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RESUMO

ESPADA, C. R. Suscetibilidade a miltefosina em isolados clinicos de Leishmania
(Viannia) braziliensis: caracterizacao fenotipica e investigacao das bases envolvidas na
reducao de suscetibilidade ao farmaco. 2020. 169 f. Tese (Doutorado em Parasitologia) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2020.

O farmaco de primeira escolha no tratamento da leishmaniose tegumentar no Brasil,
onde Leishmania (Viannia) braziliensis é o principal agente etiolégico da doencga, € o
antimoniato de meglumina, de uso parenteral e com eficacia tdo baixa quanto 50% em
algumas regides do pais. Com o objetivo de avaliar o potencial da miltefosina para o
tratamento de leishmaniose tegumentar no Brasil, caracterizamos a suscetibilidade de 16
isolados clinicos brasileiros e duas cepas referéncia de L. (V.) braziliensis a este farmaco.
Observamos variabilidade caracterizada por valores de ECsp 6 € 15 vezes maiores, em formas
promastigota e amastigota, respectivamente, entre os isolados mais e menos suscetiveis ao
farmaco. Buscamos entender as bases moleculares envolvidas nessas diferencas de
suscetibilidade intrinseca através da caracterizacdo, nesses isolados, de alguns dos
mecanismos de resisténcia a miltefosina mais conhecidos em Leishmania. Para isso, elegemos
os isolados com menor e maior ECso em paralelo a cepa referéncia. Observamos diferencas na
velocidade de entrada do farmaco e de sua acumulacdo entre os isolados, que se revelaram
reduzidas nos isolados menos suscetiveis quando comparados com isolados mais suscetiveis e
a cepa referéncia. Polimorfismos nos genes que codificam a maquinaria de transporte de
miltefosina e diferencas nas taxas de efluxo/metabolismo, “fitness” e compartimentalizagdo
de farmacos ndo apresentaram um padrdo que pudesse ser correlacionado a diferenca de
susceptibilidade ao farmaco. Com o objetivo de ampliar a busca por mecanismos de
modulagdo da suscetibilidade a miltefosina nestes isolados, obtivemos o sequenciamento dos
transcriptomas, que revelou a presenca de 36 genes diferencialmente expressos entre oS
isolados polares. Dentre eles observamos um aumento na abundancia do mensageiro que
codifica a proteina Ros3 no isolado mais suscetivel. Essa proteina compde o complexo
transportador MT-Ros3, considerado como a principal via de entrada de miltefosina em
Leishmania. Portanto, as diferencas na suscetibilidade e absor¢do de miltefosina poderiam
estar relacionadas a abundancia de Ros3. Demonstramos gque a abundancia de mRNA Ros 3 e
0 numero de copias do gene eram maiores no isolado mais sensivel. Para a validacédo
funcional do papel da dosagem génica de Ros3 na diferenca de suscetibilidade a miltefosina
utilizamos duas abordagens, a superexpressao de Ros3 no isolado menos sensivel a
miltefosina e em L. (L.) major e o nocaute parcial e completo deste gene em L. (L.) major.
Observamos um aumento de pelo menos 40 vezes na abundancia de mRNA de Ros3 nos
superexpressores. No entanto, ndo houve reducéo significativa na ECsq desses parasitas para
miltefosina. A delegéo parcial ou completa deste gene, por sua vez, resultou em um aumento
significativo de 3 e 20 vezes, respectivamente, na ECso de L. (L.) major para miltefosina,
validando a participacdo da proteina Ros3 na expressdo do fendtipo de suscetibilidade a
miltefosina. Em conclusdo, mostramos que variabilidade na suscetibilidade a miltefosina
ocorre entre isolados clinicos de L. (L.) braziliensis independentemente de exposicdo prévia
ao farmaco. Mostramos ainda que um dos fatores implicados nesse fen6tipo é a modulagédo da
abundancia de Ros3 ao mesmo tempo que evidenciamos que essa proteina ndo é a unica
responsavel pela suscetibilidade dos parasitas.
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ABSTRACT

ESPADA, C. R. Susceptibility to miltefosine in Leishmania (Viannia) braziliensis clinical
isolates: phenotypic characterization and investigation of the basis involved in reduced
susceptibility to the drug. 2020. 169 p. Ph. D. thesis (Parasitology) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2020.

The first choice drug for leishmaniasis treatment in Brazil, where Leishmania (Viannia)
braziliensis is the main etiological agent, is meglumine antimoniate, which is used by the
parenteral route. Its efficacy can be as low as 50% in some Brazilian regions. Aiming to
evaluate the potential of miltefosine for tegumentary leishmaniasis treatment in Brazil, we’ve
characterized the susceptibility of 16 Brazilian clinical isolates and two reference strains of L.
(V.) braziliensis to this drug. Susceptibility measured by ECs, varied by 6 and 15-fold, in
promastigotes and amastigotes, respectively. Aiming to understand the molecular bases
involved in determining the intrinsic susceptibility in these isolates, we chose the isolates
presenting the lowest and highest ECs, for the characterization of some of the known
mechanisms of resistance to miltefosine in Leishmania. We observed differences in the speed
of drug uptake and accumulation between the isolates, which were reduced in the less
susceptible when compared to more susceptible isolates and the reference strain.
Polymorphisms in the genes coding for the miltefosine transport machinery and differences in
the efflux/metabolism, fitness and drug compartmentalization rates did not show a pattern that
could be correlated to the differences in drug susceptibility. In order to expand the search for
mechanisms modulating susceptibility to miltefosine in these isolates, we looked at their
sequenced transcriptome, which revealed the presence of 36 differentially expressed genes
between the polar isolates. Among them, we observed an increase in the abundance of Ros3
encoding RNA in the most susceptible isolate. The Ros3 protein is a component of the MT-
Ros3 transporter complex, considered as the main route of miltefosine entry in Leishmania.
Therefore, the abundance of Ros3 could be related to differences in miltefosine uptake and
susceptibility. We demonstrated that the abundance of Ros3 mMRNA and gene copy number
were increased in the most sensitive isolate. For the functional validation of the role of Ros3
gene dosage in the differential susceptibility to miltefosine we used two approaches, the
overexpression of Ros3 in the less sensitive isolate and in L. (L.) major, and the partial and
complete knockout of this gene in L. (L.) major. The abundance of Ros3 mRNA was
increased at least 40-fold in overexpressing clones. However, there was no significant
reduction in the ECso for miltefosine in these parasites. The partial or complete deletion of
Ros3, in turn, resulted in a significant increase of 3 and 20 times, respectively, in the ECs of
miltefosine in mutant L. (L.) major, validating the participation of the Ros3 protein in the
susceptibility phenotype to miltefosine. In conclusion, we showed that susceptibility to
miltefosine varies among clinical isolates of L. (V.) braziliensis regardless of previous
exposure to the drug. Our data indicate that Ros3 cannot be considered the only player
modulating Leishmania susceptibility to miltefosine. Nonetheless, we unequivocally showed
that the modulation of Ros3 abundance is one of the factors involved in this phenotype.

Keywords: Leishmaniasis. Treatment. Miltefosine. L. (V.) braziliensis isolates. Susceptibility.



1. INTRODUCAO

1.1. Leishmania, o parasito.

Os parasitas do género Leishmania sdo protozoarios flagelados, pertencentes a familia
Trypanosomatidae e a ordem Kinetoplastida (ESPINOSA et al., 2018). Essa ordem abriga
organismos que apresentam uma organela exclusiva chamada cinetoplasto, localizada na
regido anterior do parasito, préxima ao bolso flagelar. Essa organela, que da nome a ordem,
contem moléculas de DNA circulares (os maxicirculos e 0s minicirculos) que correspondem
ao DNA mitocondrial nesses organismos (NEUBER, 2008).

Até 0 momento 53 espéecies de Leishmania foram descritas e se dividem em 4

subgéneros: Leishmania, Viannia, Sauroleishmania e Mundinia (ESPINOSA et al., 2018).

1.1.1. Morfologia

As principais formas morfoldgicas deste parasita heteroxeno sdo promastigota e
amastigota (Figura 1) (REY, 2008). Apesar das modificacbes de tamanho, forma e
principalmente do comprimento do flagelo, a estrutura e composicédo celular do parasita ndo

apresenta grandes variac6es ao logo do seu ciclo de vida (SUNTER; GULL, 2017).

As leishmanias apresentam um anico nucleo, circundado pelo reticulo endoplasmatico.
Uma mitocdndria unica afilada se alonga da regido anterior até a posterior pela lateral do
nacleo, assim como um complexo de lisossomos chamado tubo multivesicular (Figura 1). Na
por¢cdo mais anterior localiza-se o cinetoplasto e o complexo de Golgi, nas proximidades do
bolso flagelar, de onde emerge o flagelo (BESTEIRO et al., 2007) (Figura 1). E no bolso
flagelar que ocorrem majoritariamente os processos de endocitose e exocitose (LACOMBLE
et al., 2009).

Com relacdo a morfologia, as promastigotas, no geral, apresentam corpo celular
afilado e longo, com flagelo externalizado que se estende além do bolso flagelar e esta
envolvido na motilidade, adeséo e percepcdo do ambiente. J& as amastigotas sdo menores,

arredondadas e apresentam um curto flagelo com uma pequena ponta exposta para além do



bolso flagelar, envolvido em funcdes sensoriais, estando permanentemente em contato com a

membrana do vacuolo parasitéforo no interior do macréfago (SUNTER; GULL, 2017).
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Figura 1 — Morfologia e componentes celulares nas principais formas do parasita Leishmania. A esquerda a
forma promastigota e a direita a amastigota. Figura adaptada de BESTEIRO et al. (2007).
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1.1.2. Genoma e expressao génica

Os parasitas da familia Trypanosomatidae apresentam peculiar organizacdo genética
entre os eucariotos. Seu genoma de aproximadamente 32 mega bases se organiza em 34-36
cromossomos que variam em ploidia entre espécies, e até mesmo entre cepas de uma mesma
espécie (BEVERLEY, 1991; IVENS et al., 2005; LYPACZEWSKI et al., 2018; ROGERS et
al., 2011; TRYTRIPDB, 2019). Seus aproximadamente 9300 genes, em sua maioria, ndo
possuem introns e nem promotores para RNA Polimerase 1l (RNA Polll), de modo que a
regulacdo da expressdo génica nesses organismaos ocorre por processos pos transcricionais ou

como consequéncia de variagdes no numero de genes causadas por eventos de duplicacdo



génica ou cromossomica (IVENS et al., 2005; MARTINEZ-CALVILLO et al., 2003;
ROGERS et al., 2011; TRYTRIPDB, 2019).

A transcricdo é feita em unidades policistronicas, de modo que varios genes, ndo
necessariamente com funcbes relacionadas, sdo transcritos em um Udnico policistron
(CLAYTON, 2016). Modificacdes estruturais da cromatina em regides de convergéncia ou
divergéncia de transcricdo nas duas fitas indicam os sitios de iniciagdo e terminacdo do
processo (SIEGEL et al.). O processamento dos policistrons em RNAs mensageiros (nRNA)
individuais se da por “trans-splicing”. Nesse processo, uma sequéncia lider (SL) portadora da
trimetil guanosina ¢ adicionada a extremidade 5’ dos transcritos protegendo 0 mRNA contra
degradacdo (CLAYTON, 2016). A adicdo dessa sequéncia sinaliza o sitio de poliadenilacdo
na extremidade 3’ do gene imediatamente anterior. O mRNA maduro ¢é entdo transportado
para o citoplasma onde sera traduzido em proteina (LEBOWITZ et al., 1993; MARTINEZ-
CALVILLO et al., 2003).

A falta de promotores individuais para inicio de transcricdo pela RNA Pol 1l faz com
que a regulacdo da expressdo génica aconteca principalmente de forma pos transcricional,
podendo ocorrer através de regulacdo do processamento, estabilidade, transporte e taxa de
traducdo dos mMRNAs maduros. Alguns desses mecanismos regulatérios sdo dependentes de
motivos presentes em sequéncias das regides ndo traduzidas (UTRS) desses transcritos
(CLAYTON, 2019; HAILE; PAPADOPOULOU, 2007; REQUENA, 2011). Outros
mecanismos de regulacdo génica envolvem ainda as proteinas ligantes de RNA (RBP) e os
RNA néo codificantes de proteinas (nCRNASs) que interagem com os transcritos regulando,
dentre outros, sua estabilidade e taxa de traducdo (CLAYTON; SHAPIRA, 2007; MICHAELI
etal., 2012).

1.1.3. Ciclo de vida

Durante seu ciclo de vida, o parasita digenético Leishmania sp. coloniza dois
hospedeiros e passa por modificacbes morfoldgicas que sdo essenciais para sua sobrevivéncia
nesses dois ambientes com caracteristicas distintas. Os hospedeiros invertebrados sdo dipteros
flebotomineos pertencentes a familia Psychodidae e subfamilia Phebotomineae. Dos seis
géneros desta subfamilia, dois, Phlebotomus no velho mundo e Lutzomyia no novo mundo,

estdo principalmente envolvidos na transmissdo de leishmania para o hospedeiro vertebrado



(AKHOUNDI et al., 2016). Os hospedeiros vertebrados sdo os reservatorios do parasita e
variam de acordo com a espécie de Leishmania, podendo ser répteis e pequenos ou grandes
mamiferos, dentre eles 0 homem (BATES, 1994).

Ao realizar o repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado infectado,
flebotomineos fémea ingerem juntamente com o sangue, macréfagos contendo a forma
amastigota de Leishmania. No interior do vetor, dentro da matriz peritréfica, as formas
amastigotas intracelulares transformam-se em promastigotas prociclicas que possuem corpo
celular alongado, flagelo externalizado e intensa atividade proliferativa (Figura 2). As
promastigotas prociclicas transformam-se em promastigotas nectomonas e evadem a matriz
peritrofica, antes que essa seja eliminada juntamente com as fezes, fixando-se pelo flagelo ao
epitélio do intestino do vetor (BATES, 1994). As promastigotas nectomonas se desprendem
desse epitélio e migram para a regido anterior dos flebotomineos transformando-se em
promastigotas leptomonas. Ainda na regido anterior, na valvula estomodeal, parte da
populacdo passa pelo processo de metaciclogénese transformando-se em promastigotas
metaciclicas e migrando para a proboscide do flebotomineo. Os demais parasitas
transformam-se em promastigotas haptomonas e aderem a valvula estomodeal. Nesse
momento acontece também a producdo do gel secretado por promastigotas (PSG), composto
de proteofosfoglicanas, que juntamente com as promastigotas metaciclicas na probdscide,
formam um plugue. Esse aglomerado de parasitas e PSG no aparelho bucal do flebotomineo e
na valvula estomodeal causa certa obstru¢cdo no momento do repasto sanguineo provocando a
regurgitacdo do material aspirado juntamente com as formas metaciclicas no local da lesdo no
hospedeiro vertebrado (ROGERS; BATES, 2007; ROGERS et al., 2004) (Figura 2). As
promastigotas metaciclicas, que sdo regurgitadas durante o repasto sanguineo, apresentam
corpo celular reduzido e flagelo alongado o que Ihes confere maior motilidade, sendo essa a
forma infectiva do parasita (BATES, 2007). Pensava-se que ap0s a transformacdo em
promastigotas metaciclicas, os parasitas ndo eram mais capazes de se multiplicar no
hospedeiro invertebrado. No entanto, recentemente foi demonstrado por SERAFIM et al.
(2018) e revisado por BATES (2018) que durante um novo repasto sanguineo com sangue ndo
infectado, as promastigotas metaciclicas que ndo sdo regurgitadas podem transformar-se de
volta em uma forma similar as leptomonas, chamada retroleptomonas, voltando a multiplicar-
se e produzir PSG, aumentando significativamente a carga parasitaria transmitida ao
hospedeiro vertebrado em repastos sanguineos subsequentes (BATES, 2018; SERAFIM et al.,
2018).



Apos a regurgitacdo no local da lesdo, quando as promastigotas metaciclicas atingem a
derme do hospedeiro vertebrado, sdo fagocitadas por células do sistema fagocitico
mononuclear do hospedeiro, principalmente os macréfagos e neutrofilos (PETERS et al.,
2008). No hospedeiro vertebrado, os macréfagos sdo as células hospedeiras na qual as
leishmanias se multiplicam. O parasita pode ser fagocitado diretamente por essas células ou
ainda é capaz de invadir e sobreviver em neutréfilos. Alguns neutrofilos infectados tém sua
apoptose retardada e os parasitas mantem-se vivos em seu interior (LASKAY; VAN
ZANDBERGEN G FAU - SOLBACH; SOLBACH, 2003). Quando esses neutrofilos sdo
fagocitados por macréfagos, isso ocorre de forma silenciosa, sem a ativacdo de mecanismos
microbicidas, transferindo entdo os parasitas para o interior do macréfago. Esse fenémeno foi
chamado “cavalo de Troia” e seria responsavel por proteger o parasita e conduzi-lo para o
interior da célula hospedeira (AGA et al., 2002; PETERS et al., 2008). No interior dos
macrofagos infectados, forma-se entdo um fagolisossomo denominado vacuolo parasitéforo,
uma organela de pH &cido na qual é desencadeado o processo de transformacdo das formas
promastigotas em amastigotas (Figura 2). Essa transformacdo é desencadeada pelo aumento
de temperatura, reducdo de pH e captacdo de ferro, que leva a geracdo de espécies reativas de
oxigénio, responsaveis também por desencadear essa transformacdo (PODINOVSKAIA;
DESCOTEAUX, 2015). Essas formas sem flagelo externalizado, arredondadas, e de menor
didmetro (Figura 1) se multiplicam no interior do vacuolo parasitoforo e em certo momento
ocorre o rompimento da célula hospedeira e liberagdo das amastigotas na corrente sanguinea
possibilitando a infeccdo de novas células pelas amastigotas intracelulares e a colonizacdo de
células vizinhas, ou ainda sua ingestdo por outros flebotomineos durante o repasto sanguineo,
fechando assim o ciclo (BATES; ROGERS, 2004) (Figura 2).
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Figura 2 - Ciclo de vida simplificado do parasita Leishmania. (1) Durante o repasto sanguineo o flebotomineo
(2) ingere juntamente com o sangue as formas amastigotas livres ou no interior de macrofagos. (3) No intestino
do vetor os macrofagos se rompem e liberam as formas amastigotas que se transformam em promastigotas
prociclicas e multiplicam-se. (4) Posteriormente as promastigotas prociclicas migram para a regido anterior do
tubo digestivo do flebotomineo onde passam pelo processo de metaciclogénese ao final do qual tornam-se a
forma promastigota metaciclica, infectiva ao hospedeiro vertebrado. (5) Durante o repasto sanguineo, o
flebotomineo regurgita no local da lesdo as promastigotas metaciclicas que sdo entdo (6) fagocitadas por células
do sistema fagocitico mononuclear, e no interior do macréfago, no interior no vactolo parasitéforo (7)
transformam-se nas formas amastigotas (sem flagelo externalizado). As amastigotas multiplicam-se no interior
dos macréfagos provocam o rompimento dessas células, infectando novos macréfagos (8), ou ainda sdo
ingeridas pelo inseto vetor em um novo repasto sanguineo (1). Figura adaptada de CDC (2019).

1.2. As leishmanioses

Apos a entrada e proliferacdo da Leishmania no hospedeiro vertebrado, a infeccéo
pode permanecer assintomatica ou pode ainda resultar em uma variedade de manifestacdes
clinicas. Isso vai depender, dentre outros fatores, da resposta imune do hospedeiro e da
espécie de Leishmania causadora da infeccdo (MURRAY et al., 2005). Das 53 espécies de
Leishmania descritas, 30 sdo parasitas de mamiferos sendo pelo menos 20 delas capazes de
causar leishmaniose em seres humanos (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; ESPINOSA
et al., 2018)



A leishmaniose ocorre em 98 paises, com 1,5 a 2 milhdes de novos casos por ano e
350 milhdes de pessoas sob risco de contrair a doencga, que é responsavel por 70 mil mortes ao
ano (ALVAR et al., 2012; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). As manifestac6es clinicas
se dividem em dois grandes grupos: A leishmaniose visceral (Figura 3A) e a leishmaniose
tegumentar (Figura 3B) (ASHFORD, 2000; REY, 2008).

A Leishmaniose Visceral

Figura 3 - Manifestagdes clinicas das leishmanioses. (A) Leishmaniose visceral. (B) Espectro clinico da
leishmaniose tegumentar: 1- leishmaniose cutanea localizada; 2- leishmaniose mucocutanea; 3- leishmaniose
cutanea difusa e 4- leishmaniose cutanea disseminada.

1.2.1. Leishmaniose Tegumentar

A leishmaniose tegumentar (LT) é uma doenca mundialmente distribuida com

incidéncia estimada em 600 mil a 1 milhdo de novos casos anuais. Desses, 95% ocorrem em



seis paises, dentre eles o Brasil (WHO, 2019), onde a doenca atinge uma media de 18-22 mil
casos a cada ano (BRASIL, 2017a).

A LT ocorre quando o parasita coloniza células dos tecidos cutaneos e/ou
mucocutaneos do hospedeiro, podendo a infeccao, resultar em quatro diferentes manifestacdes
clinicas, sendo elas: a leishmaniose cutanea ou cutanea localizada (LC ou LCL), leishmaniose
cutdnea difusa (LCD), leishmaniose cutanea disseminada (LCDD) e leishmaniose
mucocutanea (LMC) (ASHFORD, 2000) (Figura 3B).

O quadro clinico da LCL caracteriza-se por uma papula no local da picada do
flebotomineo. Essa pequena papula evolui inicialmente para um nédulo progredindo
posteriormente para lesdes ulceradas de fundo granuloso e bordas elevadas (Figura 3B). Essas
lesdes podem em alguns casos evoluir para cura espontanea em 3-18 meses, mas as cicatrizes
podem ser desfigurantes (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; HEPBURN, 2000).
Aproximadamente 17 espécies de Leishmania foram evidenciadas como agentes etioldgicos
da LCL no mundo. No Brasil, os principais agentes etiologicos dessa doenca sdo: L. (V.)
braziliensis, L. (L.) amazonensis e L. (V). guyanensis (GRIMALDI; TESH; MCMAHON-
PRATT, 1989), no entanto ela também pode ser causada por L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L.
(V.) lindenbergi, L. (V.) shawi, e L. (L.) infantum, que apesar de ser uma espécie relacionada
majoritariamente com a forma visceral da doenca, tem sido apontada, em estudos recentes,
como agente etiolégico também da forma tegumentar da doenca (BURZA; CROFT;
BOELAERT, 2018) (BRASIL, 2007).

Algumas espécies de Leishmania podem causar, além de LCL, formas mais severas da
doenca tegumentar. Apesar de ndo levar a 6bito, o tratamento de LCL é recomendado, ndo
somente para limitar o desenvolvimento da lesdo, mas para minimizar o risco de uma
manifestacdo clinica mais severa, uma vez que 2-5% dos casos de LCL podem progredir para
a forma mucocutanea (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). Essa forma da doenca é mais
comum nas Americas, onde € causada principalmente por L. (V.) braziliensis, a principal
espécie causadora da leishmaniose no Brasil (GRIMALDI; TESH; MCMAHON-PRATT,
1989). QOutras espécies do subgénero Viannia também podem causar a forma mucocutanea da
doenca, que se caracteriza por um tropismo do parasita por tecidos mucocutaneos oral, nasal e
faringeo (AKHOUNDI et al., 2016). Nessa forma da doenca, devido a uma resposta
inflamatoria exacerbada, a infeccdo por Leishmania leva a destruicdo do tecido mucoso
podendo causar inclusive perda 6ssea do palato e destruicdo da regido (NEUBER, 2008)

(Figura 3B). A baixa carga parasitaria no local das lesdes mostra que a resposta montada pelo



sistema imune é capaz de controlar a proliferagdo parasitaria, mas acaba por causar também a
destruicdo do tecido (HEPBURN, 2000). A resposta ao tratamento desse quadro clinico ndo é
boa e recidivas sdo observadas (BERMAN, 1996).

Outro quadro possivel € a LCD, causada por L. (L.) mexicana, L. (L.) aethiopica e L.
(L.) amazonensis sendo a ultima de grande relevancia no Brasil por ser a segunda principal
espécie causadora de leishmaniose no pais (AKHOUNDI et al., 2016; GRIMALDI; TESH,;
MCMAHON-PRATT, 1989). Em individuos anérgicos a infec¢do por esses parasitas pode
resultar em maltiplos nédulos espalhados por todo corpo, com alta carga parasitaria em cada
nodulo resultante da falta de controle da infeccdo (Figura 3B). Estas lesdes sdo de dificil
tratamento, uma vez que 0s pacientes apresentam uma resposta insatisfatoria aos farmacos
disponiveis e frequentemente apresentam exacerbacdo quando o tratamento é interrompido
(HEPBURN, 2000; SILVEIRA et al., 2009).

A LCDD, por sua vez, é majoritariamente causada por L. (V.) braziliensis. Apesar das
lesGes estarem também presentes em varias regiées do corpo, como na LCD, nesse caso 0s
individuos ndo sdo anérgicos e apresentam muitas lesdes por todo o corpo, que podem ser
ulceradas, papulosas, crostosas ou nodulares, com baixa carga parasitaria por lesdo e que

podem vir a comprometer tecidos mucosos (SILVEIRA et al., 2009) (Figura 3B).

Existe ainda a leishmaniose cutdnea pds-kalazar associada a infeccdes por L. (L.)
donovani, no velho mundo. Essa manifestacdo normalmente aparece apds o tratamento da
leishmaniose visceral causada por essa espécie do parasita, e consiste em multiplas lesdes
nodulares. Ha relatos de pacientes, no entanto, que nunca reportaram quadro clinico de
leishmaniose visceral anterior a PKDL (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

1.2.2. Leishmaniose Visceral

Na leishmaniose visceral (LV) ha um tropismo do parasita por 6rgdos como figado,
baco e medula 6ssea. Os pacientes apresentam quadro clinico de febre, espleno e
hepatomegalia, pancitopenia, hipergamaglobulinemia e perda de peso (Figura 3A). A doenca
é fatal em mais de 95% dos casos se ndo tratada. A co-infeccdo com o virus HIV, que tem se
tornado mais comum, provoca agravamento dos sintomas e da extensdo da infeccao e pior a

resposta ao tratamento (BRASIL, 2014). A doenca tem incidéncia estimada em 50.000 a



90.000 novos casos por ano e dez paises, dentre eles o Brasil, apresentam 95% dos casos
(WHO, 2019). No Brasil, no ano de 2017, aproximadamente 4 mil casos foram reportados,
com uma taxa de letalidade de 8,8% (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA
DE VIGILANCIA EM SAUDE). A principal espécie causadora da leishmaniose visceral no
Brasil é L. (L.) infantum (syn. L. chagasi) (BRASIL, 2017b).

1.3. Diagndstico e caracterizagdo molecular

O diagnéstico da doenca baseia-se principalmente em exames parasitologicos e
imunoldgicos. Os exames parasitologicos sdo feitos por busca do parasito em material
bioldgi/co de lesdo, medula dssea e baco ou ainda por cultivo e isolamento do parasito em
meios de cultura (BRASIL, 2007). J& os metodos imunoldgicos utilizados sdo o teste
intradérmico de Montenegro, que consiste na injecdo intradérmica de antigeno de Leishmania
sp. de modo a se avaliar uma resposta de hipersensibilidade tardia; e os testes sorolégicos, que
baseiam-se na deteccdo de anticorpos anti-Leishmania no soro dos pacientes por meio de
ensaio imunoenzimatico, imunocromatogratico ou de imunofluorescéncia indireta (BRASIL,
2007).

O diagnostico molecular das leishmanioses baseia-se no uso das técnicas da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) e PCR quantitativo em tempo real (qPCR) tendo como alvos o
DNA gendmico ou 0 KDNA do parasita. Esse método é mais comumente usado em pesquisas
cientificas do que na rotina de areas endémicas, no entanto, se aplicado pode fortalecer o
diagnostico parasitologico e imunolégico e ainda identificar inclusive a espécie causadora da
doenca no paciente, o que auxilia nos estudos de monitoramento epidemioldgico, no
entendimento da manifestacdo clinica da doenca e em possiveis previsdes do sucesso ou falha
no tratamento (BANULS; HIDE; TIBAYRENC, 2002).

A caracterizacdo molecular da espécie utilizando “polimorfismos de tamanho de
fragmentos de restri¢do” (RLFP) baseia-se na amplificacdo de uma regido do genoma que
apresente regies conservadas entre as espécies, permitindo assim sua amplificacdo por PCR
utilizando os mesmos iniciadores, mas que apresente também regides polimorficas, que apds
digestdo com enzimas de restrigdo resultem em diferentes perfis de fragmentos na avaliagdo
por eletroforese, ou que ainda possam ser discriminadas por sequenciamento (SAMBROOK;
FRITSCH; MANIATIS, 1989).



Diferentes alvos moleculares ja foram testados para utilizagdo em diagndstico de
leishmaniose, dentre eles, os minicirculos do kDNA (SPITHILL; GRUMONT, 1984), o
espacador transcrito interno do DNA ribossdmico (ITS) (CUPOLILLO et al., 1995), os genes
que codificam as proteinas META2 (ZAULI-NASCIMENTO et al., 2010), glucose 6-fosfato
desidrogenase (CASTILHO; SHAW,; FLOETER-WINTER, 2003), “Heat Shock Protein 70”
(hsp70) (MONTALVO et al., 2012), gene que codifica 0 mini-exon (MARFURT et al.,
2003), dentre outros.

1.4. Tratamento

N&o existem, até 0 momento, vacinas eficazes para a prevencdo das leishmanioses em

seres humanos.

No Brasil, o tratamento de leishmaniose se baseia no uso de trés farmacos: 0s
antimoniais pentavalentes, a anfotericina B (na forma de deoxicolato ou lipossomal) e a
pentamidina. Esses fArmacos apresentam uma serie de limitagGes como elevada toxicidade,

alto custo, administracdo parenteral obrigatoria e baixa eficAcia em algumas regides do pais.

1.4.1. Antimoniais Pentavalentes

Os antimoniais pentavalentes (estibogluconato de sodio e antimoniato de N-
metilglucamina) sdo os farmacos de primeira escolha para o tratamento da leishmaniose em
alguns paises, dentre eles o Brasil. Dentre os efeitos colaterais descritos estdo: anorexia,
pancreatite, toxicidade hepatica e renal, mialgia e arritmias cardiacas (OLIVEIRA et al.,
2011). Além disso, esse medicamento ndo € indicado para gestantes, lactantes, crian¢as muito
jovens, condi¢Bes crbnicas pré-existentes e pacientes com hipersensibilidade ao farmaco
(BALANA-FOUCE et al., 1998; ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2018). Devido a sua
administracdo parenteral, muitos pacientes optam por abandonar o tratamento, 0 que pode
favorecer o aparecimento de casos de resisténcia adquirida pelo parasito. De fato, os
antimoniais pentavalentes ja ndo sdo mais utilizados em regides da India, onde, ja na década
de 1970, havia sido detectado o surgimento de parasitas resistentes, de modo que no inicio

dos anos 2000 apenas 35% dos casos de leishmaniose visceral eram responsivos ao



tratamento com os antimoniais (CROFT; COOMBS, 2003; SUNDAR, 2001). Além disso,
testes clinicos no Brasil mostram uma reducao da eficacia deste farmaco no pais, sendo a taxa
de cura por volta de 50%-60% para leishmaniose cutanea (CHRUSCIAK-TALHARI et al.,
2011; MACHADO et al., 2010).

1.4.2. Anfotericina B

A anfotericina B é o farmaco de segunda escolha para o tratamento de leishmaniose no
Brasil. Assim como os antimoniais, o farmaco também requer administracdo parenteral e seus
efeitos colaterais podem levar a faléncia renal. A formulacdo lipossomal do farmaco
(AmBisome®) reduz o tempo de tratamento e a dose, sendo menos toxica e melhor tolerada
(DAVIDSON et al., 1996). Esse farmaco tem apresentado os melhores resultados no
tratamento de leishmaniose, no entanto possui um elevado custo sendo sua utilizagdo inviavel
em areas endémicas. No Brasil, esse fA&rmaco € prescrito apenas para criancas, idosos e outros
grupos de risco (BRASIL, 2014; CROFT; BARRETT; URBINA, 2005).

1.4.3. Pentamidina

A pentamidina é utilizada nos casos refratarios ao tratamento com antiménio ou
anfotericina B, ou ainda nos casos de infec¢do por L. (V.) guyanensis. No entanto, o farmaco
apresenta as mesmas limitagGes dos demais, sendo ainda mais toxico que 0s antimoniais e a
anfotericina B, e também requerendo administracdo parenteral (CROFT; COOMBS, 2003,
MURRAY et al., 2005).

1.4.4. Miltefosina, o farmaco oral.

Apenas um farmaco em uso para o tratamento de leishmaniose pode ser administrado
por via oral. A miltefosina (hexadecilfosfocolina) ¢ uma alquilfosfocolina, incialmente
sintetizada para tratamento de cancer, e que ap6s demonstrar atividade contra Leishmania

passou a ser largamente utilizada no programa de eliminacdo da leishmaniose visceral na



india, em substituicdo aos antimoniais pentavalentes, que apresentavam eficacia reduzida
(JHA et al., 1999; SUNDAR et al., 2002).

Os efeitos colaterais da miltefosina sdo principalmente gastrointestinais, como
nauseas, vomitos, diarreia, e desconforto abdominal. Além disso, o farmaco possui efeito
teratogénico, o que impede sua utilizacdo em gestantes e requer o uso de anticoncepcionais
por mulheres em idade reprodutiva (DORLO et al., 2012). Devido aos efeitos colaterais mais
brandos, comparado as demais opg¢Oes terapéuticas, menor custo comparado a anfotericina B
lipossomal e a administracdo oral, que reduz a necessidade de hospitalizacdo, diminuindo
ainda mais os gastos do tratamento, a miltefosina tornou-se um farmaco promissor para o

tratamento de leishmaniose.

Taxas de cura iniciais de 94% fizeram com que o farmaco fosse implementado na
regido do Bihar, na India, como monoterapia para o tratamento de LV em 2005. No entanto,
uma década depois, observou-se um aumento nas taxas de recidiva, doze meses ap6s o final
do tratamento, em 10% e 20% na india e no Nepal, respectivamente (RIJAL et al., 2013;
SUNDAR et al., 2012). Os parasitas recuperados de pacientes que apresentaram falha
terapéutica, no entanto, ndo apresentaram diferencas na suscetibilidade in vitro a miltefosina
quando comparados aos parasitas isolados de pacientes curados (RIJAL et al., 2013) sendo a
falha terapéutica relacionada principalmente a fatores do hospedeiro (RIJAL et al., 2013;
SEIFERT et al., 2003). Em 2016, um isolado de L. (L.) infantum recuperado apés tratamento
com miltefosina, de paciente co-infectado com o virus HIV, apresentou suscetibilidade in
vitro reduzida quando comparada ao isolado recuperado do mesmo paciente antes do
tratamento (MONDELAERS et al., 2016). Outros dois isolados de L. (L.) donovani
recuperados de pacientes com LV no subcontinente indiano em 2017 apresentaram reducédo da
suscetibilidade in vitro quando comparados a cepa referéncia desta espécie. Foi observada
também reducdo na suscetibilidade in vitro de isolados brasileiros de L. (L) infantum
recuperados de pacientes que ndo responderam ao tratamento com miltefosina em comparagéo
aos recuperados de pacientes curados (CARNIELLI et al., 2019). Essas evidéncias chamaram
a atencdo para a possibilidade da falha terapéutica ndo estar relacionada apenas as

caracteristicas do hospedeiro, mas também do parasita.

Em relacdo a aplicacdo de miltefosina para o tratamento de leishmaniose tegumentar, a
situacdo é mais complexa. Em 2004, a miltefosina foi aprovada na Colémbia para o
tratamento da leishmaniose tegumentar apds demonstrar eficacia semelhante aos antimoniais

pentavalentes (SOTO et al., 2004). Entretanto, a taxa de cura encontrada para infecc¢Ges por L.



(V.) braziliensis tratadas com miltefosina mostrou-se varidvel em diferentes regides
geograficas, sendo de 33% na Guatemala (SOTO; BERMAN, 2006) e 70% na Colémbia
(VELEZ et al., 2010). Além da variabilidade geografica intraespecifica, observa-se também
uma variagao na taxa de cura em uma mesma regido geografica (SOTO; BERMAN, 2006) o
que pode estar relacionado com a alta variabilidade genética desta espécie (CUPOLILLO et
al., 2003; KUHLS et al., 2013).

1.4.4.1. A miltefosina no Brasil

No Brasil dois estudos foram realizados para avaliar a eficacia de miltefosina no
tratamento de leishmaniose cutanea. Um desses estudos foi realizado na Bahia em area de
ocorréncia de L. (V.) braziliensis e a eficacia observada foi de 70% (MACHADO et al.,
2010). Outro estudo, realizado em Manaus, mostrou eficacia de 71,4% no tratamento de
infecgOes por L. (V.) guyanensis (CHRUSCIAK-TALHARI et al., 2011; MACHADO et al.,
2010). Em ambos os estudos a miltefosina demonstrou taxa de cura superior aos antimoniais
pentavalentes no Brasil, que apresentaram preocupantes 50% de sucesso. A miltefosina foi
recomendada pelo Ministério da Saude para uso em LT no Brasil em 2018 (BRASIL, 2018).
No entanto, até 0 momento ndo se encontra disponiveis nas unidades do Sistema Unico de

Saulde.

J& para o tratamento da LV, apenas um teste clinico foi feito para avaliar o potencial
da miltefosina. Baixas taxas de cura de aproximadamente 60%, muito inferiores aos 90%
observados na india levaram & no aprovacgdo do farmaco para o tratamento de LV no pais
(CARNIELLI et al., 2019).

1.4.4.2. Mecanismo de a¢do da miltefosina

O mecanismo de acdo mais aceito para a miltefosina esta relacionado a interferéncia
na biossintese e metabolismo de lipidios interferindo na composi¢cdo da membrana e nas vias
de sinalizacdo mediadas por essas moléculas. O tratamento com miltefosina leva a diminuicao
da sintese de fosfatidilcolina (PC) por interferir na atividade da CTP:fosfocolina

citidiltransferase. Além disso, resulta em um aumento de fosfatidiletalonamina (PE) por



estimular a atividade da CTP:fosfoetalonamina citidiltransferase e/ou inibigéo da atividade da
PE-N-metiltransferase (RAKOTOMANGA et al., 2007). Outros estudos sugerem ainda que
essa mudanca no perfil dos fosfolipidios possa estar relacionada a uma inibi¢ao do transporte
de colina exdgena para dentro do parasita (ZUFFEREY; MAMOUN, 2002). Outra hip6tese
de mecanismo sugere que a miltefosina provoque uma diminuicdo do potencial de membrana
de elétrons (LUQUE-ORTEGA; RIVAS, 2007). Além disso, o farmaco parece ter a
capacidade de romper membranas intracelulares atuando como um detergente, podendo
desencadear o processo de apoptose por ambas as vias (CROFT; SEIFERT; DUCHENE,
2003). Alguns trabalhos sugerem ainda uma acdo imunomodulatéria da miltefosina por se
ligar aos receptores de IFN-y aumentando a resposta a esta citocina e restaurando o equilibrio
Th1/Th2 por meio do estimulo da resposta Th1l mediada por IL-12, contribuindo para a morte
do parasita intracelular ( WADHONE et al., 2009).

1.4.4.3. Mecanismos de resisténcia a miltefosina em Leishmania

Estudos sobre os possiveis mecanismos de resisténcia a miltefosina em Leishmania
disponiveis na literatura baseiam-se principalmente no uso de parasitas selecionados in vitro
na presenca da miltefosina como ferramenta para obter linhagens resistentes. Neste modelo, o
principal mecanismo de resisténcia envolve mutages em um translocador de membrana ATP-
dependente responsavel pelo transporte de fosfolipidios. Essa proteina da familia das P4
ATPases, foi apontada como a principal via de entrada da miltefosina no parasita (PEREZ-
VICTORIA; CASTANYS; GAMARRO, 2003b). A inativacdo do gene que codifica o
transportador de miltefosina (MT) em Leishmania por delegdo génica ou por mutagdes
pontuais leva a um fendtipo de resisténcia ao farmaco (COELHO et al., 2012; COELHO et
al., 2014; PEREZ-VICTORIA; CASTANYS; GAMARRO, 2003a; PEREZ-VICTORIA, F. J.
et al., 2006).

Para que o complexo MT seja inserido na membrana do parasita e funcione
corretamente, é necessaria a presenca de outra proteina associada ao MT, denominada Ros3
(PEREZ-VICTORIA, F. J. et al., 2006). A Ros3 é uma proteina pertencente a familia
Lem3p/CDC50. Essa familia de proteinas demonstrou papel no transporte de fosfolipidios
(HANSON et al., 2003; SAITO et al., 2004) e na suscetibilidade a edelfosina e miltefosina



em leveduras (HANSON et al., 2003). Posteriormente, o papel desta proteina na
suscetibilidade a miltefosina em Leishmania foi avaliado por PEREZ-VICTORIA, F. J. et al.
(2006) que mostrou que o MT na auséncia de Ros3 nédo € capaz de transportar o farmaco para

o interior do parasita.

Um trabalho recente envolvendo isolados de L. infantum resistentes a miltefosina
sugere que mutacdes ou delecBes na Ros3 levam a inativacdo deste complexo, resultando
também em um fenétipo de resisténcia a miltefosina (MONDELAERS et al., 2016). Foi
observado um também menor acimulo do farmaco no interior de L. donovani resistente a
miltefosina como resultado de um defeito na maquinaria de translocacdo de miltefosina para o
ambiente intracelular através do complexo MT-Ros3 (PEREZ-VICTORIA; CASTANYS;
GAMARRO, 2003a; b; PEREZ-VICTORIA, F. J. et al., 2006). Além disso, a superexpressao
tanto do MT como da Ros3 parece resultar em um aumento do acumulo intracelular de
miltefosina e, portanto, da sensibilidade ao farmaco (SANCHEZ-CANETE et al., 2009).

Em espécies do subgénero Leishmania, o gene MT esta presente em copia Unica,
enguanto espécies do subgénero Viannia apresentam uma duplicacdo génica nessa regidao. Em
L. (V.) braziliensis, o gene MT (LbrM13.1380) e seu paralogo (LbrM13.1400) codificam
proteinas com 98% de identidade na sequéncia de aminodcidos e localizam-se no
cromossomo 13. Ja o gene que codifica a subunidade Ros3 (LbrM32.0580) esta localizado em
copia Unica no cromossomo 32 desta espécie. Os dados disponiveis na literatura permitem
formular a hip6tese de que polimorfismos nos genes MT e Ros3 possam estar relacionados
com as diferengas de suscetibilidade & miltefosina observadas em L. (V.) braziliensis
(ESCOBAR et al., 2002; FERNANDEZ et al., 2014; OBONAGA et al., 2014; SANCHEZ-
CANETE et al., 2009; YARDLEY et al., 2005).

Em parasitas selecionados in vitro na presenca do farmaco, € bem descrita a perda da
capacidade de transportar miltefosina para o interior da célula via transportador de
miltefosina. No entanto, parasitas resistentes a concentracdes intermediarias de miltefosina
(40 uM) sdo mortos quando expostos a concentracbes mais elevadas do farmaco (100 pM),
indicando que a atividade do farmaco se mantém mesmo em parasitas que possuem O
transportador de miltefosina ndo funcional, sugerindo que possa haver outras vias de entrada
do farmaco em Leishmania (PARIS et al., 2004).

A miltefosina como um analogo de fosfolipidio é capaz de se inserir em membranas

lipidicas, sendo essa insercdo facilitada em membranas mais fluidas (RAKOTOMANGA;



LOISEAU; SAINT-PIERRE-CHAZALET, 2004, RAKOTOMANGA; SAINT-PIERRE-
CHAZALET; LOISEAU, 2005). Estudos comparativos entre cepas de L.(L.) donovani
sensiveis e resistentes a miltefosina (selecionadas em pressdo de droga) encontraram
diferencas na composicdo de membrana destes parasitas. Parasitas refratarios a miltefosina
apresentaram conteldo de cadeias alquila insaturadas reduzidas e uma menor fluidez de
membrana dificultando assim a inser¢do do farmaco na membrana do parasita. Em relagdo aos
esterdis, que representam 30% dos lipidios totais de Leishmania, parasitas resistentes a
miltefosina apresentaram uma reducdo nos niveis de esterdis totais acilados no carbono 24,
guando comparados a parasitas selvagens (RAKOTOMANGA; SAINT-PIERRE-
CHAZALET; LOISEAU, 2005; ZHANG; BEVERLEY, 2010). Além disso, foi demonstrado
também que existe uma variacdo no contetdo de esterois e fosfolipidios de membrana entre as
diferentes espécies de Leishmania, o que poderia explicar a diferenca de suscetibilidade a
miltefosina encontrada entre as diferentes espécies (BEACH; HOLZ; ANEKWE, 1979;
ESCOBAR et al., 2002; GOAD; HOLZ; BEACH, 1984).

Alguns outros parametros como distribuic¢do intracelular e metabolismo da miltefosina
permanecem ndo elucidados. O Unico estudo envolvendo o metabolismo de miltefosina em
Leishmania mostrou que este ocorre muito lentamente (PEREZ-VICTORIA; CASTANYS;
GAMARRO, 2003b). No entanto, o tempo méaximo analisado foi de 6 horas sendo que em
células tumorais, apds 6 horas de tratamento apenas 5% da miltefosina havia sido
metabolizada, e somente ap6s 24 horas observou-se 64% de metabolizacdo do farmaco
(BROCHEZ et al., 1999).

Outro mecanismo de resisténcia proposto para a miltefosina em Leishmania envolve o
efluxo do farmaco mediado por transportadores de membrana pertencentes a familia ABC.
Esses transportadores ATP-dependentes atuam como “floppases” transportando a miltefosina
do interior do parasita para 0 meio externo. Dois mecanismos envolvendo efluxo foram
reportados em Leishmania: os transportadores ABCAL e ABCA2 em L. infantum mostraram-
se capazes de transportar fosfolipidios fluorescentes para o exterior do parasita; e a
superexpressdo do transportador MDR1, uma proteina de membrana semelhante as
glicoproteinas P, resultou em um fendtipo de perda de sensibilidade a miltefosina e a
edelfosina. Além disso, inibidores de glicoproteina P e outros inibidores que sdo capazes de se
ligar a diferentes dominios da proteina MDR1 sdo capazes de recuperar o fenotipo de
sensibilidade a miltefosina por inibir o efluxo do farmaco (PEREZ-VICTORIA, J. M. et al.,
2006; PEREZ-VICTORIA et al., 2002).



4.5.Conclusodes

Neste trabalho evidenciamos a existéncia de diferencas na suscetibilidade a
miltefosina em isolados clinicos brasileiros de L. (V.) braziliensis, que nunca haviam sido
expostos a este farmaco. A variabilidade observada levou a questionamentos acerca do

mecanismo responsavel pela maior tolerancia a miltefosina apresentada por alguns isolados.

Variabilidade no acimulo do farmaco por esses parasitas também foi demonstrada,
mostrando-se inversamente correlacionado com suscetibilidade, sendo a quantidade de
miltefosina no interior do parasita fator limitante para sua acdo. Observamos também
diferencas entre os isolados quanto ao acumulo de fosfocolina, molécula a qual a miltefosina é
analoga e que compartilha a mesma via de transporte, o complexo MT-Ro0s3. Isso sugeriu que
a diferenca de suscetibilidade e acimulo nestes parasitas fosse resultado de diferencas nesta

madquinaria de transporte.

Né&o foram observadas diferencas na compartimentalizagéo do farmaco no interior dos
isolados ou nas taxas de efluxo e/ou metabolismo de miltefosina. Ndo foram também
encontradas modificacBes nas sequéncias dos genes que codificam as proteinas Ros3 e MT
que estivessem correlacionadas com a diferenca de suscetibilidade e acumulo, evidenciando
que o principal mecanismo de resisténcia a miltefosina observado em parasitas selecionados
in vitro por pressdo do farmaco ndo é responsavel pela variabilidade observada entre 0s

isolados.

O sequenciamento do transcriptoma destes isolados evidenciou 36 genes
possivelmente implicados na diferenca de suscetibilidade dos mesmos a miltefosina. Dentre
eles, 0 gene que codifica a proteina Ros3, que compde a principal via de transporte de
miltefosina, apresentou maior abundancia de transcritos no isolado mais sensivel em
comparagdo com os isolados menos sensiveis, sugerindo que a diferencas na abundancia de
Ros3 poderiam ser a causa das diferencas de suscetibilidade e acimulo nesses isolados. A
analise do numero de copias deste gene no genoma dos isolados polares revelou ainda que o
isolado mais sensivel apresenta maior nimero de cdpias do gene Ros3 em comparacdo aos

demais.

Duas abordagens foram utilizadas para avaliar se 0 aumento no nimero de cépias de
Ros3 poderia influenciar a suscetibilidade a miltefosina. A superexpressdo de Ros3 no isolado

mais tolerante, no entanto, ndo foi capaz de aumentar sua suscetibilidade, sugerindo que



outros mecanismos possam estar envolvidos na tolerancia intrinseca desse isolado para
miltefosina. Ja a remocdo de um alelo de Ros3 em L. (L.) major resultou em diminuicao da
suscetibilidade e acumulo de miltefosina e a remocdo dos dois alelos praticamente impediu
seu acimulo e reduziu fortemente a suscetibilidade ao farmaco. Dessa maneira, confirmamos
que a dosagem génica de Ros3 possui papel importante na suscetibilidade a miltefosina, ainda
que o aumento isolado da abundancia de mRNA Ros3 ndo seja suficiente alterar esse

fenotipo.

Os dados obtidos neste trabalho chamam a atencdo para a dependéncia do mecanismo
de transporte MT-Ros3 para a suscetibilidade de Leishmania a miltefosina, mesmo em
isolados clinicos nunca antes expostos ao farmaco e reforcam a necessidade de busca de
moléculas alternativas, ou ainda de vias de entrega da miltefosina alternativas, que possam
carrear o medicamento para o interior do parasita utilizando uma via independente, ja que

uma vez no interior no parasita, esse farmaco é efetivo.

Os resultados apresentados neste trabalho foram obtidos in vitro e é importante ter em
mente que outros fatores além da suscetibilidade do parasita estdo envolvidos no sucesso do
tratamento. No entanto, estudos como esse devem servir de guia para o desenho de futuros
testes clinicos. Tendo em vista a grande variabilidade na suscetibilidade de L. (V.) braziliensis
para miltefosina, e sendo esta a principal espécie causadora da doenca no Brasil, deve-se
repensar, por exemplo, seu uso como monoterapia no tratamento de LT. A combinacdo da
miltefosina com farmacos que possam potencializar seu efeito ou ainda facilitar seu transporte

seria uma opgao neste caso.

Os resultados da avaliagdo de suscetibilidade em L. (V.) braziliensis nos levaram a
questionar se outras espécies de Leishmania de ocorréncia no Brasil também apresentam
variabilidade na suscetibilidade ao farmaco. Até o momento, apenas um teste clinico
avaliando o potencial da miltefosina para o tratamento de LV foi feito e teve que ser
interrompido devido as baixas taxas de cura obtidas, o que levantou o questionamento sobre a
suscetibilidade de isolados clinicos brasileiros de L. (L.) chagasi a miltefosina. Essa avaliagdo
foi feita por n6s em colaboracdo com o DNDi (descrita no item 4.6.2) e evidenciou gque nesta

espécie a suscetibilidade a miltefosina é menos variavel.

Em conclusdo, o conhecimento sobre a suscetibilidade a miltefosina de isolados
clinicos de pacientes com leishmanioses € uma ferramenta Util para a racionalizacdo de testes

clinicos o que aliado ao conhecimento sobre mecanismos de acao e resisténcia pode ainda ser



uma ferramenta importante para a selecdo de associacdo de farmacos, ou ainda para

modificacdo de vias de entrega, ou mesmo da estrutura do farmaco.
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