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RESUMO

A leishmaniose visceral ¢ uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, causada pelo
protozoario Leishmania infantum e esta entre as 17 doengas mais negligenciadas no
mundo. No Brasil, estd em franca expansao e tem os caes domésticos como principais
reservatorios do parasito no contexto urbano de transmissdo. Assim, o parasito pode
acometer caes causando a Leishmaniose Visceral Canina (LVC) e, atualmente, existe no
Brasil apenas um medicamento aprovado para o tratamento desses animais, a miltefosina.
Existem relatos na literatura sobre alguns genes relacionados ao fendtipo de resisténcia
do parasito a miltefosina, tais como: LiMT, LiRos3, LiABCG4, LiABCG6 e AQPI. Para
avaliar a susceptibilidade e o perfil de expressao desses genes em L. infantum, o presente
estudo contou com sete isolados de L. infantum, sendo cinco provenientes do municipio
de Floriandpolis (SC) e dois provenientes do estado de Minas Gerais (MG). Um total de
cinco isolados s3o provenientes de cdes que passaram por tratamento com a miltefosina
apos diagnostico de LVC, e trés outros sdo de caes soropositivos que foram submetidos
a eutanasia e posterior necropsia. Todas as cepas tiveram a taxa de infec¢do individual, a
susceptibilidade in vitro a miltefosina e os respectivos valores de ICso determinados.
Além disso, as taxas de expressao relativa ao gene referéncia SSU foram determinadas
para os cinco genes em ensaios de RT-qPCR. Os dados de 1Cso aliados com as taxas de
infeccdo, bem como a taxa de amastigotas por macréfago e a taxa de expressao dos genes
de interesse mostraram que as cepas provenientes de MG sdo sensiveis a miltefosina. Em
contrapartida, alguns isolados de L. infantum provenientes de caes de Florianopolis (SC)
apresentaram perfil de resisténcia a miltefosina, fato que foi corroborado por andlises
realizadas apds o tratamento dos animais. A quantificagdo relativa de transcritos dos
genes LiMT, LiRos3 e AQPI apresentou melhor concordancia e associagdo com o
fendtipo de resisténcia observado nos ensaios in vitro de susceptibilidade, seguida pela
transcricdao do gene LiABCG4. Em contrapartida, a quantificagdo da expressao do gene
LiABCG6 nao pode ser considerada um bom marcador de resisténcia ou susceptibilidade
do parasito. Em suma, os resultados deste estudo chamam a atencdo para a importancia
da avaliagdo da resisténcia de populacdes de L. infantum a miltefosina utilizando-se a RT-
qPCR dirigida a genes envolvidos na resisténcia, permitindo o monitoramento da infec¢do
de caes submetidos ao tratamento para LVC com miltefosina.

Palavras-chave: Leishmania. Leishmaniose visceral canina. Resisténcia. Miltefosina.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is an infectious, non-contagious disease caused by the protozoan
Leishmania infantum and is among the 17 most neglected diseases in the world. In Brazil,
it is booming and has domestic dogs as the main reservoirs of the parasite in the urban
context of transmission. Thus, the parasite can affect dogs causing Canine Visceral
Leishmaniasis (CVL) and, currently, there is only one drug approved in Brazil for the
treatment of these animals, miltefosine. There are reports in the literature about some
genes related to the parasite resistance phenotype to miltefosine, such as: LiMT, LiRos3,
LiABCG4, LiABCG6 and AQPI. To assess the susceptibility and expression profile of
these genes in L. infantum, the present study included seven isolates of L. infantum, five
from the municipality of Florianopolis (SC) and two from the state of Minas Gerais (MG).
A total of five isolates come from dogs that underwent treatment with miltefosine after
being diagnosed with CVL, and two others are from seropositive dogs that underwent
euthanasia and subsequent necropsy. All strains had their individual infection rate, in vitro
susceptibility to miltefosine and their ICso values determined. In addition, expression
rates relative to the SSU reference gene were determined for the five genes in RT-qPCR
assays. ICso data combined with infection rates, as well as amastigotes per macrophage
rate and the expression rate of genes of interest showed that strains from MG are sensitive
to miltefosine. On the other hand, some isolates of L. infantum from dogs in Florianopolis
(SC) showed a profile of resistance to miltefosine, a fact that was corroborated by
analyzes carried out after the treatment of the animals. The relative quantification of
transcripts from the LiMT, LiRos3 and AQPI genes showed better agreement and
association with the resistance phenotype observed in the in vitro susceptibility assays,
followed by transcription of the LiABCG4 gene. On the other hand, the quantification of
LiABCG6 gene expression could not be considered a good marker of resistance or
susceptibility of the parasite. In short, the results of this study draw attention to the
importance of evaluating the resistance of L. infantum populations to miltefosine using
RT-qPCR directed to genes involved in resistance, allowing the monitoring of infection
in dogs undergoing treatment for LVC with miltefosine.

Keywords: Leishmania. Canine visceral leishmaniasis. Resistance. Miltefosine.
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1. INTRODUCAO

1.1 Leishmania spp. e leishmaniose

O género Leishmania spp. (Kinetoplastea:Trypanosomatidae) é composto por
diferentes espécies que determinam doencgas em humanos e animais com manifestagcoes
clinicas variadas, denominadas leishmanioses. Esse termo, foi concebido pelo médico
britanico W. B. Leishman em 1901, quando descreveu parasitos de Leishmania donovani
no bago de um soldado indiano acometido por calazar (LEISHMAN, 1904). Desde entdo,
cerca de 20 espécies de Leishmania foram identificadas (GONCALVES et al., 2019).

As leishmanioses sdao definidas como doengas infecciosas nao contagiosas cuja
transmissdo ocorre através da picada de insetos flebotomineos fémeas. Existem cerca de
30 diferentes espécies de flebotomineos que podem atuar como vetores de Leishmania
spp.- (ASHFORD, 1997; DESJEUX, 1996). Além da transmissao vetorial, o parasito pode
ser transmitido entre humanos a partir de seringas contaminadas ou transfusdo sanguinea
(MONTEIRO et al., 2019). Anualmente, cerca de 30.000 pessoas morrem pela doenga,
havendo cerca de 15 milhdes de individuos infectados em mais de 80 paises da Africa,
Asia, Sul da Europa e América do Sul e Central, e cerca de 350 milhdes de pessoas
habitando em areas de risco (CROFT; OLLIARO, 2011). Além disso, a doenga ocorre
com mais frequéncia em paises com condi¢des socioecondmicas precarias, onde a satde
primaria e nutricao sdo escassas (KUMAR; ENGWERDA, 2014). A doenca, segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), ainda figura como uma das 17 doengas mais

negligenciadas do mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

1.2 Transmissdo, vetores € reservatorios

A Leishmania spp. ¢ um parasito digenético que apresenta morfologia distinta
quando se encontra no hospedeiro mamifero e no vetor flebotomineo (CHANG, 1979).
Possuindo duas formas evolutivas principais em seu ciclo de vida, a Leishmania sp. €
encontrada na forma promastigota no vetor, enquanto ¢ encontrada na forma amastigota
no hospedeiro mamifero (Figura 1). A forma promastigota flagelada apresenta entre 10-
20 pm de comprimento e progride em varios estdgios morfologicamente distintos de
diferenciagdo até se tornar a forma promastigota metaciclica, que ¢ a forma infectiva para
mamiferos, sendo inoculada durante o repasto alimentar da fémea de flebotomineos. Ja a
forma amastigota intracelular ¢ observada no interior de fagocitos mononucleados de
mamiferos infectados, ndo apresentando flagelo exteriorizado (BRAGA, 2011, KAYE,
2011).
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Figura 1: Representacdes esquematicas e microfotografias descrevendo as
distintas morfologias celulares de Leishmania sp., onde (A) e (B) Formas promastigotas

e (C) e (D) formas amastigotas. Fonte: Mans et al., 2017.

O ciclo biologico de Leishmania spp. (Figura 2) inicia quando um flebotomineo
parasitado inocula formas promastigotas metaciclicas no hospedeiro mamifero durante o
respasto alimentar juntamente com varios componentes salivares como vasodilatadores e
anticoagulantes (KAYE, 2011). No hospedeiro mamifero, as formas promastigotas sao
inicialmente encontradas no interior de neutréfilos, sendo desencadeado um processo de
apoptose destas células, quando os parasitos sdo fagocitados por células do sistema
fagocitico mononuclear, notoriamente macrofagos. Dessa forma, sinais anti-
inflamatorios promovidos por outras células de defesa induzem no macrofago a
transformagdo da forma promastigota na forma amastigota (PETERS ez al., 2008), a partir
da divisao e multiplicagdo por fissdo bindria até o rompimento da célula - causando a
infeccdo dos fagdcitos vizinhos e a continuagdo do ciclo no hospedeiro (BARD, 1989;
PALTRINIERI et al., 2016).

O desenvolvimento da Leishmania spp. no trato digestivo de dipteros
flebotomineos, cujas fémeas sao hematofagas, ¢ iniciado quando ocorre a ingestdo de
macrofagos infectados com amastigotas durante o repasto alimentar em mamiferos
infectados (DOSTALOVA; VOLF, 2012). Assim, no intestino do inseto, ocorre a ruptura
dos macréfagos infectados e as amastigotas liberadas iniciam a diferenciacao para formas

promastigotas. A partir da total transformacdo em formas promastigotas, ocorre a



multiplicagdo dos parasitos no intestino do flebotomineo para que, gradualmente, essas
formas promastigotas prociclicas se transformem em formas maduras, moveis e
finalmente em promastigotas metaciclicas infectivas. Estas, por sua vez, migram para a
valvula estomodeal do inseto e serdo depositadas, juntamente com a saliva e componentes
vasodilatadores e anticoagulantes, no local da picada em um proximo repasto alimentar.
Foi demonstrado recentemente por Serafim e cols. (2018) que alimenta¢des sanguineas
sequenciais realizadas pelos insetos vetores, mesmo que em hospedeiros nao infectados,
promovem a replicacdo de Leishmania e reverte a metaciclogénese, aumentando a
infectividade do vetor. O processo completo no intestino do parasito demora cerca de 4 a

25 dias (DOSTALOVA; VOLF, 2012; SERAFIM et al., 2018).
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Figura 2: Ciclo biologico de Leishmania spp. (Adaptado de Anversa et al., 2018).

1.3 Formas clinicas da leishmaniose

De acordo com a OMS, as manifestacdes clinicas da leishmaniose no novo mundo
podem ser classificadas em duas formas basicas, a Leishmaniose Tegumentar (LT) e a

Leishmaniose Visceral (LV) (WHO, 2018). A Leishmaniose Tegumentar Americana
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(LTA) pode-se apresentar nas seguintes formas: leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose
mucocutanea (LMC), leishmaniose cutaneo-difusa (LCD) e leishmaniose disseminada
(LD). A forma clinica que o hospedeiro desenvolvera deve-se ndo somente a espécie de
Leishmania que o infectou, como também a sua propria resposta imune (KAYE, 2011).

A LV ¢ a forma mais grave da doenga que, diferentemente das demais, apresenta
elevada mortalidade quando ndo tratada, sendo o seu progndstico determinado pela
interagdo de fatores, como as caracteristicas do parasito, a biologia do vetor e fatores
inerentes ao hospedeiro como a resposta imunologica. O quadro visceral da leishmaniose
pode ser causado pela Leishmania donovani Ross, 1903 na Asia e Africa, e por
Leishmania infantum Nicole, 1908 no mediterraneo, no leste central da Europa, Asia
central, América do Sul e América Central (Figura 3). Ocorre uma invasao das células
fagociticas do baco, figado, medula 6ssea e linfonodos por esses parasitos na forma
clinica visceral, causando perda de peso, febre irregular e de longa duragdo, fraqueza,
aumento do figado e bagco e anemia (CHAPPUIS er al, 2007, BURZA; CROFT;
BOELAERT, 2018).
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Figura 3: Mapa de distribuicdo de casos importados e de novos casos de

leishmaniose visceral no mundo no ano de 2018 (WHO, 2018).

1.4 Leishmania (Leishmania) infantum



A Leishmania (L.) infantum ¢ o agente etioldgico da LV nas Américas e acredita-
se que essa espécie foi introduzida no continente americano durante a colonizagdo
europeia, sendo as cepas importadas majoritariamente transportadas por humanos
assintomaticos, caes e outros hospedeiros mamiferos (SCHWABL et al., 2021). Ainda
que se observe condicdes ecoldgicas parecidas em relagdao a transmissao no Novo e no
Velho mundo - incluindo a presenga do reservatdrio comum urbano Canis familiaris - ha
diferengas significativas entre os genomas dos parasitos. Apesar disso, ainda que L.
infantum e L. chagasi tenham nomes diferentes, dados moleculares sugerem que sao uma
mesma espécie (LUKES et al., 2007; GONCALVES et al., 2019; BOITE et al., 2019)

A leishmaniose visceral humana (LVH) ¢ caracterizada por apresentar evolugdo
lenta, com quadros inicialmente assintomaticos subclinicos com febre alta e irregular.
Conforme a evolug¢do clinica, alguns sinais clinicos sdo observados, sendo eles a perda de
peso, aumento de tamanho do figado e do bago (hepatoesplenomegalia), linfoadenopatia
e anemia. O tempo de evolugdo da LVH e a gravidade da doenca dependem, dentre outros
fatores, da resposta imunolédgica do hospedeiro (SRIVASTAVA et al., 2017; LEITE et
al.,2018; MOHEBALI et al., 2018; PAIZ et al., 2018). Nos ultimos anos, casos de LVH
foram reportados em 76 paises e, em 2017, 95% dos novos casos ocorreram em sete
regides: o Brasil, a Etiopia, a India, o Quénia, a Somalia, o Sul do Sudao ¢ o Sudao.
Atualmente, o Brasil responde por cerca de 96% do numero total de casos de LVH na

América Latina (GONCALVES et al., 2019).

1.5 A Leishmaniose Visceral Canina (LVC)

Diversos fatores podem estar relacionados a dispersdao da L'V no Brasil, cujos altos
indices de LVH parecem estar vinculados a presenca de cdes, uma vez que sdo
considerados os principais reservatorios do parasito em areas urbanas (NOGUEIRA et
al., 2021). De maneira geral, o registro de casos de Leishmaniose Visceral Canina (LVC)
precede a ocorréncia de casos de LVH em areas endémicas, uma vez que ndo ha relato de
casos da doenga em humanos na auséncia de caes infectados (GONTIJO & MELO, 2004;
STEINDEL et al., 2013). Assim, tendo em vista a gravidade da doenca em humanos e
animais, e considerando o papel central dos caes como reservatorios de L. infantum em
fun¢do de seu parasitismo cutineo, estudos reiteram que o aumento da prevaléncia da
LVC em centros urbanos esta diretamente relacionado a participacao dos caes no ciclo de
transmissdo da doenca (BRAGA, 2011; NEIDERUD, 2015; LEITE et al., 2018). Dessa

forma, esses animais, por serem mais susceptiveis a infec¢ao e apresentarem proximidade
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fisica com os humanos, tornam facilitada a transmissdo no ambiente peridomiciliar
(CAMPOS et al., 2017; COSTA et al., 2018).

A LVC ¢ igualmente causada por L. infantum. Ainda que transmissdes ndo-
vetoriais tais como transplacentdria, transfusional ou venérea ja tenham sido reportadas,
o parasito ¢ geralmente transmitido durante o repasto alimentar do flebotomineo fémea
(KAYE, 2011). Ainda assim, a distribuicdo geografica e prevaléncia da doenca dependem
da presenca e abundancia de vetores competentes (PALTRINIERI et al., 2016). Porém,
apesar da existéncia de outros reservatorios mamiferos, o cdo doméstico € considerado o
mais importante reservatorio de L. infantum devido a sua proximidade com o ser humano.
Estudos que empregaram a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) mostraram infecg¢des
assintomaticas em cerca de 80% dos caes em areas endémicas (BURZA, 2018). Nesses
animais, a LV ¢ igualmente assintomatica em sua fase aguda e a auséncia de sinais
clinicos pode perdurar por longos periodos, dificultando o diagnéstico eficiente e
podendo levar o animal & morte se nao for tratado (RIBEIRO et al., 2018). Entretanto, os
medicamentos disponiveis para tratamento da LVC podem apresentar intimeras
desvantagens como toxicidade, resisténcia a droga, e o fato de que os animais, mesmo
tratados, podem ser reservatorios do parasito, uma vez que a cura parasitologica nunca
foi demonstrada em caes apds o tratamento (TRAVI, 2014).

Dentre os sinais clinicos caracteristicos da LVC, pode-se citar alopecia, caquexia,
onicogrifose, hepato/esplenomegalia e linfoadenopatias (TRAVI et al., 2018). Os caes
também apresentam um parasitismo cutaneo por L. infantum, fato que contribui para
serem considerados importantes hospedeiros reservatdrios, mesmo quando
assintomaticos. Alguns estudos relatam que os 6rgdos com a maior quantidade de
parasitos sdo o bago e a pele, sendo essa ultima o local em que ocorre o primeiro contato
entre o parasito e o hospedeiro (REIS et al., 2006, MOHEBALI et al., 2018).

Em estudos de campo, a presenca de acidos nucleicos de L. infantum pdde ser
detectada na medula 6ssea de cdes através de PCR a partir de seis meses do repasto
infectante do vetor no animal. Porém, em parte de caes testados com resultado positivo
para a presenga de L. infantum na medula Ossea, a carga parasitaria pode se tornar negativa
nos meses seguintes sem que houvesse nenhum tratamento. Ndo ¢ sabido se nesses
animais a carga parasitaria apresenta valor abaixo do limite de deteccdo da PCR, se as
formas amastigotas persistem em outros 6rgdos, ou se a infeccdo foi efetivamente

erradicada pelos mecanismos de defesa do hospedeiro (PALTRINIERI et al., 2016).



A eutanasia de caes com diagnostico sorologico positivo para Leishmania spp. €
recomendada como medida de controle pela Organizagdo Mundial da Satde (OMS),
ainda que ndo haja consenso de que essa acdo contribua de forma efetiva para a reducgdo
do numero de casos de LV (FONSECA JUNIOR et al., 2021). Apesar das informagdes
disponiveis e dos esfor¢os investidos, o controle da transmissao da doenca (incluindo a
eutanasia de animais comprovadamente infectados) ndo tem alcancado os resultados

desejados e ¢ observada uma progressao de casos da doenca em caes e humanos.

1.6 Diagndstico, tratamento e controle da Leishmaniose Visceral Canina (LVC)

No Brasil, o tratamento de caes comprovadamente diagnosticados com a infecg¢ao
por L. infantum, apresentando ou ndo sinais clinicos compativeis com a doenga, ¢
permitido contanto que sejam utilizados fArmacos de uso veterinario registrados para esse
fim junto ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Assim, o
farmaco atualmente autenticado e permitido pelo MAPA ¢ a miltefosina (Milteforan™)
(VIRBAC BRASIL, 2018; MAPA, 2016). Entretanto, assim como outros farmacos, a
miltefosina tem apresentado problemas em relacdo a resisténcia em cepas de Leishmania
spp. (COELHO et al., 2012).

A miltefosina ¢ uma hexadecilfosfocolina inicialmente desenvolvida como um
farmaco contra o cancer, sendo implementada na India como terapia leishmanicida pela
primeira vez na década de 1980 para o tratamento da LV (CARNIELLI et al., 2019;
DAGA; ROHATGI; MISHRA, 2021). Enquanto a miltefosina foi capaz de produzir uma
cura clinica de 94% de LV por L. donovani quando primariamente implementada na India,
uma fase dois de teste no Brasil mostrou que a dose de cura foi muito menor, sendo cerca
de 60%. A razdo pela baixa taxa de cura ainda ¢ desconhecida, mas pode ser associada a
uma resisténcia natural a miltefosina por parte da populagdo de L. infantum no Brasil
(CARNIELLI et al., 2018). Apesar disso, a miltefosina ¢ atualmente a Uinica droga oral
disponivel para o tratamento da LVC, sendo comumentemente utilizada em combinagdo
com outras drogas na busca por uma melhoria de sua eficicia (NOGUEIRA et al., 2019).

O tratamento de cdes infectados por L. infantum se faz de acordo com alguns
protocolos relativos ao uso da miltefosina e outros farmacos. Para tanto, em protocolo
sugerido por Solano-Gallego e colaboradores (2011), os estaddios clinicos podem ser
subdivididos em I (sem doenca), II (sem doenga/doenga leve), 11l (doenga moderada), IV
(doencga grave) e V (doenca muito grave). Para tanto, em I, a terapia indicada para os

animais ¢ a imunoterapia e a imunomodulag¢ao, enquanto em II pode-se conciliar também
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com o alopurinol e a miltefosina. Nos demais trés estadios, recomenda-se seguir as
diretrizes para manejo da nefropatite e controle da pressdo sistémica sanguinea. Além
disso, em cdes soronegativos ou com niveis de anticorpos baixos ou médios, a infec¢do
deve ser confirmada por meio de citologia, histologia, imuno-histoquimica e/ou PCR.
Niveis altos de anticorpos (aumento de 3-4 vezes acima do ponto de corte) sdo

conclusivos para o diagnostico da LVC.

1.7 Quimioterapia das leishmanioses e resisténcia aos farmacos leishmanicidas

O tratamento para a LVH ¢ baseado no uso de farmacos administrados via
parenteral, os quais causam, na maior parte das vezes, diversos efeitos colaterais. O
arsenal terapéutico contra a LV, além de escasso, apresenta diversos problemas como a
resisténcia, levando frequentemente a ineficiéncia e, at¢ mesmo, a descontinuidade do
plano de tratamento contra a leishmaniose. Além disso, a auséncia de vacinas eficazes
para controlar a disseminagdo do agente etioldgico faz do uso de ativos quimicos a unica
alternativa para o tratamento das diversas formas da leishmaniose (TASLIMI;
ZAHEDIFARD; RAFATI, 2016). Os farmacos administrados no combate a leishmaniose
compreendem os antimoniais pentavelentes, bem como a anfotericina B, a pentamidina,
a miltefosina e a paromomicina (ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2017).

Os antimoniais sao conhecidos por serem os medicamentos mais utilizados contra
a leishmaniose, incluindo o antimoniato de meglumina e o estibogluconato de sddio, cujo
uso data de mais de meio século atras. O mecanismo de agdo desse farmaco consiste na
possivel inibi¢do de mecanismos enzimaticos de Leishmania spp., onde também causa
uma deplegdo dos niveis de ATP intracelular. Devido a descontinuidade de tratamentos,
bem como baixas dosagens em pacientes, desde o inicio do século (RATH et al., 2003)
datam casos de possivel aquisi¢cdo de resisténcia por Leishmania, sendo essa situagdo
observada no subcontinente indiano, onde foi registrado que cerca de 65% dos pacientes
portadores de LV apresentavam resisténcia aos antimoniais (MOHOPATRA, 2014;
FREZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009). A anfotericina B, por sua vez, que atua
através da formagao de canais de ions com o objetivo de desestabilizar a permeabilidade
da membrana plasmatica celular, ¢ muito utilizada na [ndia devido a alta taxa de deteccdo
de isolados resistentes (DAGA; ROHATGI; MISHRA, 2021).

A miltefosina € considerada o unico farmaco administrado por via oral capaz de
combater as formas visceral e cutanea da leishmaniose. Esse composto ¢ reconhecido por

atuar através de trés diferentes mecanismos: interferéncia sobre rotas de sinalizagdo
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celular, levando a apoptose dos parasitos, efeitos imunomoduladores sobre macrofagos e
inibicdo da sintese da membrana celular dos parasitos (TASLIMI; ZAHEDIFARD;
RAFATI, 2016). Como descrito anteriormente, a resisténcia aos fdrmacos ¢ uma
problematica cada vez mais frequente e muitas vezes € remetida a um processo natural.
A resisténcia a miltefosina mediada por muta¢des no complexo MT/Ros3, por exemplo,
foi identificada em isolados considerados na literatura como totalmente resistentes a
miltefosina (BULTE et al., 2021; SRIVASTA et al., 2017).

Com o objetivo de aumentar a efetividade do tratamento, utilizam-se terapias
combinadas que consistem no uso de mais de um farmaco com atividades sinérgicas ou
aditivas a fim de potencializar o espectro de atividade e a eficdcia terapéutica (ULIANA;
TRINCONI; COELHO, 2017). Além disso, diversos estudos relatam a possibilidade de
combinar a quimioterapia com a imunoterapia no combate a leishmaniose (SHAKYA et
al., 2012; KHALILI et al., 2011. O uso de citocinas aliado a quimioterapia muitas vezes
foi capaz de reduzir as doses do farmaco administrado e encurtar o periodo de tratamento

(TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI, 2016).

1.8 Relacdo do tratamento com miltefosina e andlises génicas

As propriedades farmacocinéticas, além de longos periodos de tratamento nao
supervisionado colocam a miltefosina em risco de selecdo de parasitos resistentes a
diferentes farmacos (MONDELAERS et al., 2016). Uma caracteristica comum em
promastigotas resistentes a miltefosina ¢ um declinio no acimulo de miltefosina causado
nao somente pelo defeito do transporte de miltefosina para dentro da célula a partir da
inativacao do transportador de miltefosina MT, e/ou sua beta-subunidade Ros3, bem
como por um aumento do efluxo mediado pela superexpressdao de proteinas de transporte
do tipo ABC (COELHO et al., 2012). Isso fica notdério no caso de um isolado de L.
infantum de um paciente soropositivo para HIV (MHOM/FR/2005/LEM5159) que
recebeu multiplas doses de tratamento com miltefosina. O sequenciamento do genoma do
parasito revelou a presenca de um SNP (Single Nucleotide Polymorphism) na translocase
aminofosfolipidica do gene transportador de miltefosina de L. infantum (LiMT),
resultando na substitui¢do de um acido glutamico por uma glutamina, € uma mutagao de
fase de leitura no gene LiRos3, gerando um codon de parada prematuro (VAN
BOCKSTAL et al., 2020, MONDELAERS et al., 2016). Diante desse cenario, dentre os
genes estudados até o momento e que revelaram estar relacionados ao processo de

resisténcia destacam-se LiMT, LiRos3, LiABCG6 ¢ LiABCG4 (CASTANYS-MUNOZ et
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al., 2008; PONTE SUCRE et al., 2017). Além disso, o gene aquaporina-1 (AQP1) foi
inserido no presente estudo ja foi descrito na literatura como importante alvo para estudos
de resisténcia, uma vez que, observa-se niveis de transcri¢do aumentados de AQP! pelo
parasito quando resistente, restringindo a entrada de miltefosina (MISHRA;
MADHUBALA; SINGH, 2021).

E visto que a resisténcia esta relacionada a mutagdes no transportador de
miltefosina (MT) ou no gene ROS3, sendo que, juntos, codificam subunidades de um
complexo transportador que ¢ responsavel pelo influxo da miltefosina (VAN
BOCKSTAL et al., 2020). O estudo de Mondelaers e colaboradores (2016) mostrou a
inativagdo do complexo proteico LiIMT e LiRos3 como o principal mecanismo para a
resistencia a miltefosina em amastigotas intracelulares, mostrando-se essencial para a
atividade de translocagdo fosfolipidica (FRANSSEN et al., 2020). Sdo encontradas
mutagdes pontuais no transportador de miltefosina MT e sua subunidade beta Ros3
previamente reportados em parasitas com resisténcia experimentalmente induzida
(BHANDARI et al., 2012). Ou seja, o aumento da transcrigdo dos genes LiMT e LiRos3
¢ observado em cepas sensiveis a miltefosina, cujo fato ¢ corroborado por estudos
promovendo a delecdo de ambos genes em cepas de L. infantum, sendo observado um
aumento da resisténcia dos parasitos a miltefosina (COELHO et al., 2012).

Enquanto isso, as proteinas LIABCG6 e LiABCG4 (ATP-binding cassete
transporters) sdo transportadores do tipo ABCG localizados na membrana plasmatica de
Leishmania sp. Enquanto o aumento da transcricdo de LiABCG6 confere resisténcia
significativa a agentes como miltefosina a partir da reducdo do acimulo da droga dentro
da célula, o aumento da transcri¢do de LiABCG4 confere resisténcia de forma geral a
compostos alquil-fosfolipideos como a miltefosina (CASTANYS-MUNOZ, et al., 2007;
CASTANYS-MUNOZ et al., 2008; COELHO et al., 2012). Ademais, o mesmo padrio é
esperado do gene AQPI, que codifica para a proteina AQP1, um canal bidirecional de
membrana celular, também envolvido no influxo da miltefosina (MISHRA;
MADHUBALA; SINGH, 2012), de forma que sua maior transcri¢do estd vinculada ao
fenotipo de resisténcia a miltefosina em cepas de L. infantum (KULSHRESTHA et al.,
2014).
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2. JUSTIFICATIVA

Entre os anos de 2010 e 2020, o programa de controle da leishmaniose da
Secretaria de Municipal de Saide do municipio de Florianopolis testou 19.130 amostras
de soro de caes, dentre as quais, 671 (3,50%) foram consideradas soro-reagentes para
Leishmania spp. (3,5%), constituindo casos autoctones (DIVE/SC, 2020). Em
Florianopolis, os primeiros casos de LVC foram registrados em 2010, quando quatro caes
da localidade Canto dos Aragds, no Bairro Lagoa da Concei¢do, apresentaram exames
positivos para a doenga. O aumento do nimero de casos na Ilha de Santa Catarina pode
ser atribuido a permanéncia de animais positivos nas localidades, ao deslocamento de
animais infectados para areas com a presenga do inseto vetor e as condi¢cdes ambientais
favoraveis a sua proliferacao (DIVE/SC: http://www.saude.sc.gov.br). Além disso, pode-
se destacar também o desmatamento de grandes areas e a ocupac¢do da ilha de forma
desordenada, com grande fluxo de migrantes. Somando-se a esse contexto, ¢ importante
destacar também que ja foram registrados trés casos humanos de LVH (SMS, 2017).
Considerando que o municipio de Floriandpolis ¢ uma area endémica para LV desde
2010, enfatiza-se a importancia da realizagdo de estudos que visam aprofundar o
conhecimento acerca da doenga canina, uma vez que esses animais sao considerados
importantes reservatorios do parasito no contexto urbano de transmissdo, e também
devido ao aumento acelerado do nimero de casos de LVC na regido.

A despeito da existéncia de um programa de controle da LVC no municipio, a
grande populagdo de cdes de rua e a elevada taxa de reposi¢do de animais pelos tutores
sao fatores que dificultam a eficiéncia do programa. Além disso, deve-se considerar a
possibilidade de tratamento dos cdes comprovadamente diagnosticados com a infecgao
por L. infantum no Brasil desde 2016 utilizando apenas farmacos de uso veterinario
registrados para esse fim no Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA). Entretanto, sucessivos ciclos ineficazes de tratamento levam ao risco da selecao
de linhagens de parasitos resistentes a drogas, com evidente perigo a satide humana
(Coelho et al., 2012). Apesar disso, estudos antigos datando de 2004 (OUELLETTE et
al.,, 2004) j& retratavam a miltefosina como um farmaco apresentando caracteristicas
obsoletas, de forma que a resisténcia ja era denotada hd 17 anos e, ainda no presente,
ressaltada.

Tendo em vista o cendrio apresentado acima, faz-se necessario um melhor
entendimento acerca dos aspectos relacionados aos padrdes de transcricdo de genes que

conferem resisténcia ao principal farmaco utilizado no Brasil para tratamento da LVC: a
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miltefosina. Ademais, ressalta-se a importancia de o estudo ser realizado com cepas de L.
infantum isoladas de caes soropositivos do municipio de Florianopolis em virtude do
cardter geografico da regido, que se constitui em uma ilha, onde pode ter havido a

introducao de populagdes de L. infantum geneticamente homogéneas.

3. HIPOTESE

Considerando-se o acima exposto e os dados da literatura, a hipotese ¢ de que
populagdes isoladas de L. infantum oriundos de caes, especialmente apos tratamento para
LVC, residentes no municipio de Floriandpolis possuam niveis de transcricao dos genes
LiMT, LiRos3, LiABCG4, LiABCG6 e AQPI compativeis com os padrdes de resisténcia

4 miltefosina.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Caracterizar o perfil de transcricdo de genes relacionados ao fendtipo de
resisténcia a miltefosina em cepas de L. infantum isoladas de cdes naturalmente

infectados, antes e apds o tratamento e procedentes de duas regides geograficas distintas.

4.2 Objetivos especificos

1. Determinar a taxa de infectividade in vitro e o percentual de amastigotas por
macrofago de diferentes isolados de L. infantum provenientes de caes portadores
de LVC;

2. Avaliar a susceptibilidade in vitro a miltefosina de diferentes isolados de L.
infantum provenientes de cdes naturalmente infectados, antes e apds o tratamento
para LVC;

3. Determinar, in vitro, a concentragdo minima inibitéria (ICso) de miltefosina de
parasitos isolados de caes infectados por L. infantum antes e apOs o tratamento
para LVC;

4. Quantificar os niveis de expressdo relativa de genes associados a resisténcia a
farmacos em populagdes de L. infantum isoladas de caes portadores de LVC, antes

e apods o tratamento.

12



5. METODOLOGIA

5.1 Procedimentos éticos e obten¢do dos isolados de L. infantum

O trabalho contou com um total de oito isolados de L. infantum a partir de
amostras biologicas provenientes de oito caes distintos, além da cepa referéncia
MHOM/BR/74/PP75. O estudo foi desenvolvido a partir da colaboragdo previamente
estabelecida entre o Laboratorio de Protozoologia e o Centro de Controle de Zoonoses
(CCZ) da Secteria Municipal de Saude (SMS) da Prefeitura Municipal de Florianopolis
(PMF), cuja parceria permitiu a realizacdo de coletas do material bioldgico de caes
soropositivos para Leishmania spp. que foram eutanasiados pelo 6rgdo em decorréncia
de seus respectivos tutores ndo terem optado pelo tratamento, ou cdes de rua abrigados
pelo CCZ e posteriormente diagnosticados como infectados. Este estudo foi aprovado
pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade de Santa Catarina (Protocolo
n°® 6251290719/2019).

Além disso, ou outro estudo em andamento em nosso laboratério que visa avaliar
a carga parasitaria de L. infantum em caes de Floriandpolis naturalmente infectados antes
e apds o tratamento com miltefosina, e cujos tutores concordaram em que seus animais
participassem do estudo, permitiu o isolamento de cepas de L. infantum que foram
incluidas no presente estudo. Da mesma forma, este estudo foi aprovado pela
CEUA/UFSC sob protocolo nimero 3559300818/2018.

O isolamento de Leishmania sp. a partir de amostras clinicas de cdes residentes
em Florianopolis foi realizado através do cultivo de aspirado de linfonodo em meio de
cultura Schneider’s insect medium (Sigma-Aldrich, France), sendo os isolados
depositados e criopreservados na colecdo do Laboratorio de Protozoologia da UFSC.
Além disso, dois isolados provenientes de cades portadores de LVC e tratados com
miltefosina (Cao 01 e Cao 02) foram gentilmente cedidos pelo Grupo de Estudos em
Leishmanioses (GEL) do Instituto René Rachou da Fundag¢do Oswaldo Cruz - Fiocruz
(MG). Esses animais tiveram o aspirado de medula 6ssea coletado em dois momentos:
antes do inicio do tratamento (T0) e 6 meses ap0s o inicio do tratamento com a miltefosina
(T2)

Entre os isolados de caes com LVC provenientes de Floriandpolis, dois foram
denominados como Cado 03 e Cao 04, tendo sido originados de animais que ndo foram
tratados com miltefosina, logo, sdo definidos no estudo como ndo tratados (NT). Além

disso, o estudo também contou com amostras de trés caes com diagndstico parasitologico
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confirmado para LVC, cujos tutores optaram pelo tratamento do animal. Assim sendo,
foram realizadas coletas de aspirado de linfonodo antes do inicio do tratamento (T0) e 31
dias ap6s o inicio do tratamento (T1) destes cies com Milteforan™, sendo denominados
como Cao 05, Cao 06 e Cao 07. Uma amostra anteriormente isolada em Florianopolis e
caracterizada de L. infantum denominada Cao 08 foi utilizada para determinacdo da
multiplicidade de infecgdo (MOI) para os ensaios in vitro € da ICso. Também foi incluida
no estudo a cepa referéncia MHOM/BR/74/PP75 como controle positivo em ensaios
biologicos e moleculares. Na Tabela 1, estdo apresentadas as diferentes condigdes e

origem de cada isolado de L. infantum utilizado neste estudo.

Tabela 1: Origem, presenca/auséncia de tratamento ¢ tempos de coleta das

amostras de cada um dos caes abordados no presente estudo.

Cepa Sexo Origem Tratamento Momento da coleta da amostra
Cao 01 Macho Iguatama (MG) Invivo TOe T2

Cao 02 Fémea Iguatama (MG) Invivo TOe T2

Cao 03 Macho Floriandpolis (SC) Nao tratado Necropsia

Cao 04 Fémea Florianépolis (SC)  Nao tratado Necropsia

Cao 05 Macho Floriandpolis (SC) In vivo TOe Tl

Cao 06 Macho Floriandpolis (SC) Invivo TOe T1

Cao 07 Fémea Florianopolis (SC) Invivo TOeT1

Cao 08 Fémea Florianépolis (SC)  Nao tratado Necropsia

MHOM/BR/74/PP75 - Icatu (BA) Nao tratado Cepa referéncia

TO: coleta de aspirado de linfonodo antes do tratamento com miltefosina; T1:
coleta de aspirado de linfonodo 31 dias ap6s o inicio do tratamento com miltefosina; T2:

coleta de aspirado de medula dssea 6 meses apds o inicio do tratamento com miltefosina.

5.2 Cultivo de formas promastigotas de L. infantum

Para o cultivo das formas promastigotas, independentemente de a origem ser de
parasitos obtidos por coleta de amostras em cdo eutanasiado ou em caes submetidos a
tratamento in vivo, o procedimento seguiu o padrdo pré-estabelecido na literatura
(Hockmeyer et al., 1981). O cultivo de formas promastigotas foi realizado em meio de
cultura Schneider em tubos de fundo conico a uma temperatura de 26,5 °C, sendo
repicadas a cada 5 a 7 dias durante a fase logaritmica de crescimento, ndo tendo sido

utilizados nos ensaios isolados com mais de 10 repiques. Apds o cultivo, os parasitos
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foram confirmados como pertencentes a espécie L. infantum a partir da Reacdo em Cadeia

da Polimerase (PCR) para o gene Hsp70 e posterior restricdo com a enzima Haelll.

5.3 PCR-RFLP de Hsp70 para identificacao das espécies de Leishmania

Ap6s o cultivo, os parasitos foram confirmados como pertencentes a espécie L.
infantum a partir da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para o gene Hsp70 e
posterior restricado com a enzima Haelll. Para tanto, foram amplificadas aliquotas de 2,0
uL de DNA a partir de iniciadores que amplificam um fragmento de 1300pb de Hsp70
(Garcia et al., 2004). A reacdo de PCR foi realizada objetivando um volume final de 25
uL a partir de 1,5 mM MgCl2, 200 uM de dNTP (Promega), 5,0% DMSO (Invitrogen),
0,2 U de Tag DNA Polimerase Platinum® (Invitrogen), 0,4 uM de cada iniciador (IDT,
prodimol). A amplificagdo dos fragmentos de DNA foi processada em termociclador
Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, EUA) alternando
35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 61 °C por 1 minuto e
extensdo a 72 °C por 3 minutos, seguido por um passo de extensao final a 72 °C por 10
minutos. Os produtos da amplifica¢do foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
2,0 % corado por brometo de etideo (10 mg/mL) durante 1 hora em tampao TBE a 100
V. As amostras que amplificaram a banda especifica de 1300 pb foram submetidas a
digestao pela enzima de restri¢ao Haelll para analise dos polimorfismos de tamanho dos
fragmentos de restricdo (RFLP). A reagdo de digestdo foi realizada adicionando 0,5 U/uL.
de Haelll (Invitrogen) em tampdo proprio da enzima a 10,0 pL de produto de PCR,
seguindo-se de incubacdo a 37 °C por 2 horas. Assim, os perfis de restricdo foram
analisados em gel de agarose 2,0% e comparados com o padrao obtido pela digestao do
produto de PCR de cepas referéncia de Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PHS), L.
braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), L. infantum (MHOM/BR/74/PP75), T. cruzi (CL.
Brener), além de um controle de cdo sabidamente positivo para a LVC e controles
negativos da PCR e da restricdo. Os registros fotograficos dos géis foram obtidos pelo

fotodocumentador L-PIX EX (LOCCUS).

5.4 Cultivo e manutencdo da linhagem celular THP-1
As células monociticas humana THP-1 foram obtidas do criobanco do Laboratério
de Protozoologia (UFSC) e foram cultivadas em meio de cultura Roswell Park Memorial

Institute (RPMI-1640) suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF), 2 mM de L-
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glutamina e 1 mM de Piruvato de sodio, pH 7,4, sendo esse denominado adiante no texto
como meio RPMI-1640 completo. Os cultivos foram realizados em garrafas plasticas de
25 mL, com filtro, na posi¢ao horizontal em estufa com temperatura de 37 °C com 5% de
COz durante 3 ou 4 dias de crescimento, quando o numero de células era determinado em

camara de Neubauer (Diluigado 1:20).

5.5 Diferenciagdo de células THP-1 em macrdéfagos aderentes

O total de células THP-1/mL foi centrifugado a 1.344 x g por 8 minutos seguido
de remoc¢ao do sobrenadante, ¢ entdo adicionado as células um total de 5 mL de meio
RMPI-1640 completo. Apos contabilizagdo em camara de Neubauer, foram adicionados
100 pL da suspensio celular na concentragdo de 2x10° células com adigio de 1% de PMA
(Phorbol 12-myristate 13-acetate) sobre laminulas circulares de vidro estéreis dispostas
em placas de 24 pogos (BD Falcon, USA), e posterior incubacdo por 4 horas em estufa a
37 °C e 5% COas. Entdo, foram adicionados 0,5 mL de meio RPMI completo com mais
1% de PMA para a incubagdo ser realizada durante 72 horas em estufa a 37 °C e 5% de

COa.

5.6 Determinagdo da multiplicidade de infeccao (MOI) e infec¢do das células
THP-1 com L. infantum

Para a determinacdo da multiplicidade de infec¢do (MOI), quatro diferentes
concentragdes de célula:parasito foram testadas a partir de 2x10° células THP-1
diferenciadas em macréofagos aderentes, conforme o descrito no item 5.5. Nos pocos onde
se objetivava a contagem celular por microscopia, foram adicionadas laminulas circulares
estéreis, para simular os diferentes cenarios: somente células, células infectadas com um
dos isolados de L. infantum do estudo na presenca ou auséncia das drogas miltefosina e
anfotericina B como controle positivo. Aos demais pogos, ndo se adicionou laminula, pois
o contetido foi direcionado a extragdo de DNA e RNA. Os parasitos foram obtidos
conforme o descrito no item 5.2, lavados em PBS estéril (pH 7,2) e centrifugados a 1.344
x g por 10 minutos a temperatura ambiente, sendo acrescidos de meio RPMI-1640 sem
SFB e tendo sua concentragdo ajustada para as proporc¢des célula:parasito desejadas.
Antes dos experimentos de interacdo com células THP-1, os parasitos foram incubados
com 10% de soro humano do tipo B+ para a opsonizagao dos parasitos por 1 horaa 37 °C

e 5% de COz, sendo lavados com PBS estéril (pH 7,2) e centrifugados por 2.240 x g por
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10 minutos a temperatura ambiente e adicionados de meio RPMI 1640 sem adicao de
SBF.

Os experimentos foram realizados em placas de 24 pocos (BD Falcon, USA) ¢ as
proporg¢des célula:parasito testadas foram 1:4, 1:7, 1:10 e 1:15. Ap6s (BD Falcon, USA)
5 horas de infecgdo a 37 °C e 5% de CO., lavou-se a placa com 500 pL de PBS estéril
(pH 7,2) para remoc¢ao dos parasitos ndo aderentes (Tempo zero), sendo adicionado 450
uL de meio de cultura RPMI-1640 completo em cada pogo da placa, sendo a mesma
incubada por um periodo de 24 horas a 37 °C com 5% de CO». Apds a incubagdo, as
laminulas foram lavadas com PBS (pH 7,4), coradas com panotico rapido (Laborclin)
conforme protocolo do fabricante, secas em temperatura ambiente e fixadas de forma
invertida sobre ldminas de microscopia com Entellan® (Merck). A determinagdo da MOI
foi realizada através de microscopia oOtica pela contagem do numero de células infectadas
em um total de 200 células aleatoriamente escolhidas em um aumento de 40x. A partir
dos valores obtidos, a melhor relagdo parasito:célula foi estabelecida considerando as
diferentes concentra¢des abordadas e o percentual de infec¢do encontrado, buscando a

maior otimizacao dessas variaveis.

5.7 Incubagao das células infectadas com miltefosina

Apos o tempo de 24 horas de infec¢do, os pogos submetidos a teste por adigdo de
droga receberam a adi¢ao de 50 pL da concentracdo a ser testada de miltefosina nos pogos
correspondentes, e os controles foram submetidos a concentragdo de 8 uM de
Anfotericina B. A placa foi incubada com os farmacos por 48 horas para posteriores
extragoes de DNA e RNA, enquanto as laminulas foram direcionadas para contagem em
microscopia Optica num total de de 200 células por laminula. Em cada célula foi
contabilizada a quantidade de parasitos interiorizados e, caso a célula estivesse parasitada,

era contabilizada como uma unidade infectada.

5.8 Determinagdo da ICso relativa a droga miltefosina nos diferentes isolados de
L. infantum

A determinacgdo da ICso se deu em duas etapas realizadas em triplicatas técnicas,
e seguindo os passos de diferenciacdo celular conforme topico 5.5, infec¢do das células
de acordo com o topico 5.6, e testes com adigdo das concentracdes de miltefosina
conforme apresentada no topico 5.7. Assim, inicialmente, para testes pilotos, foi utilizado

o isolado Cao 08 para ensaios de infec¢do com as concentragdes de miltefosina de 15uM,

17



5 uM e 0,5 uM. Plotados em um grafico no programa GraphPad Prism 8 a partir de
regressao ndo-linear, a estatistica sugeriu o valor de 1,9 uM como concentragao inibitoria
de 50% das células para esse isolado. Esse valor de ICso estabelecido como 1,9 uM foi
utilizado para todos os testes envolvendo adicao de miltefosina in vitro.

Entretanto, em um segundo momento, também foram determinadas as
concentragdes inibitdrias inerentes a cada isolado. Novamente foram adicionadas as
concentragdes de 15uM, 5 uM e 0,5 uM, além da concentragdo pré-determinada de 1,9
uM de miltefosina. Assim, foi determinada a ICso dos isolados no estudo conforme

regressao nao-linear a partir de analise pelo programa GraphPad Prism 8.

5.9 Avaliagdo da expressdo de genes de resisténcia a drogas anti-Leishmania

5.9.1 Extracao de RNA total

Uma quantidade de 5x10® células provenientes dos pogos de experimentos, foi
homogeneizada por 5 minutos com 1 mL do reagente TRIzol® (ThermoFischer), de forma
que o volume de amostra ndo excedesse 10% do volume de TRIzol®. Apos, foi adicionado
cloroférmio na propor¢do de 200 pL para cada 1 mL de TRIzol® seguida de agitagdo e
incubacdo por 3 minutos a temperatura ambiente. A seguir, centrifugou-se as amostras
por 13.440 x g por 15 minutos em temperatura de 4 °C. A fase aquosa recebeu 60% de
volume de isopropanol P.A. As amostras foram entdo centrifugadas a 13.440 x g por 20
minutos em temperatura de 4 °C. Ap0s, o sobrenadante foi removido e o sedimento foi
lavado e homogeneizado com 1 mL etanol 75% gelado A amostra foi entdo centrifugada
por 8.400 x g por 5 minutos a uma temperatura de 4 °C e a seguir o sobrenadante foi
descartado e o tubo mantido em estufa por alguns minutos para secagem do etanol. Por
fim, adicionou-se 50 pL de dgua livre de RNAses e o tubo foi armazenado em freezer a -

80 °C para posterior precipitacdo dos acidos nucleicos por acetato de sédio 3M (pH 5,5).

5.9.2 Sintese de DNA complementar (cDNA)

Para a sintese de cDNA por transcricdo reversa, o RNA total extraido foi
quantificado em espectrofotometro a 230, 260 e 280 nm para ser determinada a
concentragdo do material em ng/pL e posterior observacao das razdes 260/280 e 260/230
nm. Consideradas satisfatorias, as concentragdes de RNA foram ajustadas para a obtencao
de 1 pg de cDNA.

Para cada amostra, foram adicionados, em um tubo, tampao da enzima DNAse I

(Thermo Fisher Scientific), DNAse [ a 0,1 U/ uL (Thermo Fisher Scientific), e calculados
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os volumes de RNA, sendo o restanteo volume final de 10 pL da reagdo completados com
agua livre de RNAses. Apds, incubou-se a amostra por 30 minutos em equipamento de
banho seco a 37 °C e, entdo, foi adicionado de EDTA a 4,5 mM (Thermo Fisher Scientific)
para incubagdo por 10 minutos em temperatura de 65 °C. Adicionou-se OligoDT
(Invitrogen) a 4,2 uM e incubou-se por 5 minutos a uma temperatura de 70 °C. Ap0s,
foram adicionados ao tubo o Tampdo de Reacdo 2X (Thermo Scientific), 0,5 mM de
desoxirribonucleotideos (ANTP), e 8 U da enzima Maxima Reverse Transcriptase
(Thermo Scientific), 1 U/uL de RiboLock RNase Inhibitor e o restante do volume de agua
livre de RNAses, totalizando, no final da reagao, um volume de 25 puL. A amostra foi
entdo incubada por 60 minutos a uma temperatura de 45 °C em termociclador Veriti™

96-Well Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, EUA).

5.9.3 Padronizagao e otimizagao das rea¢des de PCR em tempo real (RT-qPCR)

A PCR quantitativa em tempo real a partir da transcrigdo reversa (RT-qPCR) foi
utilizada para quantificar a expressdo relativa de genes relacionados a susceptibilidade ou
resisténcia a miltefosina nos diferentes isolados de L. infantum do presente trabalho. O
desenho dos iniciadores objetivou principalmente ndo gerar um alto teor de contetido GC
no produto amplificado, ndo favorecer a estrutura secundaria hairpin e evitar possiveis
dimeros entre essas sequéncias, além da obtencdo de produtos de amplificagdo com cerca
de 100 pares de base (pb). Todos os iniciadores utilizados para esse trabalho
encontravam-se em concentrac¢io final na rea¢io de 0,3 pmol. E importante ressaltar que,
em todas as placas de qPCR, foi adicionada uma amostra de cDNA de célula THP-1 ndo
infectada como controle de especificidade dos iniciadores e da RT-qPCR.

A tabela 2 sumariza as sequéncias dos iniciadores desenhados para amplificacao
dos genes de interesse e dos genes de referéncia utilizados no estudo utilizando-se a
plataforma digital PrimerBlast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). A
prospeccao dos iniciadores do presente estudo se deu com base nas andlises dos oito
genomas sequenciados a partir dos isolados de L. infantum obtidos de cdes e de um caso
de LVH procedentes de Florianopolis, SC (dados ndo publicados). Além dessas
sequencias, incluiu-se também o genoma referéncia de L. infantum JPCMS5 depositado no
banco de dados da plataforma GenBank. Uma vez que ndo foram encontradas diferencas
nucleotidicas nas sequéncias génicas dos alvos de interesse - LiMT, LiABCG6, LiRos3,

LiABCG4, AQP1 — foi realizado o desenho de iniciadores com a especificidade esperada.
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Tabela 2: Sequéncia de iniciadores utilizados no estudo.

Gene . o Temperatura Tamanho do fragmento
A leoti
amplificado Sequéncia de nucleotideos dos iniciadores de ligacio amplificado (pb)

5 CTGTGGTACGTCTTCGCTCTT 3’
LiMT 57°C 211
3> CGTTCAACTCGGGGTCGTTA &’

5 GGAAAGTGAAGCCAGACGGA ¥’
LiABCG6 57°C 101
3> ACACGTTCAGGCTGATTGCT §°

5" CGGCTTGATTTTCGCTACGA 3’
LiRos3 56 °C 325
3> GGTTGTAGTAGCCGGAGACA 5’

5> GCCGTGAACTTTACCTGGGA 3’
LiABCG4 60 °C 102
3> ACACCCGCTGAGGTTGAAAA S’

5’CTGTGTCTTTGGTGCCTTTCC 3’
AQPI 60 °C 129
3> GCCTTTTGGGCGTCGTC 5°

5" TCTAGGCTACCGTTTCGGCTT 3’
SSU 60 °C 60
3> CACACACCGAACCGAAGTTG 5’

5" CCCCTCAGACTGATATTTGTCCTCA 3°
CytB 60 °C 359
3> CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA S’

As reagoes de RT-qPCR para os genes de interesse LiM7T, LiABCG6, LiRos3,
LiABCG4, AQPI e o gene de referéncia SSU rRNA (Small Subunit ribosomal RNA)
abordados no estudo foram padronizadas até a satisfatdria obtencdo de produtos de
amplificacdao especificos. Assim, para os genes LiABCG6, LiRos3, LiABCG4, AQPI e
SSU utilizou-se, em reagdo de 10 pL totais, 2 pL do cDNA a uma concentracao de 100
ng/uL, 0,3 pmol de cada iniciador e demais reagentes do kit GoTaq® gPCR Master Mix
(Promega) seguindo protocolo do fabricante. Para o gene LiM7, foi padronizado
utilizando um volume de 0,4 pmol de cada iniciador. Os ciclos de amplificacdo foram
realizados de acordo com as temperaturas e tempos de: 50 °C por 1 minuto, seguido de
95 °C por 10 minutos e entdo amplificagdo de 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos seguido
da temperatura de hibridacao de cada iniciador por 15 segundos e extensdo a 60 °C por
mais 15 segundos. Apods, a ciclagem ¢ finalizada pela curva de dissociacdo dos
iniciadores, a qual demonstra a temperatura em que metade do produto de qPCR esta
dissociado e a outra metade hibridado. Com esses dados, foi possivel verificar a
especificidade do produto amplificado. Além disso, para confirmar se os genes de
interesse ndo foram amplificados em células THP-1, foi adicionada uma amostra de

cDNA puro dessas células nas reagdes de qPCR.
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5.9.4 Calculo e obtengao dos valores de expressao relativa

Para a obtencdo dos valores de expressao relativa, o método utilizado foi o limite
de deteccdo comparativo (Ct - cycle threshold comparativo), a partir da metodologia de
Livak (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), em que a eficiéncia entre o gene de referéncia e
o gene alvo deve ser proxima de 100% com um maximo de 5% de diferenca entre ambos.
Ou seja, a partir dos dados obtidos, calcula-se a taxa de expressao relativa individual para
cada gene de interesse em relacdo ao gene de referéncia SSU, cuja transcri¢do deve ser
mantida independente da condigdo experimental. Esse método permitiu visualizar quantas
vezes (fold-change) o gene de interesse estava mais ou menos expresso em relacdo ao

gene de referéncia.

5.10 Anaélises estatisticas

Para as andlises estatisticas, foram realizados testes de normalidade de Shapiro-
Wilk para verificar se as amostras apresentavam distribui¢do Gaussiana. Apoés
confirmada a normalidade da distribuicdo das amostras, foi realizada ANOVA-2-way
com analise post-hoc de teste de Tukey. As estatisticas foram executadas no software

GraphPad Prism 8.
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6. RESULTADOS

6.1 Identificagdo especifica dos isolados de cdes utilizados no presente estudo
O perfil da PCR-RFLP dirigido ao gene Hsp70 confirmou que todos os isolados

utilizados no estudo sdo pertencentes a espécie L. infantum (Figura 4).

B)

Figura 4 Eletroforese em gel de agarose 2,0%. A) Padrdo de bandas correspondente ao
fragmento de 1.300pb do gene Hsp70 amplificado por PCR convencional e B) digestdo
dos produtos de PCR com a enzima de restricdo Haelll, corados pelo brometo de etideo
revelando os perfis de restricdto de PCR-RFLP das diferentes espécies de

tripanosomatideos e isolados abordados no estudo.
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6.2 Determinacao da multiplicidade de infec¢ao (MOI)

Os resultados alcangados a partir dos testes estipulados para a obtencao da MOI
mediante diferentes propor¢des de amastigotas por macrofago estio ilustrados na tabela
3. Conforme observado, a melhor proporcao célula:parasito foi de 1:10, na qual obteve-
se a melhor média de amastigotas por macroéfago em relagdo a média de células

infectadas.

Tabela 3: Taxas médias de amastigotas por macréfago e porcentagem de células

infectadas relativas a cada propor¢ao de amastigotas por macrdofago.

MMt1pl~1c1dade de Meédia de am‘flstlgotas Média de células infectadas
infeccao (MOI) por macrofago

1:4 2,49 47,75%

1:7 3,45 63,13%

1:10 3,85 65,25%

1:15 3,31 67,57%

6.3 Determinacao da ICso dos diferentes isolados de L. infantum provenientes de
caes portadores de LVC frente a miltefosina

A 1Cso da miltefosina definida em testes-piloto com o isolado Cao 08 foi de 1,9
uM que foi determinada pelas taxas de infec¢do relativas nos testes utilizando diferentes
concentragdes de miltefosina (0,5, 5 e 15 uM) (Figura 4). Além disso, foi realizada uma
repeticao desse experimento como contraprova nas mesmas condi¢cdes com o isolado Cao
08 e também com a adi¢@o do valor de ICso de 1,9 uM de miltefosina no ensaio. Obteve-
se, assim, uma taxa de 50,31% de infec¢do com 1,9 uM de miltefosina, confirmando
como valor obtido o ICso para esse isolado.

O valor de 1,9 uM de miltefosina estabelecido como ICs foi utilizado nos demais
testes de sensibilidade/resisténcia das cepas de L. infantum. Os resultados individuais de
ICs0 para os isolados Cao 01 a Cao 07 nos diferentes tempos (TO, T1 e T2) em relagdo ao
tratamento dos caes in vivo variou entre concentragoes de 0,4 uM até 15,65 uM. Os

valores detalhados para cada cepa e seu respetivo ICs estdo elencados na tabela 4.
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Tabela 4: ICso in vitro dos isoladosincluidos no estudo a partir de testes com

concentragdes de 0,5 uM, 1,9 uM, 5 uM e 15 uM.

Cepa Condi¢do de tratamento/coleta do animal in vivo ICs, da miltefosina

TO 9,68
Cao 01

T2 0,4

TO 6,16
Cao 02

T2 4
Cao 03 NT 1,03
Cao 04 NT 1,67

TO 3,83
Cao 05

Tl 15,65

TO 5,52
Cao 06

T1 1,74

TO 2,73
Cao 07

Tl 6,07

TO: antes do tratamento; T1: 31 dias ap6s o inicio do tratamento; T2: 6 meses pos-

tratamento; NT: ndo tratado.

6.4 Taxas de infecgdo dos isolados de L. infantum em macroéfagos THP-1

A fim de analisar o perfil de infectividade dos parasitos e sua susceptibilidade ou
resisténcia a miltefosina, os diferentes isolados de L. infantum provenientes de caes com
LVC antes e apds o tratamento foram comparados. Para o estabelecimento da taxa de
infeccdo (Figura 7) dos diferentes isolados de L. infantum do estudo, utilizou-se a
concentracdo de miltefosina de 1,9 uM previamente obtida para aplicacdo em todas os
isolados, mesmo que seus respectivos ICso apresentassem valores individuais distintos de
1,9 uM. Abaixo, na tabela 5 estabelecem-se os valores de infec¢ao para os isolados de 01
a 07 submetidos a 1,9 uM de miltefosina acompanhados das respectivas circunstancias
de coleta: antes do tratamento (TO0), 31 dias apds o inicio do tratamento (T1) e seis meses

pos tratamento (T2).

24



Tabela 5: Valores médios da taxa de infec¢ao de macrofagos diferenciados THP-1 por
formas amastigotas de L. infantum isoladas de cdes portadores de LV em diferentes
tempos do tratamento in vivo (antes e apoOs tratamento) e na presenca de 1,9 uM ou

auséncia de miltefosina em experimentos in vitro, além da cepa referéncia PP75.

Cepa Momento da coleta Condi¢do Experimental in vitro Taxa Média de Infecciio
TO Nao tratado 73,7%
5 Tratado 66,3%
Cao 01 b
) Nao tratado 56,3%
Tratado 29,0%
TO Nao tratado 75,5%
5 Tratado 61,0%
Cao 02 b ’
) Nao tratado 74,0%
Tratado 54,0%
a 0
Cio 03 Necropsia Nao tratado 68,5%
Tratado 45.0%
: Nao tratado 64.7%
Cao 04 Necrd ,
a0 ecropsia Tratado $0.0%
TO Nao tratado 67,3%
5 Tratado 66,2%
Cao 05 b
T1 Nio tratado 70,5%
Tratado 72,5%
TO Nao tratado 62,5%
5 Tratado 65,8%
Cao 06 b
Ti Nio tratado 61,7%
Tratado 54,7%
TO Nao tratado 67,7%
5 Tratado 64,3%
Cao 07 b
T1 Nao tratado 69,5%
Tratado 69,8%
. Nao trata 4459
PP75 Cepa referéncia o tratado 3%
Tratado 28.7%

TO: antes do tratamento; T1: 31 dias apds o inicio do tratamento; T2: 6 meses pos-

tratamento; NT: ndo tratado.

Os resultados individuais de infec¢ao para os isolados Cao 01, Cao 02 e para as
cepas Cao 03 e Cao 04 estdo ilustradas na figura 5, enquanto para os isolados Cao 05,
Cao 06, Cao 07 e cepa referéncia PP75 estdo elencadas na figura 6, em que sdo mostradas
as comparagoes das infectividades dos diferentes isolados de L. infantum a partir do
numero de macrofagos THP-1 parasitados apos infeccdo experimental in vitro. O perfil

de susceptibilidade dos parasitos a miltefosina na concentracao de 1,9 uM também pode
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(A)
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ser observado no grafico. Essas andlises foram realizadas empregando o teste estatistico
de ANOVA 2-way, seguido de post-hoc de Tukey comparando as condic¢des in vitro das
taxas de infeccdo na auséncia e na presenca de 1,9 uM de miltefosina. Foi possivel
observar que para os isolados dos caes 01, 02, 03 e 04 houve diferen¢a na taxa de células
infectadas antes e apos a adicdo de miltefosina nos ensaios in vitro (p<0,0001), com
excecao do isolado Cao 01 TO, onde a taxa de infec¢do manteve-se a mesma nas
condi¢des de auséncia e presenca de miltefosina - ndo apresentando diferenca a partir da
adicao da droga in vitro. Nos isolados Cao 05 ¢ Cao 07, nao foi observada diferenca
significativa na taxa de infec¢ao antes e depois da adicdo de miltefosina nos ensaios in
vitro. Enquanto isso, o isolado Cao 06 mostrou maior taxa de infeccdo em TO
comparando-se com T1. Na cepa referéncia PP75, foi possivel observar que houve

diferenca (p<0,0001) na taxa de infeccdo na auséncia e na presenga de 1,9 uM de

miltefosina.
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Figura 5: Taxas de infeccao (X + DP) para as amostras do estudo calculadas a partir do
numero de macréfagos THP-1 parasitados por formas amastigotas de L. infantum apés
infeccdo experimental in vitro, onde *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****;

p<0,0001. (A): Cao 01; (B): Cao 02; (C): Cao 03 e (D): Cao 04.
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Figura 6: Taxas de infecgdo (X + DP) para as amostras do estudo calculadas a partir do
numero de macrofagos THP-1 parasitados por formas amastigotas de L. infantum apds
infeccdo experimental in vitro, onde *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****;

2<0,0001. (A): Cao 05; (B): Cao 06; (C): Cao 07 e (D): Cepa referéncia PP75.
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Figura 7: Taxas de infeccdo (X + DP) para as amostras do estudo a partir do numero de
macrofagos THP-1 parasitados por formas amastigotas de L. infantum apds infec¢ao
experimental in vitro, tratado com 1,9 uM de miltefosina in vitro (barra vermelha) e ndo

tratado (barra azul), onde *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001.

6.5 Numero de amastigotas por macrofago e indice de infecg@o

Além do indice de infec¢do (Figura 9), a determinagdo do nimero de formas
amastigotas de L. infantum por macrofago parasitado também revela importantes dados
quanto a susceptibilidade dos parasitos a drogas leishmanicidas ou leishmaniostaticas. Os
resultados mostram, em sua maioria, uma tendéncia de diminui¢cdo do numero de
amastigotas por macrofago inversamente proporcional a concentracdo de miltefosina
(Figura 8).

Nao foram observadas diferencas significativas no indice de infeccdo entre as
amostras analisadas (Figura 9), entretanto, as andlises pelo teste ANOVA-2way das
formas amastigotas por macrofago infectado e taxa de infeccao (Figuras 7 e 8) dentro dos
grupos de cada isolado permitiram identificar diferengas significativas. No isolado Cao
01, nas condicdes TO e T2, foi observada, juntamente com o padrdo de aumento de
concentragdo da miltefosina, uma consequente diminuicdo (p<0,05) na contagem de
amastigotas por macrofago entre os grupos TO e T2 com adi¢do de miltefosina. Nao foi
observada diferenca significativa entre o grupo TO nao tratado e o grupo T2 nao tratado.
Em relacdo as taxas de infec¢ao, observou-se uma diminuicao (p<0,0001) entre TO e T2
nos grupos tratados e ndo tratados in vitro. Enquanto isso, o isolado Cao 02 mostrou

diferenca significativa (p<0,05) ndo somente na compara¢do dos grupos TO e T2 nas
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condig¢des nao tratado e tratado com miltefosina, como também (p<0,05) entre a condigao
ndo tratado e com adicao de miltefosina no T2. Apesar disso, a taxa de infec¢cdo mostrou-
se reduzida somente dentro de TO (p<0,01) e dentro de T2 (p<0,0001), ndo apresentando
diferenca significativa na comparagdo dos grupos entre os dois tempos. A cepas Cao 03
e Cao 04 mostraram diferenga significativa (p<0,0001) na taxa de infec¢do em
comparagdo entre o grupo tratado e ndo tratado, ainda que somente a cepa Cao 04 tenha
apresentado diferenca significativa na contagem de macréfagos por amastigota (p<0,05)
entre o grupo nao tratado e o com a adi¢ao de miltefosina.

Por fim, o isolado Cao 06 também mostrou diferenca na condi¢do nao tratada no
tempo TO e Tl em relagdo as formas amastigotas por macréfago, ainda que tenha
apresentado reducado significativa entre o grupo tratado em T1 em comparagdo com TO.
Ademais, os isolados Cao 05 e Cao 07 ndo mostraram diferenca significativa entre os
grupos amostrais em relacdo a taxa de infeccdo, sendo o mesmo observado para a
contagem de amastigotas por célula.

Os resultados das Figuras 7 e 8 ilustram um cendrio caracteristico, onde ndo ¢é
visualizada diminuicdo das taxas de forma significativa para as cepas Cao 05 e Cao 07.
Enquanto isso, nas outras demais cepas ¢ visualizada uma redugdo condizente em ambas
analises, sugerindo ndo somente concordancia entre ambos resultados, como também

sugerindo o perfil de susceptibilidade ou resisténcia observado para cada cepa.
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Figura 8: Taxa de amastigotas por macréfago (Y + DP) infectado para as amostras do

estudo com concentragdes de 0,5, 1,9, 5 e 15 uM de miltefosina in vitro, onde *: p<0,05;

% p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001.
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Figura 9: Indice de infecgdo in vitro dos isolados de cies em diferentes periodos do
tratamento. TO: antes do tratamento; T1: 31 dias apds o inicio do tratamento; T2: 6 meses

pos-tratamento; NT: ndo tratado.
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6.6 Padronizagdo das reagdes de qPCR

As figuras 10, 11, 12, 13 e 14 ilustram as condi¢des padronizadas para cada gene
abordado no estudo a partir da curva padrdo, grafico de amplificagdo e curva de
dissociagdo. Vale ressaltar que as reagdes finais de qPCR s6 foram realizadas a partir da
otimizacdo da padronizacio de cada reacdo. Os valores de R? obtidos para cada gene a
partir da curva padrao foram, para os genes LiMT, LiRos3, LiABCG6, LiABCG4 ¢ AQP1
de, respectivamente: 0,9887; 0,98; 0,995; 0,993 e 0,990. Esses resultados atestam a
especificidade dos primers desenhados ¢ a linearidade dos ensaios de RT-qPCR uma vez
que os valores de quantificacdo das amostras testadas estdo distribuidos dentro do
intervalo definido para as curvas-padrao.

Além dos genes de interesse, foi adicionado ao estudo o gene CytB, referente a
proteina citocromo B especifica de células humanas. Dessa maneira, espera-se encontrar
transcritos de CytB somente nas células THP-1 e ndo em L. infantum. Assim, esse gene
foi utilizado como controle para a eficacia dos ensaios de infec¢do, sendo confirmada a
nao transcri¢do em Leishmania sp.

Nas reacdes de RT-qPCR, o fluoréforo Sybr Green (Promega) foi utilizado como
agente intercalante, permitindo quantificar o produto de PCR a cada ciclo da reacdo. Os
resultados foram obtidos e analisados utilizando o programa Sequence Detection System
2.4 (Applied Biosystems), que permite avaliar a curva de dissociagdo e a intensidade de

fluorescéncia da amostra a cada ciclo.
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Figura 10: Dados da padronizacdo da qPCR para o gene LiMT, onde (A): Curva
padrdo (R?=0,9887); (B): Gréfico de amplificacio; (C): Curva de dissociagdo (Tm = 86,7
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Figura 11: Dados da padronizagdo da qPCR para o gene LiRos3, onde (A): Curva
padrao (R%: 0,98); (B): Grafico de amplificacdo; (C): Curva de dissociagdo (Tm: 85 °C).
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Figura 12: Dados da padronizagdo da qPCR para o gene AQPI, onde (A): Curva
padrdo (R%: 0,990); (B): Grafico de amplificacio; (C): Curva de dissociagdo (Tm: 84,8
°C).
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Figura 13: Dados da padronizagdao da qPCR para o gene LiABCG4, onde (A):
Curva padrdo (R?: 0,993); (B): Gréafico de amplificagdo; (C): Curva de dissociagio (Tm:
83,5 °C).
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Figura 14: Dados da padroniza¢do da qPCR para o gene LiABCG6 onde (A):
Curva padrdo (R?: 0,995); (B): Gréfico de amplificacdo; (C): Curva de dissociagdo (Tm:
84,7 °C).

6.7 Quantificacdo relativa de transcritos dos genes relacionados a resisténcia a
miltefosina nos isolados de L. infantum

Foi possivel obter os valores de expressdo relativa (244€9) referentes aos cinco
diferentes genes explorados no presente trabalho. O calibrador utilizado para as analises
de expressdo génica relativa foi a cepa PP75, a qual foi submetida as mesmas condigdes
de tratamento experimental que as demais cepas.

Segundo Kulshrestha (2014), sabe-se que uma maior transcrigdo dos genes
LiABCG6, LiABCG4 e AQPI esta relacionada com o fen6tipo de resisténcia a miltefosina.
Em relacdo aos genes LiMT e LiRos3, niveis mais baixos de transcri¢do indicam que o
parasito apresenta perfil de resisténcia ao farmaco. Em suma, as tabelas 6 e 7 ilustram os
genes agrupados conforme padrdo de transcricdo e apontam os valores de expressdo
relativa obtidos para cada cepa. Ademais, a auséncia de transcritos de CytB nas amostras
controles contendo somente parasitos L. infantum e a transcricdo esperada em células
THP-1 (ndo-parasitadas e parasitadas), confirmou a especificidade dos iniciadores
desenhados para o estudo. Ainda assim, ndo ha um parametro definido de quantas vezes

a quantificagdo dos transcritos deve aumentar ou diminuir para caracterizar o fenotipo.
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Tabela 6: Quantificagdo relativa de transcritos dos genes LiMT e LiRos3 em
relacdo as diferentes condigdes de tempo e de tratamento in vivo assim como

auséncia/presenc¢a de miltefosina nos ensaios in vitro.

Expressio relativa

Cepa Tempo de - -
P2 Coleta/Tratamento LiMT LiRos3
Nao tratado Miltefosina 1,9 uM Nao tratado Miltefosina 1,9 uM

TO 6,06 1,14 0,92 1,05
Cao 01

T2 16,97 5,06 1,37 0,4

TO 4,36 3,07 0,43 0,25
Cao 02

T2 5,98 7,01 0,55 81,86
Cao 03 NT 4,5 12,51 1,9 1,09
Cao 04 NT 1,58 6,84 0,82 0,69

TO 3,72 1,6 1,43 1,24
Cao 05

T1 2,3 5,33 0,56 0,81

TO 4,96 2,23 1,24 0,47
Cao 06

T1 2,82 4,27 0,83 0,84

TO 1,93 3,93 0,85 1,37
Cao 07

T1 0,44 0,56 1,9 1,06

Tabela 7: Quantificagdo relativa de transcritos dos genes LiABCG6, LiABCG4 e AQPI
em relagdo as diferentes condi¢cdes de tempo de tratamento in vivo assim como

auséncia/presenc¢a de miltefosina nos ensaios in vitro.

Expressio relativa

Tempo de . .
LiABCG6 LiABCG4 AQPI
Cepa Coleta/Tratamento Q
Nao tratado Miltefosina 1,9 uM Nao tratado Miltefosina 1,9 pM Naio tratado Miltefosina 1,9 uM

TO 0,8 1,1 3,8 1,06 3,62 4,45
Ciao 01

T2 6,36 4 21,93 4,03 27,76 7,09

TO 1,31 1,06 2,66 2,09 3,81 3,38
Cao 02

T2 0,98 2,37 4,13 3,92 3,28 14,93
Ciao 03 NT 2,49 3,32 3,72 9,42 9,58 14,77
Ciao 04 NT 3,68 2,96 1,71 5,28 13,32 13,32

TO 1,72 1,86 4,92 1,21 4,92 1,45
Ciao 05

T1 0,87 1,64 2,77 6,75 2,73 5,41

TO 1,39 0,7 3,39 1,6 3,25 1,25
Cao 06

T1 1,12 1,13 2,51 3,26 1,60 2,42

TO 1,42 1,8 0,7 3,38 2,17 5,68
Cao 07

T1 1,57 1,07 0,18 1 1,14 1,22
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6.7.1 Transportador de miltefosina de L. infantum (LiMT)

A figura 15 apresenta o perfil de transcricdo do gene LiMT obtido através da
quantificacdo relativa por RT-qPCR com os valores de 2*4€9 encontrados para os
diferentes isolados de L. infantum. Foi possivel observar que houve maior transcri¢ao
deste gene nos parasitos oriundos dos caes 01 e 02 apos terem sido submetidos a
tratamento para LVC (T2) e nos ensaios in vitro na condi¢do auséncia de miltefosina
(colunas azuis). Observa-se também que para as cepas Cao 02 (tempo T2), 03 e 04 houve
um numero aumentado de transcritos ap6s a adigao de miltefosina nos ensaios de infec¢ao
in vitro. Considerando que a maior transcri¢ao de LiMT esta associada a um perfil de
susceptibilidade conclui-se que os isolados 01, 02, 03 e 04 mostraram-se mais sensiveis
a miltefosina em comparagdo com os isolados 05, 06 ¢ 07

Ou seja, diferentemente, na figura 16 podemos observar que houve menor
transcri¢do de LiMT nos isolados de L. infantum oriundos dos cades 05, 06 e 07 apds eles
terem sido submetidos ao tratamento da LVC com miltefosina no tempo T1 (31 dias ap6s
o inicio do tratamento) — vide tabela 06. Este perfil de transcri¢do estd associado ao
fendtipo de resisténcia dos parasitos a miltefosina, e € elucidado pelo menor niumero de
transcritos observado nos isolados 05 € 06 apds a adigdao de miltefosina em TO, quando
comparado a condicdo sem miltefosina, na avaliagdo da susceptibilidade in vitro. Uma
vez que o perfil baixo de transcrigdo do gene LiMT pode ser considerado um dos
principais marcadores especificos de resisténcia do parasito a miltefosina, podemos
concluir que as cepas dos cdes 05, 06 e 07, isoladas de animais residentes no municipio
de Florianopolis, apresentaram fendtipo de resisténcia nas condi¢des experimentais deste

estudo.
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Figura 15: Perfil de transcri¢do do gene LiMT obtido por RT-qPCR mostrando a
quantificagdo relativa nos isolados de L. infantum oriundos de cades portadores de LVC,
antes e ap6s o tratamento em diferentes tempos (TO, T1 e T2), e ap6s diferentes condigdes

de infecgdes estabelecidas in vitro na presenca ou auséncia de miltefosina.
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Figura 16: Perfil de transcri¢cao do gene LiMT obtido por RT-qPCR mostrando a
quantificagdo relativa nos isolados de L. infantum oriundos de caes portadores de LVC,
antes e apos o tratamento em diferentes tempos (TO, T1 e T2), e apds diferentes condi¢des

de infecgdes estabelecidas in vitro na auséncia (A) ou presenca de miltefosina (B).
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6.7.2 LiRos3

O gene LiRos3 codifica uma proteina que esta relacionada a captagdo do farmaco
miltefosina pelos parasitos do complexo L. donovani. Neste estudo, a quantifica¢do
relativa de transcritos LiRos3 por RT-qPCR est4 apresentada na figura 17 em escala logo
para melhor ajuste dos valores no grafico. Nessa figura, estdo apresentados o perfil de
transcri¢do de LiRos3 obtido através da quantificacdo relativa com os valores de 27444
resultantes para os isolados de L. infantum (Tabela 06). Foi observado que houve uma
maior transcri¢ao nas cepas Cao 01 e Cao 02 apds o tratamento com a miltefosina (T2).
Também foi observado que, para as cepas Cao 02 (tempo T2) houve um numero
aumentado de transcri¢ao ap6s a adicao da miltefosina in vitro, o que também ¢ observado
para as cepas Cao 03 e Cao 04. Assim, uma vez que a transcri¢do aumentada de LiRos3
esta relacionada ao perfil de susceptibilidade, pode-se inferir que os isolados Cao 01, Cao
02, Cao 03 e Cao 04 revelaram um padrao transcricional de sensibilidade a miltefosina.

De outra forma, observa-se uma menor transcri¢do de LiRos3 nos isolados de L.
infantum provenientes dos cdes 05 ¢ 06 em T1 (31 dias apos tratamento in vivo com
miltefosina), o que pode ser observado também na figura 18 (A). Esse perfil de transcri¢ao
corrobora com um fendtipo de resisténcia dos parasitos a miltefosina. Na figura 18 (B),
que demonstra os resultados obtidos a partir dos ensaios in vitro de infec¢ao na presenga
da droga, ainda que ndao seja conotada diferenga significativa, ¢ observado uma
diminui¢do do ntimero de transcritos de LiRos3 nos isolados Cao 05 e Cao 07 no tempo
T1 pos-tratamento. Assumindo que a baixa regula¢do da transcricdo deste gene estd
relacionada ao fendtipo de resisténcia, pode-se concluir que os isolados Cao 05, 06 € 07
revelaram nas condi¢des experimentais deste estudo um perfil de transcrigdo condizente

com resistencia a miltefosina.
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Figura 17: Perfil de transcri¢do do gene LiRos3 obtido por RT-qPCR mostrando a

quantificagdo relativa nos isolados de L. infantum oriundos de caes portadores de LVC,

antes e ap6s o tratamento em diferentes tempos (TO, T1 e T2), e apos diferentes condigdes

de infecgdes estabelecidas in vitro na presenca ou auséncia de miltefosina.
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Figura 18: Perfil de transcri¢cao do gene LiROS3 obtido por RT-qPCR mostrando

a quantificacdo relativa da transcricao deste gene nos isolados de L. infantum oriundos de

caes portadores de LVC, antes e ap0s o tratamento em diferentes tempos (TO, T1 e T2),

e também apos diferentes condi¢des de infecgdes estabelecidas in vitro na auséncia (A)

ou presenca de miltefosina (B).
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6.7.3 Aquaporina-1 (AQPI)

A figura 19 ilustra o perfil de transcri¢ao do gene AQP1 obtido por quantificacao
relativa por RT-gPCR com os valores de 2229 encontrados para os isolados de L.
infantum avaliados no presente estudo. Foi possivel observar um maior nimero de
transcritos na cepa Cao 02 ap6s o tratamento in vivo € in vitro, além da cepa Cao 03 que
mostrou fenotipo semelhante. O isolado Cao 01 e a cepa Cao 04 mostraram taxa de niveis
de transcritos mais baixas quando comparados com os demais isolados. Entretanto, na
figura 20 destacam-se a transcricdo aumentada de 4QP1 nas cepas Cao 05 e Cao 06 no
tempo T1 apds a adicdo de miltefosina in vitro. Além disso, a cepa Cao 07 também
mostrou maior transcri¢ao em TO apds desafiada por 1,9 uM de miltefosina. Dessa forma,
¢ possivel inferir que as cepas Cao 05, Cao 06 e Cao 07 apresentaram fenétipo relacionado
a resisténcia nas condi¢des do estudo, apesar de ndo ter sido possivel estabelecer uma

relagdo para as demais cepas testadas.
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Figura 19: Perfil de transcricdo do gene AQPI obtido por RT-qPCR mostrando a
quantificagdo relativa nos isolados de L. infantum oriundos dos caes 01 (A), 02 (B), 03
(C) e 04 (D), antes e apos o tratamento em diferentes tempos (TO, T1 e T2), e apods
diferentes condi¢des de infecgdes estabelecidas in vitro na auséncia ou presenga de

miltefosina.
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Figura 20: Perfis de transcricdo do gene AQPI obtido por RT-qPCR mostrando a
quantificagdo relativa nos isolados de L. infantum oriundos de caes portadores de LVC,
antes e apos o tratamento em diferentes tempos (TO, T1 e T2), e apds diferentes condigdes
de infecgdes estabelecidas in vifro na presenca ou auséncia de miltefosina. (A) Cao 5;

(B): Cao 06; (C): Cao 07.
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6.7.4 LiABCG4

O gene LiABCG4 mostrou-se com menor transcri¢do nas cepas Cao 01 e Cao 02
sem a adi¢do in vitro de miltefosina e com maior transcri¢ao nos isolados dos caes 03 e
04 apos adicao in vitro de miltefosina Ademais, as figuras 21 e 22 deixam evidente o
aumento da transcri¢do do gene LiABCG4 nos isolados dos caes 05, 06 e 07 obtidos apos
os animais terem sido tratados com miltefosina (T1) na condi¢do experimental em que
esses parasitos foram desafiados in vitro na presenca de miltefosina 1,9 uM. Uma vez que
o aumento da transcri¢cao de LiABCG4 esta relacionada ao carater de resisténcia, conclui-
se que os isolados oriundos dos caes residentes no municipio de Florianopolis testados
neste trabalho apresentam perfil de transcricdo resistentes a mitefosina, enquanto as

demais cepas mostraram-se susceptiveis.
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Figura 21: Perfil de transcri¢ao do gene LiABCG4 obtido por RT-qPCR mostrando
a quantificacdo relativa nos isolados de L. infantum oriundos de caes portadores de LVC,
antes e apds o tratamento em diferentes tempos (TO, T1 e T2), e apds diferentes condigdes

de infecgdes estabelecidas in vitro na presenca ou auséncia de miltefosina.
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Figura 22: Perfil de transcricdo do gene LiABCG4 obtido por RT-qPCR mostrando a
quantificagdo relativa nos isolados de L. infantum oriundos dos caes 05 (A), 06 (B) e 07
(C), antes e apds o tratamento em diferentes tempos (TO, T1 e T2), e apds diferentes

condi¢cdes de infecg¢des estabelecidas in vitro na auséncia ou presenca de miltefosina.
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6.7.5 LiABCG6

Ainda que ndo tenha sido detectada nenhuma diferenca estatistica, foi observada
uma maior transcri¢ao do gene LiABCG6 nos parasitos das cepas Cao 01, Cao 02 e Cao
03 apos o tratamento in vivo com a miltefosina e nos ensaios com a condi¢ao de auséncia
do farmaco, nao sendo observado o mesmo para a cepa Cao 04 (Figura 23). Da mesma
forma, nas cepas dos cdes 05 e 06 houve uma menor transcri¢do de LiABCG6, ainda que
na cepa Cao 05 tenha sido observada uma diminui¢do da taxa de transcritos em T1. A
cepa Cao 07, no entanto, mostrou uma maior taxa de transcrigdo em T2 na condi¢do sem
miltefosina. Uma vez que, foi observada uma grande variacao nos niveis de transcrigao
entre as cepas, a despeito das diferentes condi¢cdes experimentais, conclui-se que a
quantificagdo da transcri¢do do gene LiABCG6 ndo se mostrou uma boa ferramenta para
avaliar os isolados de L. infantum testados neste estudo, ja que ndo foi possivel observar

um padrao associado ao fenotipo de susceptibilidade ou de resisténcia a miltefosina

(Figura 24).
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Figura 23: Perfil de transcri¢ao do gene LiABCG6 obtido por RT-qPCR mostrando
a quantificacdo relativa nos isolados de L. infantum oriundos de caes portadores de LVC,
antes e apos o tratamento em diferentes tempos (TO, T1 e T2), e apds diferentes condigdes

de infecgdes estabelecidas in vitro na presenca ou auséncia de miltefosina.
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Figura 24: Perfil de transcricdo do gene LiABCG6 obtido por RT-qPCR mostrando a
quantificagdo relativa nos isolados de L. infantum oriundos de cades portadores de LVC,
antes e apos o tratamento em diferentes tempos (TO, T1 e T2), e apds diferentes condigdes

de infecgdes estabelecidas in vitro na auséncia (A) ou na presenga de miltefosina (B).

A figura 25 sintetiza os resultados obtidos nos experimentos realizados para cada
cepa de L. infantum isolada de caes naturalmente infectados, tratado e ndo tratados, com
referéncia a seus perfis de susceptibilidade ou resisténcia a miltefosina, evidenciando a

variabilidade dos perfis entre as cepas analisadas nos diferentes ensaios.

Taxa d P Expressio génica
infe::i:id:de m;rllio * ICs, | LiMT | | LiROS3 } 1t ABCG4 I +AQP1 Conclusio

RESISTENTE
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Cepas de cdes que ndo foram tratados

Figura 25: Quadro resumo representativo dos perfis de susceptibilidade ou
resisténcia a miltefosina para as cepas de L. infantum isoladas de cdes naturalmente
infectados e oriundos de duas regides geograficas (SC e MG) observados nos ensaios de

infectividade in vitro, ICs e nas taxas de transcri¢ao dos distintos genes analisados.
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7. DISCUSSAO

A dispersdo da LVC tem aumentado expressivamente no Brasil e no estado de
Santa Catarina (SC) especialmente nos ultimos anos (DIVE, 2018) a partir do
estabelecimento de novas areas endémicas, como no municipio de Florianopolis. Os
crescentes relatos de infecgdo em caes geralmente estdo associados a expansao geografica
da doenga, mas levam a recordes de notificagdes em varios municipios do estado. Apesar
de somente 3,5% dos caes avaliados considerados soropositivos e autdctones para o
municipio de Florianopolis (DIVE, 2018), esse dado apresenta-se de forma preocupante,
considerando a pequena area da ilha e seu isolamento geografico. Ainda que apresente
uma taxa de prevaléncia inferior em comparacao a outras localidades, a LVC figura como
uma zoonose negligenciada também no municipio de Floriandpolis e reveste-se de imensa
importancia sanitaria na regido. Estudos epidemioldgicos explicam a relagdo direta entre
a alta incidéncia de casos em humanos e a soroprevaléncia de caes, ja que estes animais
se apresentam mais susceptiveis a infeccdo pelo parasito (TEIXEIRA-NETO et al., 2014).
Assim, a proximidade fisica com humanos e o alto parasitismo cutineo sdo considerados
alguns dos principais fatores que explica o motivo desses animais serem considerados
bons reservatorios e facilitadores da transmissao do parasito pelo flebotomo (COSTA et
al., 2018; MAIA; CAMPINO, 2018; DANTAS-TORRES, 2007). As estratégias para a
prevencgdo e o controle da LVC incluem principalmente medidas preventivas como a
vacinagdo, o diagnostico precoce, a vacinagao de cades soronegativos, ado¢ao de medidas
profilaticas (inseticidas topicos e adogdo de coleiras repelentes nos animais) € o
tratamento (SEVA et al, 2016). Entretanto, o tratamento dos cies ainda encontra
barreiras para ser colocado em pratica em funcao de seu custo, do esquema terapéutico e
da auséncia de comprovacdo de sua eficdcia como uma possivel medida de controle da
doenca (LEITE et al, 2018). Por esses motivos, o tratamento de cdes infectados ndo ¢
considerado uma medida profilatica de satide publica, mas sim uma alternativa para os
tutores que nao desejam eutanasiar o animal.

No Brasil, o tratamento de cdes comprovadamente infectados por L. infantum,
apresentando ou ndo sinais clinicos compativeis com a LVC, pode ser realizado com o
uso de farmacos de uso veterinario registrados para esse fim no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Atualmente o farmaco autenticado e permitido pelo
MAPA ¢ a miltefosina (Milteforan™) (VIRBAC BRASIL, 2018; MAPA, 2016). Alguns
locais como a India (RIJAL et al.,, 2013) e o Brasil (CARNIELLI et al., 2014) fazem uso

de anfotericina em situagdes em que foi observada a falha terapéutica com antimoniais da
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leishmaniose visceral em humanos. Entretanto, relatos de ensaios clinicos (MACHADO;
PENA, 2012) explicitam a variacdo da eficacia da miltefosina a depender da area
geografica e também da espécie de Leishmania que se aborda. Como exemplificagdo
deste cenario, na Bolivia, sdo observadas 88% de taxa de cura com a miltefosina para L.
braziliensis (SOTO et al., 2008), enquanto na Guatemala a taxa de cura com a miltefosina
foi de apenas 33% para as espécies coexistentes de L. braziliensis e L. mexicana (SOTO
et al., 2004).

Apesar de seu uso difundido, assim como outros farmacos, a miltefosina tem
apresentado problemas em relagdo a resisténcia em cepas de Leishmania spp. (COELHO
etal., 2012). Eventos genéticos relacionados a resisténcia/susceptibilidade podem ocorrer
de forma espontinea em populagdes de parasitos infectando mamiferos expostos a
farmacos leishmanicidas ou sob condigdes experimentais em laboratério
(VANAERSCHOT et al.,2011; GUHA et al., 2014; MONTE-NETO et al.,2015). Assim,
a resisténcia a miltefosinea por Leishmania spp. pode ser explicada por eventos que
variam desde a mudanga dos niveis de acidos graxos insaturados na membrana plasmatica
do parasito, niveis de ergosterol reduzidos (RAKOTOMANGA et al., 2005), ou até
mesmo a redu¢do da internalizagao do farmaco mediante mutagao de transportadores de
membrana como LiMT e LiROS3 (PEREZ-VICTORIA et al., 2006). Além disso,
mecanismos como o aumento da transcricdo de genes de transportadores ABC,
vinculados aos genes LiABCG4 e LiABCG6, sdo conhecidamente envolvidos na
resisténcia a medicamentos em Leishmania spp., especialmente a miltefosina e
antimoniais (Ouellete et al., 1998; CASTANYS-MUNOZ et al., 2008). Por fim, a alta
taxa de transcri¢ao do gene AQPI que, embora apresente mais relatos relacionados a
susceptibilidade a antimoniais, j& foi relacionada (KULSHRESTHA et al, 2014) a
eventos de resisténcia a miltefosina por Leishmania spp., uma vez que a proteina AQP1
atua como transportador de membrana semelhante a familia ABC.

O presente estudo conta com a analise de sete isolados de L. infantum que ilustram
diferentes condi¢des de tratamento (ou ndo) in vivo dos caes, e posteriormente ensaios de
susceptibilidade in vitro. Por se tratarem de duas localidades geograficas brasileiras
distintas, ndo ¢ surpresa que seja encontrado um perfil distinto em relacdo a
susceptibilidade/resisténcia a miltefosina por parte das cepas de Minas Gerais em relagado
as cepas de Florianopolis, ainda que idealmente seriam necessarias mais cepas
representativas de cada regido para fortalecer essa hipotese. A despeito de um perfil de

resisténcia sugerido pela andlise dos perfis de expressdo génica relativa dos genes
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abordados nesse trabalho, alguns estudos como de Nogueira e colaboradores (2019)
demonstraram uma melhora clinica dos animais apos o tratamento, com a ressalva de que
os caes foram acompanhados por apenas trés meses apds o inicio do primeiro ciclo de
tratamento com miltefosina. Porém, caso ocorra infec¢ao por cepa resistente e o animal
apresente melhora clinica, este cdo nao esta isentoa de futuramente apresentar um mau
prognostico da doenga (PETERSEN, 2009). Dessa forma, destaca-se a importancia de
estudos que realizem o monitoramento dos cdes tratados por um periodo maior do que
trés meses e também a busca por marcadores de resisténcia que possam ser utilizados
durante o acompanhamento dos animais em tratamento.

A determinacdo da infectividade in vitro das cepas de L. infantum foi realizada em
trés etapas, sendo a determinagdo da multiplicidade de infec¢ao (MOI), a determinagdo
da taxa de infec¢do e da taxa de amastigotas por macréfago, e o calculo do indice de
infecg¢do. Para tanto, a multiplicidade de infec¢do obtida no trabalho (1:10) esta de acordo
com os dados dispostos na literatura, conforme Oualha e colaboradores (2019), Naqvi e
colaboradores (2017) e Carlsen e colaboradores (2015). O dado ¢ considerado padrao para
a realizacdo dos ensaios de infec¢do in vitro empregando macrofagos diferenciados a
partir de células da linhagem THP-1.

Tendo em vista a confirmacao experimental da MOI de 1:10, o trabalho seguiu
em busca da avaliacdo do padrao de infectividade dos diferentes isolados de L. infantum
incluidas no estudo. A infectividade variou entre as taxas de 56,3% até 75,5%,
independente do tempo de tratamento com a miltefosina in vivo, mostrando-se de acordo
com os dados abordados na literatura que constatam taxas de infectividade variando desde
25% (GUIMARARES et al., 2005) até mais de 70% (QUINNELL et al., 2001; FELIPE et
al, 2011; FRAGA et al., 2012).

As cepas Cao 01 e Cao 02 provém de animais tratados com miltefosina e que
tiveram os parasitos isolados a partir de pun¢ao de medula dssea coletada antes do inicio
do tratamento (T0) e 6 meses apds o inicio do tratamento (T2). A cepa Cao 01 mostrou
reducdo, de forma geral, da infectividade comparando-se, ndo somente a condicdo de
tratamento in vitro, como também aos tempos TO e T2. Ademais, a cepa Cao 02 mostrou
também reducdo da infectividade dentro dos tempos TO e T2 quando na presenca de 1,9
uM de miltefosina in vitro, conotando provavel cenario de susceptibilidade a miltefosina.
Esses resultados sdo embasados, também, na reducdo da taxa de amastigotas por
macrofago no T2 (p<0,05), sugerindo provavel acdo de reducao da carga parasitaria pela

miltefosina in vivo ap6s os 6 meses do inicio do tratamento. Ciclos de tratamento com a
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miltefosina podem selecionar populagdes resistentes, cuja resposta pode ser uma reducao
da taxa de infectividade conforme observado por Gongalves e colaboradores (2021),
dados que corroboram com o cenario encontrado para os isolados Cao 01 e Cao 02, ainda
que tenham passado por apenas um ciclo de tratamento. Logo, pode-se supor que uma
adicao de miltefosina in vitro nao foi capaz de desencadear um fenétipo de resisténcia
nesses isolados. Porém, outros fatores como o ICso de cada isolado podem explicar a
auséncia de resposta a concentragdo e 1,9 uM, sendo uma possivel explicagdo para a ndo
observagao de resposta a adicdo do farmaco in vitro em algumas cepas. Ademais, os
animais in vivo apresentaram resultados distintos. O Cao 01 inicialmente apresentou
melhora clinica, mas apds os seis meses mostrou uma piora nos sintomas, nao tendo
apresentado resultado satisfatoriamente positivo. Enquanto isso, a cepa Cao 02 era
inicialmente assintomadtica e permaneceu dessa forma pelo tempo de monitoramento. Ou
seja, apesar de os resultados apresentarem resultados possivelmente relacionados ao perfil
de susceptibilidade para as duas cepas, nota-se que a resposta in vivo nos animais pode
ser distinta, sendo necessarios mais estudos com essas cepas.

As cepas provenientes de Florianopolis e oriundas de caes infectados por L.
infantum submetidos a necrdpsia pelo CCZ/SMS/PMF (Cao 03 e Cao 04) ilustraram um
esperado cenario de susceptibilidade (VERMEERSCH et al., 2009) a miltefosina apos a
adi¢ao do farmaco in vitro. A diminuicao da infectividade somada a diminuigao da taxa
de amastigotas por macrofago reforgam a hipotese de que isolados de caes ndo submetidos
a pressao seletiva do tratamento com a miltefosina apresentam-se susceptiveis ao firmaco
(FERNANDEZ et al., 2014; DEEP et al.,, 2017). Ademais, o perfil de susceptibilidade
dessas cepas € também corroborado pelo estudo de Coelho e colaboradores (2014), onde
observou-se que a auséncia da exposi¢do do parasito a miltefosina pode manter o perfil
de susceptibilidade devido a caracteristicas moleculares intrinsecas do parasito, ainda que
seja plausivel a existéncia de cepas naturalmente resistentes a miltefosina.

Enquanto isso, os isolados provenientes de caes de Floriandpolis submetidos ao
tratamento com miltefosina apresentaram resultados contrastantes a infectividade. Os
isolados Cao 05 e Cao 07 nao apresentaram altera¢do da infectividade, sugerindo um alto
potencial infectivo independente do tratamento do animal e possivel cenario de
resisténcia a miltefosina. Entretanto, o isolado Cao 06 mostrou reducao da infectividade
(»<0,01) em TI1 na presenca de miltefosina somado a diminuigdo (p<0,05) da taxa de
amastigotas por macrofago na auséncia de miltefosina in vitro nos grupos TO e TI,

denotando carater de susceptibilidade ao farmaco. Em contrapartida, os animais, quando
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avaliados in vivo, apresentaram reducao da carga parasitaria de L. infantum, sugerindo
que sdo necessarios testes in vitro com concentracdes de miltefosina mais fidedignas as
situacdes aplicadas in vivo, inclusive considerando o ICso individual de cada cepa.

Portanto, os resultados de infectividade sugerem que isolados de caes tratados
provenientes de Minas Gerais, € cepas de caes nao tratados oriundos de Florianopolis
apresentaram uma diminui¢do de infectividade de forma geral. Enquanto isso, a maior
infectividade apds os 31 dias de tratamento com a miltefosina caracteriza o cendrio de
resisténcia para os isolados de caes de Floriandpolis, ainda que o isolado Cao 06 tenha
apresentado tendéncia destoante dos demais. Estudos com Mesocricetus auratus
evidenciam essa dificuldade de obten¢do de um padrio relacionado a resisténcia com o
tratamento in vivo, sendo necessarios maiores estudos nesse ambito (HENDRICKX et al.,
2015).

As taxas de infeccdo in vitro obtidas referentes as concentragoes de miltefosina
testadas permitiram determinar os valores individuais de ICso. A concentragdo inibitoria
de 50% (ICso) de 1,9 uM referente a miltefosina estd de acordo com a literatura, uma vez
que ¢ esperado um valor mais baixo de ICso para formas amastigotas de L. infantum (0,9
a 4,3 uM) em relacdo a outras espécies como L. major (4,8 a 13,1 uM) e L. donovani
(0,12 a 1,32 uM) (MARINHO et al., 2011; VERMEERSCH et al., 2009).

As taxas de ICso inerentes a cada isolado, por sua vez, sdo relacionadas a demais
trabalhos que trazem valores de miltefosina em cepas susceptiveis apresentando ICso em
torno de 0,42 uM, enquanto cepas resistentes apresentando um valor maior do que 40 uM
de miltefosina (EBERHARDT et al., 2018). Assim, acredita-se que a susceptibilidade
observada para os isolados Cao 01, 02, 03 e 04 pode ser explicada a partir dos valores de
ICso relativos a cada isolado serem inferiores a 1,9 uM de miltefosina, com excec¢do
apenas para o isolado Cao 02. Esses dados sdo embasados no fato de que menores valores
de 1Cso in vitro estdo provavelmente relacionados a um tratamento mais bem-sucedido in
vivo (Gongalves et al., 2021).

De outra forma, o perfil de resisténcia assumido para as cepas Cao 05 e Cao 07
pode ser ressaltado pelos altos valores de ICso obtidos, onde pode-se inferir que a adigdo
de uma quantidade tdo baixa de miltefosina (1,9 uM) ndo acarretaria diminui¢do das taxas
de infectividade e de amastigotas por macréfago. Ademais, o aumento na ICso em T1
nessas cepas demonstra que, quando o parasito ainda estava no cao, ja foi desencadeado
um cendrio de defesa a pressdo seletiva da miltefosina. Ademais, a cepa Cao 06

apresentou reducdo do valor de ICso ap6s os 31 dias de tratamento (T1) fato que, somado
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a reducdo da infectividade e de amastigotas por macrofago em T1, corrobora com o
cenario de susceptibilidade.

Ainda em relagdo a ICso, sabe-se que nem sempre os valores testados in vitro
traduzem os cendrios encontrados no animal, uma vez que muitas vezes sao adicionadas
in vivo concentracoes de miltefosina (e outros farmacos) com valores que equivaleriam a
65 uM. Portanto, seria importante avaliar valores mais altos como 30, 50 ¢ 70 uM testados
in vitro com a miltefosina afim de simular de forma mais verossimil a condigdo
encontrada no cao, ja que o valor de ICso também pode ser um importante indicador
clinico quando utilizado de forma critica. Ou seja, uma abordagem interessante ¢ baseada
na utilizacao dos valores de ICso para comparacdo com os reflexos clinicos do animal que
esteja passando pelo tratamento com a miltefosina.

A resisténcia a farmacos data da década de 1930 (HUTCHINGS et al., 2019),
sendo esse um mecanismo considerado vital para a sobrevivéncia do microrganismo em
resposta aos mais diversos farmacos, de forma que essa pressdo seletiva favorece,
portanto, as cepas resistentes (DAVIES; DAVIES, 2010). Assim, para a miltefosina o
cenario ndo se mostra diferente, cujo farmaco apresenta extensivo e prolongado uso desde
seu registro oficial em 2002 (Sundar et al, 2002) na India para a LV, ainda que
previamente fosse utilizado como antitumoral. Estudos retratam o mecanismo de
resisténcia a miltefosina em espécies de Leishmania como a representagdo de um cendario
de menor acimulo intracelular da droga pela redugdo da captagao, ou de um aumento do
efluxo do farmaco (PEREZ-VICTORIA et al., 2006). Dessa forma, diversos marcadores
moleculares estdo associados com o fendOmeno de resisténcia a miltefosina em
Leishmania spp. Entre eles, destacam-se cinco importantes genes, de forma que o
aumento da transcri¢dao de LiMT e LiRos3 sao vinculados a susceptibilidade a miltefosina,
enquanto o aumento de LiABCG6, LiABCG4 e AQPI esté associado a resisténcia.

LiMT e LiRos3 estdo correlacionados com o influxo de miltefosina e outros
compostos como alquil-glicerofosfolipideos em Leishmania spp. que necessitam do
transportador de miltefosina (MT) para a translocagdo dos fosfolipidios do ambiente
exoplasmatico para o citoplasmatico. Ademais, ¢ retratado em L. braziliensis que a
transcricdo reduzida desse complexo conferiu fenotipo de resisténcia mediante a
diminui¢do da absor¢ao da miltefosina (OBONAGA et al., 2014). Ainda assim, o influxo
de miltefosina em L. donovani ¢ também apontado (PEREZ-VICTORIA et al., 2006)
como apresentando a proteina Ros3 como B-subunidade (COELHO et al, 2012), de

51



forma que o complexo com MT-Ros3 determina a atividade da flipase e consequente
sensibilidade a miltefosina (FRANSSEN et al.,, 2020).

Os resultados das andlises de RT-qPCR obtidos no presente estudo ilustram, para
os genes LiMT e LiRos3, cenarios de susceptibilidade a partir da alta transcrigdo nos
isolados provenientes de caes tratados em Minas Gerais (Cao 01 e Cao 02), da mesma
forma que as cepas de caes nao tratados provenientes do municipio de Floriandpolis (Cao
03 e Cao 04). O cenario de susceptibilidade sugerido pela expressdo gé€nica relativa ¢é
corroborado pela infectividade, além da taxa de ICso para as quatro cepas conforme
mencionado anteriormente. Ou seja, conclui-se que, considerando a alta transcri¢cao dos
genes de susceptibilidade LiMT e LiRos3, além da infectividade diminuida em T2 para as
cepas Cao 01 e 02, e também na situagao tratado in vitro para as cepas Cao 03 e 04, esses
4 isolados mostraram perfis competiveis com sensibilidade a miltefosina.

Enquanto isso, as cepas Cao 05 e Cao 07 apresentaram taxas baixas de transcricao
de LiMT e LiRos3, inferindo um cenario de resisténcia a miltefosina ja esperado para Cao
05 e Cao 07 devido a alta infectividade e a ndo diminui¢do dos amastigotas por macréfago
observadas. A baixa taxa de transcricdo desses dois genes nas trés cepas pode ser
explicada mediante a presenca de uma delecao ou mutacao (SHAW et al., 2016) na fase
de leitura desses genes.

Entretanto, para a cepa Cao 06, apesar da diminuigao da infectividade, do menor
nimero de amastigotas por macrofago e o ICso mais baixo em T1, os resultados obtidos
a partir da quantifica¢do da taxa de expressdo génica de LiMT e LiRos3 manifestam um
caracter de resisténcia em testes in vitro dentro de cada tempo avaliado (TO e T1).
Considerando que a taxa de infectividade, bem como o nimero de amastigotas por
macrofagos sdo determinados pela contagem ao microscopio Optica, ndo pode ser
descartada a explicacdo desse resultado contrastante em fatores bioldgicos intrinsecos aos
parasitos dessa populacao em particular (COELHO et al., 2014). Ou seja, a exposigao in
vivo a miltefosina mostra-se capaz de promover a selecao de parasitos menos sensiveis e,
também, reducgdo da transcri¢do de genes de susceptibilidade (OBONAGA et al., 2013).

Ainda assim, baseado nos diferentes padrdes de transcricdo de marcadores
moleculares de resisténcia, o estudo contou ainda com as analises de outros marcadores
associados com a extrusdo celular da miltefosina. Uma maior transcricdo dos
transportadores ABCG, membros da familia de transportadores ABC, ¢ uma das
alteracdes presentes em espécies de Leishmania relacionadas a resisténcia a miltefosina,

de forma que as proteinas atuam na diminui¢do dos niveis intracelulares do farmaco a
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partir da translocacdo da miltefosina pela membrana (COELHO et al., 2012). Assim,
parasitos que possuem aumento da transcricdo desses genes mostram um acumulo
reduzido de droga na regido citoplasmatica (BOSEDASGUPTA et al., 2008).

Os resultados obtidos por RT-qPCR mostram que os niveis de transcri¢ao para o
gene LiABCG4 estao aumentados nos isolados de caes tratados residentes no municipio
de Floriandpolis (Cao 05, Cao 06 e Cao 07). Esses dados indicam que o marcador
molecular LiABCG4 pode estar diretamente relacionado ao fendtipo de resisténcia a
miltefosina (Figura 23). Ou seja, sendo a relacao entre transportadores ABC e resisténcia
a miltefosina ja relatada em L. infantum (CASTANYZ-MUNOZ et al., 2008), a hipotese
de resisténcia nas cepas tratadas in vivo em Florianopolis é suportada pelas baixas taxas
de transcri¢do de LiMT e LiRos3 e pela transcri¢ao aumentada de ABCG4, corroborando
com a maior taxa de infeccdo e de amastigotas por macrofago, e os valores aumentados
de ICso em T2. Entretanto, apesar de LiABCG6 ter mostrado padrdo aumentado de
transcri¢do na cepa Cao 07, esse gene ndao se mostrou um bom marcador, uma vez que
ndo apresentou concordancia com os demais resultados obtidos para as cepas Cao 05 e
Cao 06.

Por fim, apesar de AQP1 apresentar conhecida participagdo como regulador de
resisténcia a antimoniais (MONTE-NETO et al, 2015), a expressdo da proteina
transmembrana AQP1 também foi relacionada com a resisténcia a miltefosina, sendo o
aumento de sua expressdo vinculado a uma diminui¢ao dos niveis intracelulares a partir
de uma menor absor¢do do farmaco (KULSHRESTHA et al., 2014). Foi observado nos
resultados desse estudo que os niveis de transcricdo de AQP! estdo aumentados apenas
nas cepas provenientes de Floriandpolis cujos caes passaram por tratamento in vivo com
miltefosina, corroborando com os demais resultados obtidos para essas cepas. Entretanto,
ndo foi observada relacdo de susceptibilidade nos isolados considerados sensiveis pelos
parametros anteriores (isolados Cao 01, 02, 03 e 04), denotando ndo somente um possivel
evento mudanca da fase de leitura do gene AQPI para alguns isolados de L. infantum,
como também uma ineficiéncia deste marcador para a investigagdo da resposta a pressao
de miltefosina em parasitos oriundos de cdes diagnosticados com Leishmania spp. Além
disso, a escassez de relatos cientificos vinculando AQP/ com a resposta a miltefosina
pode ser explicada na dificuldade de observagdo de um padrdo coerente em relagdo a
resisténcia em Leishmania spp. € o padrdo de transcricdo desse gene.

Portanto, o presente trabalho destaca que cepas de L. infantum isoladas de caes

naturalmente infectados podem apresentar fendtipos varidveis de resisténcia ou
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susceptibilidade, sendo aparentemente relacionados a regido geografica de onde o animal
provém, bem como as condi¢des de tratamento in vivo, ou também a genética do parasito
e regulacdo génica, ainda que estudos (ESPADA et al., 2021) ndo tenham encontrado
relacdo entre a regido geografica e o perfil de susceptibilidade a miltefosina. Assim,
conclui-se que os isolados Cao 01 e Cao 02 provenientes de Minas Gerais apresentam
fenotipo de susceptibilidade para a miltefosina. Enquanto isso, cepas provenientes de caes
naturalmente infectados por L. infantum em Florianopolis (Cao 03 e Cao 04) sem prévio
contato com a miltefosina in vivo mostraram-se susceptiveis da mesma forma. Em
contraponto, as demais cepas isoladas em Floriandpolis (Cao 05, Cao 06 e Cao 07)
apresentaram padrao de resisténcia a miltefosina. Assim, considerando que as cepas deste
estudo sdo originarias de duas regides geograficas com perfis de transmissdo da LV bem
distintos, podem vir a apresentar diferencas bioldgicas que se refletem na capacidade de
infecgdo e resposta a farmacos. E preciso notar que as areas endémicas do estado de MG
reportam a transmissdo de LVC hé4 mais tempo e com caracteristicas provavelmente
distintas com relacdo a reservatdrios e vetores quando comparadas ao contexto da
transmissdo em Floriandpolis, SC.

Além disso, o trabalho utilizou a caracterizacdo da transcri¢do génica relativa de
genes associados com a resisténcia a miltefosina como forma de interpretacao da resposta
in vivo e in vitro de parasitos provenientes de caes submetidos (ou nao) ao tratamento
para a LVC. Portanto, esse trabalho abre perspectivas para analise de outros genes
relacionados a resisténcia a miltefosina, bem como a analise dos resultados obtidos a nivel
de proteina (protedmica). Além disso, aumentar o numero de cepas inseridas no estudo,
complementando com cepas de outros estados, pode ser vantajoso para o melhor
entendimento da possivel relagao da localizagdo geografica com o padrdo de resposta as
drogas leishmanicidas para busca de marcadores eficientes de resisténcia. A validagado e
comparagdo com aspectos clinicos dos caes submetidos a miltefosina in vivo também
permitird investigar a possivel relacdo entre as taxas de transcricao de genes relacionados

a resisténcia com aspectos de melhora clinica nos animais tratados.
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8. CONCLUSOES

A infectividade in vitro de cepas de L. infantum isoladas de caes naturalmente
infectados apds 31 dias do tratamento com miltefosina no municipio de
Florianépolis (SC) ¢ maior (p<0,001) para macréfagos em relacdo as cepas
isoladas no estado de Minas Gerais;

A infectividade in vitro de isolados de L. infantum oriundos de caes provenientes
de Florianépolis naturalmente infectados e nunca tratados com miltefosina
mostrou-se menor (p<0,001) do que os isolados do parasito provenientes de
animais tratados com a presenca de miltefosina in vitro.

A miltefosina foi capaz de reduzir a taxa de infeccdo in vitro em isolados
susceptiveis de cdes naturalmente infectados e o nimero de amastigotas por
macrdofago, mas ndo nos isolados resistentes;

A concentragdo minima inibitdria (ICso) obtida para cada isolado variou entre as
concentragdoes 0,4 uM e 15,65 uM de miltefosina, de forma que maiores
concentragdes foram correlacionadas com o cendrio de resisténcia a miltefosina;
Hé4 uma tendéncia de transcricdo aumentada dos genes LiMT e LiRos3 nos
parasitos susceptiveis, enquanto uma maior transcri¢ao de LiABCG4 e AQP1 foi
observada nos isolados resistentes;

A ferramenta molecular baseada na quantificacdo relativa da transcri¢ao dos genes
LiMT, LiRos3, ABCG4 e AQPI por RT-qPCR mostrou-se promissora para a
determinagdo de fendtipos de resisténcia ou susceptibilidade em isolados de L.

infantum oriundos de caes naturalmente infectados.
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