportadores ABCG1, ABCG4 e ABCG6 foram amplificadas do DNA gendmico de L.
amazonensis por PCR usando os primers senso e antisenso de cada gene. Tamanho da sequéncia de
cada gene: ABCGL1: 1974 bp; ABCG4: 2232 bp; ABCG6: 2043 bp. Legenda: P (padrdo de peso
molecular — DNA leader).

ABCG6
P ABCG1 ABCG4

5000bp
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2000bp ZOOObp

Figura 31: Clonagem dos transportadores ABCG1, ABCG4 e ABCG6 no vetor de clonagem
pGemT easy. Transportadores ABCG1, ABCG4 e ABCG6 foram clonados em vetor de expressao
pGEM T easy usando bactérias competentes DH5a. A sequéncia de cada gene foi liberada do pGEM
T, usando as enzimas de restricdo Xbal e Hindlll. Tamanho do vetor pGemT: 3015pb. Legenda: P
(padrao de peso molecular — DNA leader).
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CGATACGGAGARCCARGAGARTATCAGCARCGACGGTCACCAGCCCATTTCCTCTGGCGAGCETAACCCCCGGLTGCACGGCTCCATCATTGARTTCGACTCCAGAACGCCGARGGTAGACAGCGTGLCG
CGG---GAGGGACCARGAGARTAACHGCANCGACGGTCACCAGCCCATTTCCTCTGGCGAGCETAACCCCCGGCTGCACGGCTCCATCATTGARTTCGACTCCAGARCGCCGARGGCAGACAGCGTGLCG
CGa., , .GaaGaACCARGAGAATAaCaGCAaCGACGGTCACCAGCCCATTTCCTCTGGCGAGCETARCCCCCGGLTGCACGGCTCCATCATTGARTTCGACTCCAGAACGCCGARGGEAGACAGCRTGECG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
AACAGCTACTCECTGCCGCTGTCATGECACAGGCTGTGCTACAGCGTCGGCARGARGCGCATCCTGTGCAGGL TGACGEGGACTGCGL TGCCCEGGLGATGLCTCGLGGTCCTCEGGTCETCLGETGLCG
AACAGCTACTCECTGCCGCTGTCATGECACAGGCTGAGCTACAGCGTCGGCARGARGCGCATCCTGTGCAGGCTGACGEGGACTGCGCTGCCCEGGLGATGCCTCGLGATCCTCRGGTCRTCTGETGLCG
AACAGCTACTCECTGCCGCTGTCATGECACAGGCTGAGCTACAGCGTCGGCARGARGCGCATCCTGTGCAGGL TGACGEGGACTGCGLTGCCCEGGLGATGLCTCGLGaTCCTCEGGTCETCeGETGLCG

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
I I
GCARGACAACGTTCCTGAACGCGATCTGCGACCGACTAGCGTCTGGCEGTARGC TGACGCTGAGCGGGAGGCGCCAGCTGGGCEACTGTGAGTTCGAGCGGCACTTTCGCARGGCGATGEGGTTCGTGGL
GCARGACAACGTTCCTGAACGCGATCTGCGACCGACTAGCGTCTGGCEGTARGCTGARGCTGAGCGGGAGGCGCCAGCTGGGCEACTGTGAGTTCGAGCGGCACTTTCGCARGGLGATGEGGTTCGTRGE
GCARGACARCGTTCCTEARCGCGATCTGCGACCGACTAGCGTCTGGCEGTARGCTGAAGCTGAGCGGGAGGCGCCAGCTGGGCEACTGTGAGTTCGAGCGGCACTTTCGCARGGCGATGEGGTTCGTGEE

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| |
GCAGGACGACATCATCTCGCCECTGTCGACGCCGTACGACGCECTGTEGTTCTCGCTECGCACGCGGLGCGGGACGAGCCGTGCGGAGACGGCEGAGCGTGTGCATGAGETGCTGAATGTCCTGCGGTTG
GCAGGACGACATCATCTCGCCECTGTCGACGCCGTACGACGCECTGTEGTTCTCGLTECGCACGCGGLGCGGGACGAGLCGTGCGGAGACGGCEGAGCGTGTGCATGAGETGCTGAATGTCCTGLGGTTG
GCAGGACGACATCATCTCGCCECTGTCGACGCCGTACGACGCECTGTEGTTCTCGLTECGCACGCGGEGCGGGACGAGECGTGEGGAGACGGCEGAGCGTGTGCATGAGRTGCTGAATGTCCTGLGGTTG

521 530 540 550 560 570 580 530 60O 610 620 630 B4 650

| |
CGGCACTGCTGCGGCACGARGETCGGCATTCCCGGCCTGGAGECTGGECTGTCTGGTEGGGAGCGCARGCGGTRCAGCATCGGEATCGAGCTGATCTGCGACCCGARGATCCTGCTGCTTGACGAGCCGA
CGGCACTGCTGCGGCACGARGETCGGCATTCCCGGCCTGGAGECTGGECTGTCTGGTEGGGAGCGCARGCGGTECAGCATCGGEATCGAGCTGATCTGCGACCCGARGATCCTGCTGCTTGACGAGCCGA
CGGCACTGCTGCGGCACGARGETCGGCAT TCCCGGCCTGGAGECTGGECTGTCTGGTEGGGAGCGCARGCGGTECAGCATCGGEATCGAGCTGATCTGCGACCCGARGATCCTGCTGCTTGACGAGCCGA

651 660 670 680 690 700 10 720 730 740 750 760 iy 780

| |
CGTCTGGGCTGEACTCCGTGACATCTECGARGGTGGTGCACCTGCTGCGCCAGCTGTCGCGGACGGGCCGCACCATGATCTACACGATCCATCAGCCGACTGCGEAGGTGCTGTCGTACTTCGACGACGT
CGTCTGGGCTGEACTCCGTGACATCTRCGARBGTGGTGCACCTGCTGCGCCAGCTGTCGCGGACGGGTCGCACCATGATCTACACGATCCATCAGCCGACTGCGRAGGTGCTGTCGTACTTCGACGACGT
CGTCTGGGCTGEACTCCGTGACATCTECGARGGTGGTGCACCTGCTGCGCCAGCTGTCGCGGACGGGCCGCACCATGATCTACACGATCCATCAGCCGACTGCGEAGGTGCTGTCGTACTTCGACGACGT

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910

I I
GATGCTGATGACGCAGEGCCGCATTGCGTACCACGGGACGATEGCTGCGTCGCTGGACTACTTCGAGTCCATCRGGTTCCCGTRCCCGEACARGTACACGCCGACGGACTACTACATGGTGCTGCTGCAG
GATGCTGATGACGCAGEGTCGCAT TGCGTACCACGGGACGATEGC TGCGTCGCTGGACTACTTCGAGTCCATCEGGT TCCCGTECCCGCACARGTACACGCCGACGGACTACTACATGGTGCTGCTGCAG
GATGCTGATGACGCAGEGCCGCATTGCGTACCACGGGACGATEGCTGCGTCGCTGGACTACTTCGAGTCCATCEGGTTCCCGTRCCCGeACARGTACACGCCGACGGACTACTACATGGTGCTGCTGCAG

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
|

|

GACAGCGTGACGAGCARTGTCCTGATCAAGCETTGGCGCARGTACCTEARGGACGCACCTCGCACGCCGCACACTGCCECTGTRCGTCTCGLGAGGAGCCGCAGTGATTCGTCTRCTGCGCGGTTCCTGE
GACAGCGTGACGAGCARTGTCCTGATCAAGCGT TGGCGCARGTACCTGARGARCGGACC TCGCACGCCGCACACTGCCECTGTECGTCTCGLGAGGAGCCGCAGTGATTCGTCTGCTGCGCGGTTCCTGE
GACAGCGTGACGAGCARTGTCCTGATCARGCETTGGCGCARGTACCTEAAGAACGEACCTCGCACGCCGCACACTGCCECTGTRCGTCTCGLGAGGAGCCGCAGTGATTCGTCTRCTGLGCGGTTCCTGE

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
| |

ATGCGTACATTGCGARGT TCGECAGCTCGCCEGCTGTGCAGT TRTACGAGCTEACGCTGCGCACGATGATAGAGATCTCGCGCGACTCCCTGTACCTGTTCTCGTACATEGCGCAGGCGATCTTCTTCGE
ATGCGTACATTGCGARGTTCGECAGCTCGCCEGCTGTGCAGTTGTACGAGC TEACGCTGCGCACGATGATAGAGATCTCGCGCBACTCCCTGTACCTGTTCTCGTACATGGCGCAGGCGATCTTCTTCGL
ATGCGTACATTGCGARGTTCGECAGC TCGCCEGCTGTGCAGT TGTACEAGCTEACGC TGCGCACGATGATAGAGATCTCGCGCGACTCCCTGTACCTGTTCTCGTACATEGCGCAGGCGATCTTCTTCGE

1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290

1171 1180 1300
| |

CGTCGTTGTAGGCCTGATCTTCTTGARCGTGCAGGACAATATAGAGGEGG T TCAGGATCGCCAGGGCGTGCTGTTCATGACCGTGATGAACCGTGCCATGAGCTCGACGTTCATCATGATCARTACGTTC
CGTCGTTGTAGGCCTGATCTTCTTGARCGTGCGGGACAATGTAGAGGEGG T TCAGGATCGCCAGGGCGTGCTGTTCATGACCGTGATGAACCGTGCCATGAGCTCGACGTTCATCATGATCARTACGTTC
CGTCGTTGTAGECCTGATCTTCTTGARCGTGCaGGACAATaTAGAGGEGGTTCAGGATCGCCAGGGCGTGCTGTTCATGACCGTGATGAACCGTGCCATGAGCTCGACGTTCATCATGATCARTACGTTE

1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420

1301 1310 1430
1 1

AACARTGCGCGTGCCGTGTTCATGCGTGAGCAGCARGCTGGTECGTACTCGCCGCTGATGTTCTTCCTTGGCCECAGTTTCGCCGAGTTTCCCRTGCAGATTCTTGCCGTGCTGETGGAGAGCTGCATCL
AACARTGTGCGTGCCGTGTTCATGCGTGAGCAGCARGC TGGCECGTACTCGCCGCTGATGTTCTTCCTTGGCCECAGT TTCGCCGAGT TTCCCETGCAGATTCTTGCCGTGCTGETGGAGAGCTGCATCE
AACAATGEGCGTGCCGTGTTCATGCGTGAGCAGCARGC TGGeBCGTACTCGCCGCTGATGTTCTTCCTTGGCCRCAGTTTCGLCGAGTTTCCCRTGCAGATTCTTGCCGTGCTGETGGAGAGCTGCATCL

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
| |

TTTACTGGACGETGGGECTGCATCATCATCCCGGCTCCTTCTTCTACTACTTTGGTGTGATTGCGLTGCTGTCRCAGGTGGCARCAGGCCTCGECTTCACGATCRCGACCTCGTTCCCGTCGLTTGTRGET
TTTACTGGACGETGGGECTGCATCATCATCCCGGCTCCTTCTTCTACTACTTTGGTGTGATTGCGLTGCTGTCECAGGTGGCARCGGGCCTCGECTTCGCGATCTCGACCTCGTTCCCGTCGETTGTGET
TTTACTGGACGETGGGECTGCATCATCATCCCGGCTCCTTCTTCTACTACTTTGGTGTGATTECGLTGCTGTCRCAGGTGGCARCAGGLCTCGECTTCaCGATCgCGACCTCGTTCCCGTCGETTGTRGET

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
I I

GAGTTCTGGCACCGCATCGGTCTCCTTTATGCTGCTGTCTCTAGGCGETGGCCTTTTCGCARGCACGGACCGTCTGCGCCCGTACTGGTACTGECTGGAGARGCCGTCCTTCACGCGGCACGCGTACATC
GAGTTCTGCGGTGGCGCCTCTAATTTTGATTCCGCTGGCTCTAGGCGETGGCCTGTTCGCARGCACGGACCGTCTGCGCCCGTACTGGTACTGECTGGAGARGCCGTCCTTCATGCGGCACGCGTACATC
GAGTTCTGecaccGCacCgcTaaceTTgATgLcGLTGgCTCTAGGCGETGGCC T TTCGCARGCACGGACCGTCTGCGCCCGTACTGGTACTGECTGGAGARGCCGTCCTTCACGCGGCACGCGTACATE

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
I I

CTCGTGCTGCGCAATGAGCTACACARTGTGCACCACATTGCGTGCGACTACTACCGCTGGGGCGACGGGTACTGCATCAACCAGCCGLETGACEGGGGCACAGTGATGCGTCTGCTCGGETTTGACGGTG
CTCGTGCTGCGCARTGAGC TACACARTGTGCACCACATTGCATGCGACTACTACCGCTGGGGCGACGGGTACTRTATCAACCAGCCGCRTGACGGGGGCACAGTGATGCGTCTGCTTGGRTTTGACGGTG
CTCGTGCTGCGCAATGAGCTACACARTGTGCACCACATTGCATGCGACTACTACCGCTGGGGCGACGGGTACTECATCAACCAGCCGCETGACEGGGGCACAGTGATGLGTCTGCTcGGETTTGACGGTG

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1888883

|

ATCCGCAGTCGECGAGTGTGTACATGTGGGTETCGCTCGTGGTTATGTTGTTCCTGCTCCGCA
ATCCGCAGTCGECGAGTGTGTACATGTGGGTETCGCTCGTGGTTATGTTCTTCCTGCTCHNCA
ATCCGCAGTCGECGAGTGTGTACATGTGGGTETCGCTCGTGGTTATGTTeTTCCTGCTCANCA

Figura 32 : Sequenciamento do transportador ABCGL1. Legenda: Lmex.06.0080-ABCG1

(sequéncia de L. mexicana do transportador ABCG1 depositada no Gene bank Database),
LamazLTB0016-ABCG1 (sequéncia de L .amazonensis LTB0016 do transportador ABCG1
amplificada).
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Lnext, 15, 0890-ABCGA-
Lanazl TBOO16-ABCGA
Consensus

LnexH.15,0890-ABCGA~
LanazL TB0OO16-ABCGA
Consensus

Lnext, 15, 0890-ABCGA-
Lanazl TBOO16-ABCGA
Consensus

LnexH.15,0890-ABCGA~
LanazL TB0OO16-ABCGA
Consensus

Lnext, 15, 0890-ABCGA-
Lanazl TBOO16-ABCGA
Consensus

LnexH.15,0890-ABCGA~
LanazL TB0OO16-ABCGA
Consensus

Lnext, 15, 0890-ABCGA-
Lanazl TBOO16-ABCGA
Consensus

LnexH.15,0890-ABCGA~
LanazL TB0OO16-ABCGA
Consensus

Lnext, 15, 0890-ABCGA-
Lanazl TBOO16-ABCGA
Consensus

LnexH.15,0890-ABCGA~
LanazL TB0OO16-ABCGA
Consensus

Lnext, 15, 0890-ABCGA-
Lanazl TBOO16-ABCGA
Consensus

LnexH.15,0890-ABCGA~
LanazL TB0OO16-ABCGA
Consensus

Lnext, 15, 0890-ABCGA-
Lanazl TBOO16-ABCGA
Consensus

LnexH.15,0890-ABCGA~
LanazL TB0OO16-ABCGA
Consensus

Lnext, 15, 0890-ABCGA-
Lanazl TBOO16-ABCGA
Consensus

LnexH.15,0890-ABCGA~
LanazL TB0OO16-ABCGA
Consensus

Lnext, 15, 0890-ABCGA-
Lanazl TBOO16-ABCGA
Consensus

LnexH.15,0890-ABCGA~
LanazL TB0OO16-ABCGA
Consensus

1 10 20 30 a0 50 B0 70 80 S0 100 110 120 130

1 I
ATGGAGACGGAAGTCGATCAGGCCCACGAGC-CGTCT-GTCGGGACACCGACGGAGC TCACARGCATCCCGCCCCCAGCGGCGTCATCGETGECGCCACCGCGGACGARATC GARAGGGGAGGACGCGAR
ATGGAGACGGAAGTCGATCAGGCCCAGARTTHCGTC TTGTCGGGACACCGACGGAGE TCACAAGCATCCCGCCCGCAGCGGCGTCATCGETGECGCCACCGCGGACGARATC GARAGGGGAGGACGCGAR
ATGGAGACGGAAGTCGATCAGGCCCAcafge, CGTCT, GTCGGGACACCGACGGAGC TCACARGCATCCCGCCCcCAGCGGCGTCATCGETGECGCCACCGCGGACGARATC GARAGGGGAGGACGCGAR

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1

GATACCCGCGCTCARCCGCGCCGTGAACT TTACATGGEAGARCC TARCCTATCAGGTCCCGGTCGAGGACARGGAT GECARCGTCATC TRACARGACTTTGCTTT TCARCCTCAGCGGGTGCGCCARGGGT
GATACCTGCGCTCAGCCGCGCCGTGAACT TTACATGGEAGARCC TARCCTATCAGGTCCCGGTCGAGGACARGEAT GECARCGTCATC TRACARGACTTTGCTTT TCARCCTCAGCGGGTGCGCCARGGGT
GATACCcGCGCTCAaCCGCGCCGTGAACT TTACATGGEAGARCC TARCCTATCAGGTCCCGGTCGAGGACARGGAT GECARCGTCATC TACARGACTTTGCTTT TCARCCTCAGCGGGTGCGCCARGGGT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1 I
GGGCGCGTGCTGGCGATCATGGEGCCTTCTGGLL GACGCTGATGGGCACGATCACCGGCARGC TGTACAACGCCACGGCACGGCAGEAAGEGTGC TGCTTCATGAARCAACARCATTTATC
GGGCGCGTGCTGGCGATCATGGEGCCTTC TGGCGCGGETARGACGACGE TGATGGGCACGATCACCGGCARGC TGTACAACGCCACGGCACGGCAGGAAGEGTGC TGCTTCATGAACAACARCATTTATC
GGGCGCGTGCTGGCGATCATGGEGCCTTCTGGCGCGGETARGACGACGC TGATGGGCACGATCACCGGCARGC TGTACAACGCCACGGCACGGCAGGEAAGEGTGCTGCTTCATGAACAACARCATTTATC

391 400 410 420 430 440 450 460 70 480 430 500 510 520

1

AGCAGCGCTACAAGCGCTTGGTGTCGTACGTGTECCAGGACGATATTGTCATGGGARRGGACACACCGCGCGAGGCCATCTACT TCTCCECGCGCC TRCGECTCEGTC T TGACAGT GAAGCGGCCCGCCE
AGCAGCGCTACAAGCGCTTGGTGTCGTACGTGTECCAGGACGATATTGTCATGGGARAGGACACACCGCGCGAGGCCATCTACT TCTCCECGCGCC TRCGECTCEGTCTTGACAGT GARGCAGCCCGCCG
AGCAGCGCTACAAGCGCTTGGTGTCGTACGTGTGCCAGGACGATATTGTCATGGGARAGGACACACCGCGCGAGGCCATCTACT TCTCCECGCGCC TRCGECTCEGTCTTGACAGT GAAGCaGCCCGCCG

521 530 540 550 560 520 580 590 600 610 620 630 640 650

1 I
GCGCGTCGCAGACGTCATCARGCGTCTCTCCCTGACCARG TGCCAGGACACGATTCTTGGTATCCCCGGCAT TCTGARGGGTGTCTCCGETGECGAGCGCARGCETGCGARCATCGGTACTGAGCTCGTC
GCGCGTCGCAGACGTCATCAAGCGTCTCTCCCTGACCARG TGCCAGGACACGATTCTTGGTATCCCCGGCAT TCTGAAGGGTGTCTCCGETGECGAGCGCARGCGTGCGAACATCGGTACTGAGCTCGTC
GCGCGTCGCAGACGTCATCAAGCGTCTCTCCCTGACCARG TGCCAGGACACGATTCTTGGTATCCCCGGCATTCTGARGGGTGTCTCCGETGECGAGCGCARGCETGCGARCATCGGTACTGAGCTCGTC

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780

1

ACGAACCCTTTTGTGATGCTGCTGGATGAGCCGACGACAGGECCTGGAT TCTGTGAACGCCGTGCGCGTCGGTCATCTCCT TCAGGATC TAGCCARGAACGACATECGCACCGTCAT TGCCACCGTGCACT
ACGAACCCTTTTGTGATGCTGCTGGATGAGCCGACGACAGECCTGGAT TCTGTGAACGCCGTGCGCGTCGGTCATCTTCT TCAGGATC TRAGCCARGAACGACATECGCACCGTCAT TGCCACCGTGCACT
ACGAACCCTTTTGTGATGCTGCTGGATGAGCCGACGACAGGECCTGGAT TCTGTGARCGCCGTGCGCGTCGGTCATCTeCT TCAGGATC TAGCCARGARCGACATGCGCACCGTCAT TGCCACCGTGCACT

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910

1 I
CGCCATCGTCGGAGCTGTTCGACCTCTTCGACGATC TGCTGCTGE TGGCGARGGGCCACGTCATCTACCACGGCCC TACGGCGGACTC TATCGAGTACTT TGCCTCCCTCGGCTACGACGTGCCGCCGLG
CGCCATCGTCGGAGCTGTTCGACCTCTTCGACGATCTGCTGCTGE TGGCGARGGGCCACGTCATCTACCACGGCCC TACGGCGGACTC TATCGAGTACTT TGCCTCCCTCGGCTACGACGTGCCGCCGLG
CGCCATCGTCGGAGCTGTTCGACCTCTTCGACGATCTGCTGCTGC TGGCGARGGGCCACGTCATCTACCACGGCCCTACGGCGGACTCTATCGAGTACTT TGCCTCCCTCGGCTACGACGTGCCGCCGLG

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

1

CACGARCCCGACGGAGTACTTCATGAACCTGC TECAGTTGCCCGAGGARATCCTGTCTCAGCTGTGGC TTGCC TGGGAGGACTACGTCATGT CGGATGCGECGAC TGACARCCCGTGCCTGACCCCGGTG
CACGARCCCGACGGAGTACTTCATGAACCTGCTECAGTTGCCCGAGGARATCCTGTCTCAGCTGTGGCTTGCC TGGGAGGACTACGTCATGT CEGATGCGECGAC TGACARCCCGTGCCTGACCCCGGTE
CACGARCCCGACGGAGTACTTCATGAACCTGCTGCAGTTGCCCGAGGARATCCTGTCTCAGCTGTGGCTTGCC TGGGAGGACTACGTCATGT CGGATGCGECGAC TGACAACCCGTGCCTGACCCCGGRTG

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 170
1 I

ACCGGCGCCATAACGCTGACGGACGACTACCTGGAGGAGCAACT CGAGC TGARGGGCGCGARCTTCTGCCTGCAGT TCTCCGAGCTCT TCARGCGE TCGTGGCGCATGTACC TRCGCGATCCCGGCAACT
ACCGGCGCCATAACGCTGACGGACGACTACCTGGAGGAGCARCT CGAGC TGARGGGCGCGARCTTCTGCCTGCAGT TCTCCGAGCTCT TCAAGCGE TCGTGGCGCATGTACC TRCGCGATCCCGGCAACT
ACCGGCGCCATAACGCTGACGGACGACTACCTGGAGGAGCARCT CGAGC TGARGGGCGCGARCTTCTGCCTGCAGT TCTCCGAGCTCT TCARGCGC TCGTGGCGCATGTACCTGCGCGATCCCGGCAACT

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
1

TCTACGGCCGCTCCETGCAGACGCTCTTCTTCGCCATCCTCCTTGECCTGTTCTTCTTTARCCTGCAGC TGAGCCAGCAGGECG TECAGEACCGCC TCGGCGCGCTCTACATCACGCTCATGARCAARCCT
TCTACGGCCGCTCCETGCAGACGCTCTTCTTCGCCATCCTCCTTGECCTGTTCTTCTTTARCCTGCAGC TGARCCAGCAGGECG TECAGEACCECC TCGGCGCGCTCTACATCACGCTCATGAACARCCT
TCTACGGCCGCTCCGTGCAGACGCTCTTCTTCGCCATCCTCCTTGGCCTGTTCTTCTTTARCCTGCAGC TGAaCCAGCAGGECG TECAGGACCGCE TCGGCGCGCTCTACATCACGCTCATGAACARCCT

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1380 1400 1410 1420 1430
1 I

TTTCGGTGCTGCCATGARCGGTATTGCCGCCTTCCCACCGGAGCGAGCCGTCTTCCTGCAGGAGCAGGCGAACGACGCCTACAACGCG TRCACCTACTTCCTCGCCARGAACATGGCGGAGCTGCCGT GG
TTTCGGTGCTGCCATGARCGGTATTGCCGCCTTCCCACCGGAGCGAGCCGTCTTCCTGCAGGAGCAGGCGARCGACGCCTACAACGCG TRACACCTACTTCCTCGCCARGAACATGGCGGAGCTGCCGT GG
TTTCGGTGCTGCCATGARCGGTATTGCCGCCTTCCCACCGGAGCGAGCCGTCTTCCTGCAGGAGCAGGCGARCGACGCCTACAACGCG TRACACCTACTTCCTCGCCARGAACATGGCGGAGCTGCCGTGG

1450 1460 1470 1480 1430 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560

1431 1440
1

CAGATACTCTTCCCGACGETGTTCGACATCATCACGTATTTCATGATCCACCT TCACCGARGCGCCGGTGCCTTCT TCGTGCACTEGT TCATCCTCETGCTGCTCGCC-AACTTGGGCTACTCCTTCGG
CAGATACTCTTCCCGACGETGTTCGACATCATCTCGTATTTCATGATCCACCT TCACCGARGCGCCGATGCCTTCTTCGTGCACTEGT TCATCCTCETGCTGCTCGCCCARCTTGGGCTACTCCTTCGGL
CAGATACTCTTCCCGACGGTGTTCGACATCATCACGTATTTCATGATCCACCT TCACCGARGCGCCGATGCCTTCTTCGTGCACTGGT TCATCCTCETGCTGCTCREE . ARCTTGGGCTACTCCTTCGRE

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
1 I

CTCATGTTCGCCACCTTCTTCARGCAGTCCCAGGCGGCCT TTGCCATGETTCCGCTCATCCTGCTGCCGCTGCTCGTTGTCGTCGGACTGTTCGCGARCACAGATCGCC TGTACCCGTACTGGGTGTGGT
CTCATGTTCGCCACCTTCTTCARGCAGTCCCAGGCGGCCT TTGCCATGETTCCGCTCATCCTGCTGCCGCTGCTCGTTGTCGTCGGACTGTTCGCGARCACGGATCGCC TGTACCCGTACTGGGTGTGGT
CTCATGTTCGCCACCTTCTTCARGCAGTCCCAGGCGGCCTTTGCCATGETTCCGCTCATCCTGCTGCCGCTGCTCGTTGTCGTCGGACTGTTCGCGAACACaGATCGCCTGTACCCGTACTGGGTGTGGT

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
1

TGARCTACATCTCCTTCCCCCGTCACGCCTACCTCGGCGTCGTCACGARCGAGT TCGAGCGCCTGACGG TCATCTGCARCCCCGTCACECCC TTGTECACETTCCCGGACGGECAGGCCGTAATCGAGTT
TGARCTACATCTCCTTCCCCCGTCACGCCTACCTCGGECGTCGTCACGARCGAGT TCGAGCGCCTGACGGTCATCTGCAACCCCGTCACGECCC TTGTECACETTCCCGGACGGECAGGTCGTARTCGAGTT
TGAACTACATCTCCTTCCCCCGTCACGCCTACCTCGGCGTCGTCACGARCGAGTTCEAGCGCCTGACGG TCATCTGCAACCCCGTCACGCCC TTGTGCACETTCCCGGACGGECAGGECGTARTCGAGTT

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1830 1900 1910 1920 1930 1940 1950
1 I

CATGGGCTTCCAGGGCTGGECGCTACTGGCAGTCATTCGTCGCCCTTATCGTGTACCAGATCGGCCTGCGTCTCATCGGCGCCACATCGCTCTACTACCAGEGCCGGCAGCGCCGCGGTAAGCTTCAGTTC
CATGGGCTTCCAGGGCTGGCGCTACTGGCAGTCATTCGTCGCTCTTATCGTGTACCAGATCGGCCTGCGTCTCATCGGCGCCACATCGCTCTACTACCAGEGCCGGCAGCGCCGCGGTARGCTTCAGTTC
CATGGGCTTCCAGGGCTGECGCTACTGGCAGTCATTCGTCGCeCTTATCGTGTACCAGATCGGCCTGCGTCTCATCGGCGCCACATCGCTCTACTACCAGEGCCGGCAGCGCCGCGGTARGCTTCAGTTC

1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080

1951 1960
1

GTGAAGAACCTCCGCARRCGCGTCGCCTCCCCGCGCGCCATCGCGTCAGCCCGCAGCARCGACGAGCTGTCCGACATTGAGTCGACGL TEGT EGGG TCGATCGAGACGLCGTCGAACGCG TACGACACCE
GTGAAGAACCTCCGCARACGCETCGCCTCCCCGCGCGCCATCGCGTCAGCCCGCAGCARCGACGAGCTGTCCGACATTGAGTCGACGC TEGT EGGG TCGATCGAGACGLCGTCGAACGCGTACGACACCG
GTGAAGAACCTCCGCARRCGCGTCGCCTCCCCGCGCGCCATCGCGTCAGCCCGCAGCARCGACGAGCTGTCCGACATTGAGTCGACGE TEGTGGGG TCGATCGAGACGCCGT CGAACGCGTACGACACCG

2081 2030 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2180 2200 2210
1 I

GAGCATCGTCGCCGGTCARCARCCGAGAGAACARTCAGCCGATE TGGGACGGCGAGCGCGAGCGTGCGACGC TRCCGTCGCTTGACACGCCGGETGACATACGTGEARAGCCCCGTCGACGTGGAGGATAT
GAGCATCGTCGCCGGTCARCARCCGAGAGAACARTCAGCCGATE TGGGACGGCGAGCGCGAGCGTGCGACGC TRCCGTCGCTTGACACGCCGGTGACATACGTGEARAGCCCCGTCGACGTGGAGGATAN
GAGCATCGTCGCCGGTCARCARCCGAGAGAACARTCAGCCGATC TGGGACGGLGAGCGCGAGCGTGCGACGC TRCCGTCGCTTGACACGCCGGETGACATACGTGEARAGCCCCGTCGACGTGGAGGAT An

2230 2235

g

2211 2220
| .
GAGGCGGCGCAAGTACCGETGGTAR
GAGGNGGCGCAAGTACCGETGGTAR
GAGGNGGCGCAAGTACCGGTGGTAR

Figura 33: Sequenciamento do transportador ABCG4. Legenda: Lmex.06.0080-ABCG4
(sequéncia de L. mexicana do transportador ABCG4 depositada no Gene bank Database),
LamazLTB0016-ABCG4 (sequéncia de L .amazonensis LTB0016 do transportador ABCG4
amplificada).
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Lnexh36.2890-ABCGE-T
LanazL TBOO16-ABCGE
Consensus

Lnexh36, 2830-ABCGE-T
Lanazl TBOO16-ABCGE
Consensus

Lnexh36, 2830-ABCGE-T
LanazL TBOO16-ABCGE

1 10 20 30 40 50 B0 70 80 90 100 110 120 130

1 [}
ATGTCETCTCCGGCGCCACCTACCGACCGCGCAGACGC TGGAC TGCTTCACCATC TGCCCCACTCTCOGGCGGAGTCGTCTGCCCCGCCCCCAGCCTCCTCACACCACARGGTTGTGCTCACC TGGGAAG
TTGTHTTCHCHHGCGCCACCTANCHACCGHNCAGACGC TGGAC TGCHTCACCATCTGCCCCRCTCCGCGGCGGAGTCGTCTGCCCCGGCCCCAGCCTCCKCACACCACARGGTTGTGCTCACCTGGGAAG
aTGTngTCnCnnGCGCCACCTANCNACCGNNCAGACGCTGEAC TGCL TCACCATCTGCCCCACTCecCGGCGGAGTCGTCTGCCCCGeCCCCAGCCTCCKCACACCACARGETTETGC TCACC TGGGAAG

131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260

[} 1
ACGTCAGCTATACCGTCAGCGG TGGTGACGARGG TGGCAGCCGCACCCT TGTGCGACATGTCTTCGGCTACGT TCARAGTGGCGAGATGCTCGCCGTTCTGGECCCTTCTGEGGCGGGETARGACGACGTT
ACGTCHGCTATACCGTCRRYGGTGGTGACGARGG TGGHHGCCGCACCCT TGTGCGACATGTCTTCGGCTACGT TCARAGTGGCGAGATGCTCKSCGTTCKGGECCCTTHTGEGG5GGETARGACKACKTT
ACGTCaGCTATACCGT CarcGG TGGTGACGARGG TGGcaGCCGCACCCT TRTGCGACATGTCTTCGGCTACGT TCARAGTGGCGAGATECTCgeCGTTCKGGECCCTTc TGEGGeEGGE TARGACEACETT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

[} 1
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ACTCGATATCTTAGSGCATGCKSAAGGT GAAGAGCARGGGCGACATCHSAKGTAGAAT TCTGCTGAACGGAGAGCCCGTTGATCCGGCCGCGTTCCGGCTCTRCAKCGGCTACGTGCAGCAGGAGGATAT

Consensus ACTCGATATCTTAGCGCA.GCgcAAGGT GAAGaGCARGGGCGACATCacAgGTAGAAT TCTGCTGAACGGAGAGCCCGTTGATCCGGLCGCGT TCCGECTCTECAECGECTACGTGCAGCAGGAGGATAT
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Lnexh36, 2890-ABCG6~-T TATGCATAGC TATGTGAL CGC CTGCCACCCTCCGCGCCTCGCCGACTTTTTE GCTGEAGAGTCGGGTATCTCAGGTGCTTCGGCAGCTTGGTATTTACCAC
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TATGHATAGC TATGTGACCGTCGAGGAGGTGGTCCGCTTT TCTGCCACCCTCHGCGCCTCGCCGACTTTT TCGKAAGAGGCGCTGGAGAGKCGEGTATCTCAGGTGCTTCGGCAGCTTGGTATTTACCAC
TATGeATAGC TATGTGACCGTCGAGGAGETGGTCCGCTTTTCTGCCACCCTCeGCGCCTCGCCGACTTTTTCGeARGAGECGCTGGAGAGKCGGGTATCTCAGGTGCTTCGGCAGCTTGGTATTTACCAC
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GTGCGCCACAGTTGCATCGGTAGCGCAT TAG TGCGCGGCA TCAGCGGAGGACAGCGCARGCGGT GCGCTGTCGCCGCAGAGATGETGACGT TGCCGTCCCTGCTCTTCCTGEATGAGCCGACARCCGECT
GTGCGCCACAGTTGCATCGGTHGCGCAT TAG TGCGCGGCATCAGCKGAGGACRGCGCARGCGGTGYGCTGTCGCCGCAKAGATGEHGACGT TGCHGTCCCTGCTCTTCY TGSAMGAGHCGACARCCGGCC
GTGCGCCACAGTTGCATCGGTaGCGCAT TAGTGCGCGECATCAGCgGAGGACaGCGCARGCGGT GeGLTGTCGCCGCAEAGATGELGACGTTGCGTCCCTGLTCTTCcTGgALGAGCCGACARCCGGLT
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TCGACACCTTCACGGCGCTGCATCTCCTCACGCT TCTGCGCTCGCTCTCCCGCTCAGGEGTGGCTGTCGTCTTCTCCATCCATCAGCCACGCTCGCGCATCTACGAGGTTT TTGACCGCGTTCTGCTGCT
TCKACACCTTHACAGCGCTGCRTCTCCTCACGCT TCTGCGCTCGCTCTCYSKCTCAKGEGTGGCTGTCGTHTTCTCCATCCATCARCCACGCTCRCGCATCTACGAGRTTTTTGACCGCGTTCTGCTGLT
TCgACACCTTeACAGCECTRCATCTCCTCACGCTTCTRCGETCGCTCTCeegCTCAYGEGTGGCTGTCGTeTTCTCCATCCATCARCCACGCTCFCGCATCTACGAGr TTTTTGACCECGTTCTRCTGCT
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GRAACGGGATCGGGGAGGAGECG TACTTTGGCCCTGCCGATGACGCGGTCCGGTTTCTTGCCGAGATCGGTCTCTCCTCCAGCTATTCGAACAACCCAGCCGACTACCTCATTGACGCCGTTTCCGTTTTG
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CGTCGGTAGCGCCARCGCAGGGACGTGACATCGCTGCCGCCTTTGCTTCTCTACGCCTAGCCGACGT TATGCGGCARATCGACGAGC TGCARCGCTCCTCCAGAGCGGCARCAGCGGL TT TGACCGCGAC
CGTCGATAGCGCCARCGCAGGGACG TGACAT CGCCGCCGCCTTTGCTTCTCTACGCCTAGCCGACGT TATGCGGCARATCGACGAGC TERCARCGCTCCTCCAGAGCGGCARCAGCGGL TT TGACCGCGAC
CGTCGaTAGCGCCARCGCAGGGACGTGACATCGCeGCCGCCTTTGCTTCTCTACGCCTAGCCGACGT TATGCGGCARATCGACGAGC TRCARCGCTCCTCCAGAGCGGCAARCAGCGGCTTTGACCGCGAT

1171 1180 1130 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
1 1

CGAATCCCAGETGCGCGCC TACCACCGCAGC TGGGCCACACAAGTGCGG TGCATCGCCATGCGGTGTCTGCGCARTCGTCGCCGTGACCCTGTCGCGACGTACGTCTCCGTCACETCTGCTATCGTATTC
CGAATCCCAGGTGCGCGCC TACCACCGCAGE TGGGCCACACAAGTGCGG TGCATCGCCATGCGGTGTCTGCGCARTCGTCGCCGTGACCCTGTCGCGACGTACGTCTCCGTCACGTCTGCTATCGTATTC
CGAATCCCAGGTGCGCGCC TACCACCGCAGE TGGGCCACACAAGTGCGG TGCATCGCCATGCGGTGTCTGCGCARTCGTCGCCGTGACCCTGTCGCGACGTACGTCTCCGTCACGTCTGCTATCGTATTC
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GCCTTTCTCACGGGCACGATCTACTACCARG TCGGGAACT CACAGGACAGCATCCGCAGTCGCATGGECGTCCTCTTTTTCATCTTGATGATCAGTACTTTCTCCTCCCTCEGCAGCCTCEAGATGTTTC
GCCTTTCTCACGGGCACGATCTACTACCARG TCGGGARCT CACAGGACAGCATCCGCAGTCGCATGGECGTCCTCTTTTTCATCTTGATGATCAGTACTTTCTCCTCCCTCGGCAGCCTCEAGATGTTTC
GCCTTTCTCACGGGCACGATCTACTACCARG TCGGGARCT CACAGGACAGCATCCGCAGTCGCATGGECGTCCTCTTTTTCATCTTGATGATCAGTACTTTCTCCTCCCTCEGCAGCCTCEAGATGTTTC

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
| |

TGACTGATCGCGCCATCTACGCACGCGAGCACCGCAACGGCATGTACAGCACATCGGCGTACTACATAGGCAAGTTCAT TCARGATGCGCCCGTCGCEGTGGTGATAARCTTTCTCTTCARCTTGATTGT
TGACTGATCGCGCCATCTACGCACGCGAGCACCGCAACGGCATGTACAGCACATCGGCGTACTACATAGGCAAGTTCATTCARGATGCGCCCGTCGCGGTGGTGATAARCTTTCTCTTCARCTTGATTGT
TGACTGATCGCGCCATCTACGCACGCGAGCACCGCAACGGCATGTACAGCACATCGGCGTACTACATAGGCAAGTTCATTCARGATGCGCCCGTCGCGGTGGTGATAARCTTTCTCTTCARCTTGATTGT
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CTACCTCCTGETTGGCTTGCAGCGCACCGTCGTGARGTTTCTCATCTTCGACAGCGTCEGTGCCTTGETCACGCTGAACAGC TACGCCCTCTGCCTTTTCATETCGAGCCTETCCARGAAC TACGCCACC
TTACCTCCTGETTGGCTTGCAGCGCACCGTCGTGARGTTTCTCATCTTCGACAGCGTCEGTGCCTTGETCACGCTGAACAGC TACGCCCTCTGCCTTTTCATETCGAGCCTETCCARGAAC TACGCCACT
cTACCTCCTGGTTGGCTTGCAGCGCACCGTCGTGARGTTTCTCATCTTCGACAGCGTCGGTGCCTTGETCACGCTGAACAGC TACGCCCTCTGCCTTTTCATGTCGAGCCTGTCCARGAACTACGCCACT
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GCCARCATTCTCACCTCTCTGCTGT TGGTGCTGTATCTGC TGCCARCAGGCGGCATGCTGGTGAGT TTGARCAGCATCCCACTCATGTGGCGCTGGATCARGCACGTTTCCTTCGTCCGCTTTGCCTTTT
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Figura 34: Sequenciamento do transportador ABCG6. Legenda: Lmex.06.0080-ABCG6
(sequéncia de L. mexicana do transportador ABCG6 depositada no Gene bank Database),
LamazLTB0016-ABCGS6 (sequéncia de L .amazonensis LTB0016 do transportador ABCG6 amplificada).
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DNA  ABCGL1 + psp72aNeoa

psp72aNeoa — 5021 bps

ABCG1 — 1974 bps

Figura 35: Subclonagem do transportador ABCG1 no vetor psp72aNEOa. Transportador
ABCG1 foi subclonado em vetor de expressao psp72aNEQa usando bactérias competentes DH5a. A
sequéncia de cada gene foi liberada do plasmideo, usando as enzimas de restricdo Xbal e Hindlll.
Tamanho do vetor psp72aNEQa : 5021pb. Legenda: DNA (padrao de peso molecular — DNA leader).
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DNA 1 2 345 67 89 DNA

psp72aNeoa — 5021 bps

ABCG4 — 2232 bps

Figura 36: Subclonagem do transportador ABCG4 no vetor psp72aNEOa. Transportador
ABCG]1, foi subclonado em vetor de expressao psp72aNEOa usando bactérias competentes DH5a. A
sequéncia de cada gene foi liberada do plasmideo, usando as enzimas de restricdo Xbal e ndel.
Tamanho do vetor psp72aNEOa : 5021pb. Legenda: DNA (padrao de peso molecular — DNA leader).

Clone de 1-9, positivos.
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DNA ABCG6 + psp72aNeoa

psp72aNeoa — 5021 bps

ABCG6 — 2043 bps

Figura 37: Subclonagem do transportador ABCG6 no vetor psp72aNEQa. Transportador
ABCG1 foi subclonado em vetor de expressao psp72aNEOQa usando bactérias competentes DH5a. A
sequéncia de cada gene foi liberada do plasmideo, usando as enzimas de restricdo Xbal e HindllIl.
Tamanho do vetor psp72aNEQa : 5021pb. Legenda:DNA (padrdo de peso molecular — DNA leader).
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5- DISCUSSAO
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A atividade dos inibidores da biossintese do ergosterol em Leishmania spp. tem
sido amplamente estudada por diversos autores (Beach et al. 1988; Berman et al. 1986;
Berman et al. 1984; Goad et al. 1985; Hart et al. 1989; Medina et al. 2012; Roberts et al.
2003; Vannier-Santos et al. 1999), mostrando-se como um excelente alvo para a
quimioterapia das leishmanioses. Alguns desses trabalhos mostram que o tratamento
com cetoconazol, inibidor da C14 desmetilase, leva a um aumento do colesterol
exdgeno na Leishmania, mas 0 mecanismo como isso ocorre, a importancia desse
colesterol em sua membrana e a utilizacdo do colesterol por amastigotas intracelulares
ainda ndo estéo claros.

Promastigotas de L. amazonensis aumentam a captacdo de LDL e o seu
conteldo de colesterol com o tratamento com os inibidores da biossintese do ergosterol.
Alem disso, as promastigotas ficam mais sensiveis a esses inibidores quando incubadas
em soro deslipidado, sugerindo que fontes de colesterol exdgeno possam ser
importantes para a sobrevivéncia dos parasitos quando submetidos a uma condicéo de
pressdo farmacologica.

A LDL é o maior carreador extracelular de colesterol, tendo um papel
fisiologico importante para a funcdo celular e regulacdo de vias metabdlicas. Os
macrofagos possuem receptores de LDL, endocitando em condi¢cbes normais essas
particulas. Em condi¢fes patologicas, como o caso de hiperlipidemias, desordens
genéticas e estresse oxidativo, componentes especificos da LDL sdo oxidados,
aumentado a captacdo de LDL (Tsimikas & Miller, 2011).

Visto que a principal célula afetada na infeccdo por L. amazonensis é o
macrofago e este possui receptores para LDL, avaliamos se as amastigotas poderiam
utilizar particulas de LDL. Nas Figuras 6 e 7, imagens por microscopia confocal e
microscopia eletronica de transmissdo indicam que a LDL estd disponivel para a
amastigota no interior do macrofago, sugerindo que a amastigota poderia utilizar o
colesterol proveniente da LDL, uma vez, que essas particulas estdo em contato com o
parasito. Nos resultados de microscopia confocal, podemos observar que as particulas
de LDL (vermelho) estdo bem proximas das amastigotas intracelulares, provavelmente
dentro do vacuolo parasitéforo. O vacuolo parasitéforo (VP) possui proteinas que
podem transportar nutrientes tanto do VP para o citoplasma quanto o transporte inverso.
Além desse transporte ativo de nutrientes, vesiculas intracelulares, como aquelas
formadas por endocitose de LDL, podem se fundir com o VP descarregando o seu

conteddo intravesicular. O Toxoplasma gondii, que necessita utilizar exclusivamente o
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colesterol para sua sobrevivéncia, aumenta as lesfes de aterosclerose pelo acimulo de
LDL oxidada dentro da célula hospedeira. Esse acUmulo é acompanhado pela
diminuicdo da colesterolemia (Portugal et al. 2004). Relatos de hipocolesterolemia em
pacientes com leishmaniose visceral também sdo observados, podendo ser indicativos
de que o parasito esteja consumindo a LDL ou interferindo com o controle da
homeostasia da célula hospedeira (Lal et al. 2007, Liberopoulos et al. 2002). Resultados
recentementes publicado por Fernandes e colaboradores (2013), mostram que a infeccao
por L. major aumenta a migracdo de células inflamatdrias para as lesdes aterosclerdticas
e promovem aterogénese. Esse aumento €& acompanhado por um processo de
colesterolemia. Esses efeitos sdo consequéncia do estimulo no sistema imune pela
infecgdo por L major que estimula componentes inflamatdrios da aterosclerose, que séo
ativados pelos parasitos nos macrofagos. Existem alguns resultados controversos em
relacdo a modulacdo da homeostasia do colesterol do hospedeiro, mas parece nao haver
duvida que realmente a infeccdo por Leishmania altera o metabolismo de colesterol da
célula hospedeira.

Macrofagos infectados tem seu metabolismo do colesterol alterado, mostrando
aumento da expressdo de enzimas da via, aumento de receptores de LDL e diminuicéo
de transportadores ABC que fazem o efluxo de colesterol levando, entdo, a um acumulo
de colesterol dentro do macrofago (Rabhi et al, 2012; Fortéa et al, 2009). Este colesterol
pode ser utilizado de alguma forma pelo parasito, uma vez que ja foi demonstrada a
presenca do colesterol em amastigotas (Hart et al. 1989, Berman et al. 1986). Na Figura
8 observamos que a enzima HMGCOA redutase pode ser regulada pela quantidade de
colesterol exogeno dispinivel, sugerindo que o colesterol exdgeno encontrado nos
parasitos pode regular a expressdo de enzimas da via de biossintese do ergosterol..

Além da utilizacdo da LDL, a amastigota pode utilizar o colesterol produzido
pelo proprio macréfago, uma vez que na Figura 9 (painel A) observamos um aumento
do crescimento parasitario na auséncia de colesterol proveniente de LDL. Com a
diminuicdo de colesterol extracelular, proveniente da LDL, o macréfago aumenta a
expressdo de HMGCOoA redutase, enzima limitante para a biossintese de colesterol, para
suprir as necessidades da célula. Esse colesterol pode ser usado pela Leishmania em
maior quantidade, aumentando a sua multiplicacdo, assim como o T. gondii, que utiliza
o0 colesterol do hospedeiro para sua sobrevivéncia (Nishikawa et al. 2011, Nishikawa et
al. 2005). Amastigotas intracelulares foram mais sensiveis ao cetoconazol, miconazol e

sinvastatina quando incubados no soro ausente de colesterol (Fig. 9 —Painel C, D e E,
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respectivamente), sugerindo que mesmo no ambiente intracelular a Leishmania spp
utilizaria o colesterol para substituir o ergosterol. Macrofagos infectados também foram
tratados com 24-OH colesterol, que inibe tanto a endocitose de LDL quanto a
biossintese de colesterol pela célula hospedeira. O tratamento diminuiu o indice de
infeccdo, na presenca ou auséncia do colesterol. Esse resultado é semelhante ao
observado nos experimentos com T. gondii, que também tem o seu crescimento inibido
pela auséncia completa de colesterol enddgeno e exdgeno (Sehgal et al. 2005)

Além do T. gondii, vérias bactérias utilizam o colesterol para sua sobrevivéncia.
A bactéria Coxiella burnetti, por exemplo, € um patégeno intracelular obrigatério que
necessita do metabolismo de colesterol celular para sua replicacdo (Howe & Henzen,
2005, Howe & Heinzen, 2006). Para estudar a influéncia do colesterol, séo utilizados
inibidores da biossintese do colesterol do macréfago associados com inibidores de
translocacdo do colesterol, como progesterona e imipramina (Coppens & Courtoy,
2000, Howe & Henzen 2005). A progesterona e a imipramina bloqueiam a liberagdo do
colesterol dos lisossomos, principalmente proveniente da endocitose de particulas de
LDL, ndo permitindo que o mesmo seja distribuido para a utilizacdo da célula. No
nosso trabalho nos utilizamos também o farmaco experimental LBgTO1, que diminui a
entrada de colesterol na célula. Interessantemente, a associacdo entre inibidores da
biossintese de esterdis com inibidores da utilizacdo do colesterol proveniente da LDL
mostrou efeito sinérgico na maioria das combinacGes em promastigotas e amastigotas
intracelulares (Figs. 10 e 12). Esse efeito de diminuicdo no crescimento parasitario
também foi observado com o tratamento com progesterona e imipramina em T. gondii e
C. burnetti. O parasito T. gondii e a bacteria C. burnetti necessitam do colesterol para o
Seu crescimento, pois ndo sintetizam seus proprios esterois, e 0 uso desses inibidores
blogueia a liberacdo do colesterol lisossomal, consequentemente diminuindo seu
crescimento (Nishikawa et al. 2011, Nishikawa et al. 2005, Howe & Henzen 2005).
Leishmania, ao contrario de T. gondii e C. burnetti, possui sua maquinaria propria de
biossintese de esterdis com esqueleto ergostano, além de possuir uma quantidade
significativa de colesterol na sua membrana. Entdo, aliado ao uso dos inibidores da
utilizacdo do colesterol, também utilizamos inibidores da biossintese do ergosterol,
blogueando assim todas as fontes de esterdis do parasito, biossintese endégena e fonte
exogena. Os experimentos foram realizados em ambas as formas, promastigota e

amastigota, com o objetivo de avaliar o efeito direto dos inibidores da utilizagédo do
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colesterol nos parasitos e avaliar a auséncia de fonte de colesterol exdgeno para as
amastigotas intracelulares, associados aos inibidores da biossintese do ergosterol.

A inibi¢do da utilizacdo do colesterol associado com a inibig&o da biossintese do
ergosterol apresentou excelente atividade leishmanicida, tanto em promastigotas quanto
em amastigotas, sem afetar o macrofago, corroborando o resultado de inibicdo do
crescimento parasitario de promastigotas tratadas com cetoconazol e miconazol em soro
deslipidado.

Os inibidores da utilizacdo do colesterol apresentaram excelente atividade anti-
promastigota, mostrando que possuem um efeito direto nos parasitos. Promastigotas
tratados com progesterona, imipramina e LBQTOl apresentaram uma alteracéo
morfoldgica, com a maioria dos parasitos em uma forma oval (dados ndo mostrados).
Para avaliar uma possivel interferéncia desses farmacos no metabolismo enddgeno de
esterdis do parasito, lipideos neutros de promastigotas tratados e ndo tratados foram
extraidos e analisados por (CG/MS).

Na Figura 13 e na tabela 5 observamos alteracdes no perfil de esterdis dos
parasitos tratados com os inibidores da biossintese do ergosterol (cetoconazol,
miconazol e terbinafina) e com os inibidores da utilizacdo do colesterol (LBgTO1,
progesterona e imipramina). Além da alteracdo no perfil de esterdis enddgenos
observamos um aumento no conteddo de colesterol dos parasitos, mostrando que
realmente quando os esterdis enddgenos séo inibidos ocorre um aumento do colesterol
ex0geno como um mecanismo compensatorio.

Nos parasitos tratados com cetoconazol e miconazol, inibidores da C-14
desmetilase, observamos o acumulo de esterdis metilados. O tratamento com 2 e 8 uM
de miconazol e cetoconazol induziu um acumulo do 1l4oa-metilergosta-8,24(28)-dien-
3B-ol (12) (tabela 5), e de 4a-l4a-dimetilergosta-8,24(28)-dien-3p-ol, (obtusifoliol)
(13). Esses esterois sdo acumulados normalmente no tratamento com esse inibidores da
C-14 desmetilase (Roberts et al. 2003, Beach et al. 1988). Ocorre também um aumento
no contetido de colesterol (6) nos parasitos tratados com 2 e 8 UM de miconazol e com 2
UM de cetoconazol. Esse aumento de colesterol observado foi relatado pelo nosso grupo
(Andrade-neto et al, 2011). A falta da biossintese de esterdis da Leishmania ocasiona
um aumento de colesterol exdgeno, provavelmente através de um mecanismo

compensatério, com o objetivo de suprir as necessidades de esterdis. O tratamento com
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4 e 8 UM de terbinafina, inibidor da esqueleno epoxidase, apresentou acumulo de 4a-
14a-dimetilergosta-8,24(28)-dien-33-ol, (obtusifoliol) (13).

O acumulo de 14a-metilergosta-8,24(28)-dien-33-ol (12) também foi observado
no tratamento com 10 uM de LBqT 01, progesterona e 4uM de imipramina. Os
parasitos tratados com 10, 20 e 40 uM de LBQTO1 apresentaram um acUmulo de
colesterol e lanosterol dose dependente e acimulo de esterGis metilados, (25)26,26-
dimetil-5,23-ergostadieno (25) nas trés concentragdes testadas e de 4-metilcolesta-8,24-
dien-3p-ol (26) na maior concentracdo. Essas alteracbes mostram que principalmente o
tratamento com LBQTO1 esta interferindo na biossintese de esterdis da Leishmania. O
tratamento com progesterona também altera a biossintese do ergosterol com acimulo de
esterdis metilados.

A imipramina, que foi utilizada como um bloqueador do colesterol lisossomal,
também apresentou atividade na biossintese do ergosterol. No tratamento com 4 uM de
imipramina, observamos uma grande quantidade de ergosta-5,7-dien-3p-ol
(desidroepisterol) (7) (principal esterol encontrado em L. amazonensis) (Torres-Santos
et al. 2009), mas também verificamos um acumulo de um esterol dimetilado (29),
colesta-5,24-dien-3p-ol  (desmosterol) (30) e também o surgimento de trés sinais
desconhecidas, que ndo sdo encontrados no controle. No tratamento com 8 uM
observamos um actmulo maior de esterol dimetilado (29) e acimulo de esqualeno (1)
menor quantidade de ergosta-5,7-dien-3p-ol (desidroepisterol) (7) e auséncia dos
esterdis, ergosta-5,8,22-trien-3p-ol (2), ergosta-4,7,22-trien-3p-ol (3), desconhecido (4)
e ergosta-5,7-dien-3p-ol (24 desidroepisterol) (5). Baseado nesses dados, concluimos
que a imipramina também possui atividade na biossintese do ergosterol.

Apos o estudo do mecanismo de acao dos inibidores da biossintese do ergosterol
e dos inibidores da utilizacdo do colesterol, o cetoconazol e o inibidor (LBgTO01) foram
testados associados ou ndo na infec¢do por leishmaniose cutanea no modelo murino.
Como demonstrado na Figura 14, a associacdo apresentou excelente atividade
leishmanicida, com reducdo do tamanho da lesdo.

A resisténcia clinica para os azOis foi observada em isolados de Candida
albicans, aumentando o problema mundial de satde publica, que é pior em pacientes
infectados com HIV (Melo et al. 2009, Manzano-Gayosso et al. 2008, Rautemaa et al.
2008). A resisténcia fangica parece ser devido ao efluxo da molécula pela

superexpressdo de transportadores ABC e de varios genes ERG que codificam enzimas
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da via de biossintese de esterdis (Tsao et al, 2009; Croft et al, 2006). Mutacdes,
rearranjos, amplificacbes de genes dos alvos de moléculas sdo eventos comuns na
resisténcia e, especificamente em Leishmania spp., amplificacdo génica apds sele¢do
gradual para resisténcia € um fendmeno bem conhecido (Coderre et al, 1983).

Estudos experimentais sobre superexpressdo da C-14 desmetilase em
Tripanosoma cruzi tratado com inibidores da biossintese foram publicados (Hankins et
al, 2005). A inducdo de resisténcia in vitro em Leishmania spp. e T. cruzi tem sido
bastante estudada. Por exemplo, inducdo de resisténcia para os azOis em T. cruzi
(Buckner et al, 1999), caracterizacdo de resisténcia a atovaquona em promastigotas de
L. infantum (Cauchetier et al, 2002), desenvolvimento e caracterizacdo de promastigotas
de L. donovani resistentes a paromomicina (Maarouf et al, 1998), demonstrando que o
mecanismo de resisténcia adquirido pelos parasitos. Dentre os mecanismos estudados,
temos a superexpressdo de transportadores ABC e dos alvos farmacoldgicos. Alteracéo
na composicdo lipidica, como aumento no conteudo de colesterol, é observada em
alguns casos de resisténcia. Surpreendentemente, estudos sobre a resisténcia adquirida
aos azodis em Leishmania spp. ndo tém sido publicados (Croft et al. 2006, Legare et al.
2001a).

Foram geradas trés cepas de L. amazonensis resistentes ao miconazol,
terbinafina e sinvastatina, uma cepa de L. braziliensis resistente a terbinafina e duas
cepas de L. guyanensis resistente ao miconazol e a sinvastatina (Tabela 6).
Experimentos de resisténcia cruzada aos inibidores da biossintese do ergosterol e a
miltefosina, anfotericina B e antiménio foram usados (Fig 21 e 22) (tabela 7, 8 € 9). A
expressdo génica das enzimas da biossintese do ergosterol e o perfil de esterdis das
cepas selvagens e resistentes foram avaliados como mecanismo de resisténcia (Fig.24).
A expressdo dos genes da biossintese do ergosterol das cepas de L. amazonensis e L.
braziliensis foi avaliada por PCR quantitativo (PCR tempo real) e o perfil de esterdis foi
avaliado por cromatografia em camada delgada (TLC). As enzimas da biossintese do
ergosterol e o perfil de esterdis foram modificados nas cepas resistentes em comparacao
as cepas selvagens, que acumularam principalmente colesterol exdgeno (Figs. 24-28).

Foi observada resisténcia cruzada aos farmacos relacionados e nédo relacionados
a via de biossintese do ergosterol. A cepa de L. amazonensis resistente a0 miconazol
apresentou resisténcia cruzada para sinvastatina e anfotericina B. O nivel de expressao
da HMGCoA redutase (enzima que € inibida pela sinvastatina) estd diminuido,

mostrando que o mecanismo de resisténcia cruzada nao esta relacionado com o alvo
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principal da sinvastatina. A resisténcia cruzada a anfotericina B pode ser explicada pela
diminuicdo dos esterdis com esqueleto ergostano (ergosterol) e pelo aumento do
colesterol exdgeno, uma vez que esse farmaco tem mais afinidade pelo ergosterol
(Sundar & Chakravarty 2013). A cepa de L. amazonensis resistente a terbinafina
apresentou resisténcia cruzada ao miconazol, sinvastatina, anfotericina B, e antiménio
I11 e a cepa resistente a sinvastatina apresentou a terninafina, miltefosina, anfotericina B
e antimonio 1.

A cepa de L. guyanensis resistente a0 miconazol apresentou resisténcia cruzada
a sinvastatina, miltefosina, anfotericina B e antimdnio 111. Assim como foi observado na
cepa de L. amazonensis resistente ao miconazol, a resisténcia cruzada a anfotericina B
pode ser explicada pela diminuicdo dos ester6is com esqueleto ergostano e aumento do
colesterol, por questdes de baixa afinidade ao colesterol. A cepa de L. braziliensis
resistente a terbinafina apresentou resisténcia cruzada somente contra a sinvastatina, que
pode ser explicada pelo aumento da expressdo da enzima HMGCoA redutase. A cepa de
L. guyanensis resistente a sinvastatina apresentou resisténcia cruzada a miltefosina,
anfotericina B e antimonio I11.

O mecanismo de resisténcia da cepa de L. guyanensis resistente a sinvastatina foi
avaliado através do sequenciamento total do DNA (Fig. 29). Os resultados mostram que
alguns genes foram amplificados na cepa resistente em comparacdo com a cepa
selvagem. Leishmania frequentemente amplifica regibes do genoma em resposta a
pressdo farmacoldgica (Coelho et al, 2011). O gene da tirosina fosfatase amplificado no
cromossomo 14 pode estar relacionado ao mecanismo de resisténcia, uma vez que atua
como um regulador importante no transporte de colesterol e regulacédo da biossintese de
esterdis, regulando o metabolismo do é&cido araquidénico e na reorganizacao
mitocondrial em outros tipos celulares (Cooke et al, 2011). Posteriormente, analises
mais profundas nos resultados serdo realizadas para explicar o mecanismo de
resisténcia.

Os transportadores ABC que transportam fosfolipideos e colesterol em células
de mamiferos foram clonados e superexpressados em promastigotas de L. amazonensis
para posterior analise do seu papel no transporte de esterdis em Leishmania. Os
transportadores transfectados foram: ABCG1, ABCG4 e ABCG6 (Kennedy et al. 2005,
Tarling & Edwards, 2011, Schmitz et al, 2001).

Os dados obtidos nesta tese sugerem que amastigotas intracelulares tem acesso

ao colesterol proveniente da LDL do hospedeiro e que a inibicdo desse processo
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associado aos inibidores da biossintese do ergosterol pode ser utilizada como uma
alternativa terapéutica para o tratamento da leishmaniose.

Resultados promissores foram apresentados com o tratamento associado da
LBQqTO1 + cetonazol, mostrando que existe uma grande correlacdo entre a atividade dos
inibidores da biossintese do ergosterol e a utilizacao do colesterol exdgeno. O colesterol
também foi importante para o mecanismo de resisténcia de alguns inibidores da
biossintese do ergosterol, como a apresentada pelas cepas de L. amazonensis e L.
braziliensis resistentes ao miconazol.

Juntos, esses resultados reforcam a importancia do colesterol exdégeno na
interacdo parasito-hospedeiro e seu possivel papel na sobrevivéncia desse patdgeno em

condicBes de estresse metabdlico ou farmacologico
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