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RESUMO

As Leishmanioses afetam cerca de 15 milhdes de pessoas e constiuem
um importante problema de salde publica mundial. O controle da
parasitose baseia-se principalmente na quimioterapia, usando como
medicamento de primeira escolha o antimonial pentavalente SbY
(Glucantime®). O surgimento de resisténcia aos farmacos de uso
clinico, a auséncia de vacinas eficazes, a propagacdo de vetores
resistentes aos inseticidas tornam o controle das Leishmanioses dificil e
complexo. Para entender melhor o papel dos macréfagos na
Leishmaniose humana e estabelecer estratégias para prevenir os efeitos
nocivos da Leishmania, dados sobre os padrdes de expressdo de genes e
proteinas, em Macréfagos Derivados de Mondcitos de Humanos
(MDM) infectados com Leishmania sob condicGes de tratamento, sdo
essenciais. Neste estudo, foram analisadas as alteragdes nos niveis de
expressdo de genes e proteinas de macro6fagos humanos, durante a
infeccdo in vitro por Leishmania braziliensis e tratamento com
Glucantime usando qPCR-arrays, ensaios de Western blot, microscopia
confocal e ensaios de inibicdo usando siRNA. Os resultados indicam
que a infeccdo com L. braziliensis e o tratamento SbY conjuntamente,
modulam a expressdo de genes em macréfagos, em particular aqueles
envolvidos na via de biossintese da glutationa. Anélises de correlagéo
permitiram determinar superexpressao dos marcadores GSTP1, GCLM,
GSR, GSS, TRX e ABCB5 tanto nos niveis do mRNA quanto das
proteinas, em MDM de humanos infectados e tratados quando
comparados ao grupo controle. O estudo da localizagdo subcelular
mostrou que o transportador ABCB5 apresenta uma localizagdo
predominantemente fagolisossomal, indicando que essa proteina
poderia estar envolvida no transporte de Glucantime. Nos ensaios de
inibicdo selectiva o silenciamento dos genes gstel, gss e abchs
aumentaram o efeito leishmanicida in vitro do Sb” induzindo uma
reducdo da sobrevivéncia intracelular de L. brazilienisis em macréfagos
THP-1. Essa resposta foi igualmente confirmada para o gene gstpl onde
os resultados de tempo e concentracdo dependente mostraram que a
redugdo da sobrevivéncia intracelular era observada 24h apds exposicao
ao SbY e a uma dose menor. Nossos resultados sugerem que ha uma
ativacdo de genes envolvidos na defesa antioxidante em macréfagos
humanos como resposta a infeccdo com L. braziliensis e o tratamento
com Glucantime, potencializando a detoxificagdo do farmaco. Conclui-
se que as proteinas GSTP1, GSS e ABCB5 seriam potenciais alvos



candidatos para intervencdo terapéutica mediante a inibicdo seletiva
destes marcadores.

Palavras chaves: Interacdo hospedeiro-patdgeno, Leishmanioses,
Leishmania braziliensis, Transportadores de farmacos, defesa
antioxidante, detoxificacdo, GSTP1, GSS, ABCBS5, Glucantime.



ABSTRACT

Leishmaniasis affects millions of people worldwide and represents a
major public health problem. Leishmaniasis control relies primarily on
chemotherapy, with the mainstay being pentavalent antimony (SbY)
complexed to carbohydrates in the form of sodium stibogluconate
(Pentostam®) or meglumine antimoniate (Glucantime®). Due to the
emergence of drug resistance, the absence of effective vaccines and the
spread of insecticide-resistant vectors, Leishmaniasis control is
becoming extremely difficult and complex. To better understand the
role of macrophages in human Leishmaniasis and to advance in new
strategies to prevent the harmful effects of Leishmania parasites,
information about the protein expression patterns in the context of
Leishmania-infected human monocyte-derived macrophages (MDM)
under drug treatment conditions are essential. In this study, we analyzed
the changes in the expression levels of human MDM proteins during in
vitro infection by Leishmania braziliensis and treatment with
Glucantime using gPCR arrays, Western blot, confocal microscopy and
siRNA inhibition assays. The results indicate that L. braziliensis
infection/Sh" treatment modulated the host gene expression, particularly
in the glutathione biosynthesis pathway. Comparing results from gene
transcription and protein expression analysis, allowed to determine that
GSTP1, GCLM, GSR, GSS, TXN, and ABCB5 were strongly up-
regulated at both mRNA and protein levels when compared to the
control group. Subcellular localization studies showed mostly
fagolissosomal location of the ABCBS transportes, indicating that this
protein may be involved in the transport of Glucantime. Selective
inhibition assays by gene silencing siRNA assays of gstpl, gss and
abch5 showed an increased in vitro leishmanicidal effect to Sb exposure
inducing a decrease in intracellular survival of L. brazilienisis in THP-1
macrophages. This response was also confirmed for gstpl gene in which
the results showed a time and dose-dependent effect in the reduction of
intracellular survival where even at 24 hours of exposure to Sb¥ and a
lower dose of 8 mg/mL significant intracellular leishmanicidal effects
were found. These analyses suggest that, modulations of human MDM
by L. braziliensis infection and Glucantime treatment raise the
activation of genes participating in antioxidant defense enhancing the
drug detoxification. Therefore we concluded that GSTP1, GSS and
ABCBS proteins could be potential targets for therapeutic interventions
by selective inhibition of these markers.



Key words: Human-Leishmaniasis; host-pathogen interaction;
Leishmania braziliensis; GSTP1; GSS; ABCB5, Glucantime.
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1. INTRODUCAO

As espécies de Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), sao
parasitos intracelulares obrigatorios de importancia para a satde publica
nas regides tropicais e subtropicais do mundo. Os parasitos do género
Leishmania spp. causam um amplo espectro de doengas denominadas
Leishmanioses que, dependendo da espécie infectante do parasito e do
status imunolégico do hospedeiro, podem se manifestar em uma
variedade de condig¢fes clinicas com envolvimento cutaneo (LC),
mucocutaneo (LMC) ou visceral (LV). As formas cutaneas simples
podem ser autoresolutivas em cerca de 25% dos casos ou evoluir para
formas desfigurantes como a mucocutanea ou fatais como a visceral
(HERWALDT, 1999; ANTINORI, SCHIFANELLA e CORBELLINO,
2012). Botdo do oriente, ferida brava, Ulcera de Baurl, uta e Ulcera
dechiclero sdo alguns dos nomes populares de lesGes associadas a
Leishmaniose tegumentar. Uma relacdo simplificada das espécies de
Leishmania e as principais formas clinicas em humanos se resume na
Tabela 1.

Tabela 1 Relacéo simplificada entre as espécies de Leishmania e as principais formas clinicas em humanos.
Fonte: (FREZARD e DEMICHELI, 2010)
Distribuicao
geografica

Manifestagdes clinicas Subgénero Espécies

L. (Leishmania) major
Velho Mundo L. (L.) tropica
L. (L.) aethiopica
L. (L.) mexicana
Novo mundo L. (L.) amazonensis

L. (L.) venezuelensis

Leishmaniose cutanea
(L)

Leishmania

L. (Viannia) braziliensis
L. (V.) colombiensis
L. (V.) guyanensis
Leishmaniose tegumentar e L. (V.) panamensis
mucocutanea Novo mundo Viannia L. (V.) peruviana
(LTAe LM) L
L. (V.) lainsoni
L. (V.) naiffi
L. (V.) shawi
L. (V.) lindenbergi
L. (Leishmania) donovani
Leishmaniose visceral Velho Mundo Leishmania )
(L) L. (L.) infantum

Novo mundo L. (L) infantum
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A Leishmaniose Cutanea (LC) é a forma dermotrépica da doenga,
sendo também a mais comum, caracterizada por provocar Ulceras nas
partes expostas do corpo, deixando cicatrizes para toda a vida e pode
gerar alguma incapacidade. Cerca do 95% dos casos de LC ocorrem nas
Américas, Mediterraneo, Médio Oriente e Asia Central. Dois tercos dos
novos casos da LC ocorrem no Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia,
Ird e a Republica Arabe da Siria. Estima-se que 0,7 a 1,3 milhdes de
novos casos ocorrem em todo o mundo anualmente (WHO, 2014). Apds
um periodo de incubacdo de 2 semanas a 3 meses, aparece uma pequena
papula indolor bem delimitada, que evolui para uma ulcera de bordos
elevados e fundo granuloso, acompanhada de prurido e
linfonodomegalia local (Figura 1A). Esta lesdo pode se curar
espontaneamente ap6s meses ou anos de infeccdo, deixando uma cicatriz
hipopigmentada ou evoluir para outras formas da doenca como as
multiplas lesdes metastaticas em dareas ndo contiguas do corpo
(REITHINGER et al., 2007; AMEEN, 2010). Em casos de recidiva apés
a remissao clinica, novas lesbes podem surgir nas bordas ou mesmo
sobre a cicatriz de lesbes resolvidas ha meses ou anos (GOTO e
LAULETTA LINDOSO, 2012). No velho mundo (Hemisfério Oriental),
0s agentes etiolégicos incluim as espécies de Leishmania tropica, L.
major, e L. aethiopica, como também L. infantum e L. donovani. Dentre
as principais espécies no novo mundo (Hemisfério Ocidental)
encontram-se as espécies do complexo de L. mexicana (L. mexicana, L.
amazonensis, e L. venezuelensis) ou as do subgénero Viannia (L. (V.)
braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis, e L. (V.) peruviana).
O subgénero Viannia também é referido como o complexo de espécies
de L. (V.) braziliensis.

Uma variante importante da LC é a Leishmaniose Cutanea Difusa
(LCD), que produz noédulos ndo ulcerados disseminados por todo o
corpo. A disseminagdo supostamente ocorre devido & anergia
imunoldgica de alguns individuos aos antigenos do parasito (AMEEN,
2010; GOTO e LAULETTA LINDOSO, 2012).

Na Leishmaniose Mucocutanea (LMC), ou esplndia, as
manifestacdes iniciais geralmente sdo sintomas persistentes, nasais
incomuns (como congestdo ou sangramento), embora 0s sintomas da
cavidade oral ou da faringe alguns vezes sejam notados em primeiro
lugar. Se ndo tratada, a doenca pode progredir para a destruicdo
ulcerativa da mucosa naso-faringea com perfuracdo do septo nasal
(Figura 1B). A LMC tradicionalmente se refere a uma sequela
metastatica da infeccdo cutanea das espécies de Leishmania do Novo
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Mundo, que resulta da disseminacdo dos parasitos e que evolui
lentamente (3 anos em média) e ndo cura espontaneamente. As espécies
mais comuns neste caso sdo L. braziliensis e L. panamensis. A LMC
geralmente torna-se clinicamente evidente dentro de alguns anos (as
vezes décadas) das lesdes cutaneas originais, que normalmente nao
foram tratadas ou foram tratados insatisfatoriamente. No entanto, lesGes
nas mucosas e pele podem ser notadas concomitantemente
(Leishmaniose Tegumentar Americana, LTA), e em alguns pacientes a
infeccdo cutanea pode ser subclinica. Embora a LC em suas diversas
subclassificacbes e a LMC néo sejam fatais, as cicatrizes causam
estigma e morbidade comprometendo a qualidade de vida do individuo
acometido (GOTO e LAULETTA LINDOSO, 2012).

A forma mais grave das Leishmanioses é a visceral (LV),
conhecida na india como kala-azar, devido & cor escura da pele dos
acometidos, usualmente causada pelas espécies de L. donovani e L.
infantum. A LV é altamente endémica no subcontinente indiano e na
Africa Oriental. Estima-se que 200.000 a 400.000 novos casos de LV
ocorrem no mundo a cada ano. Mais de 90% dos novos casos ocorrem
em seis paises: Bangladesh, Brasil, Etiopia, India, Suddo e Suddo do
Sul. A LV é uma doenga sistémica, fatal que afeta o figado, o bago e a
medula dssea (Figura 1C). Os sinais e sintomas caracterizam-se por
surtos de febre irregular, perda de peso substancial,
hepatoesplenomegalia e pancitopenia. O periodo de incubacéo varia de 3
semanas (excepcionais) a mais de 2 anos, com uma média de 4 a 6
meses. Em alguns casos o individuo pode permanecer assintomatico por
décadas. Devido ao comprometimento do sistema imunolégico, as co-
infeccOes bacterianas e virais (principalmente HIV), sdo relativamente
frequentes e podem ocasionar quadros graves da doenca. A LV
sintomatica é fatal em 100% dos casos quando ndo tratada. O ébito
ocorre pelas co-infecgBes, sangramento massivo ou anemia severa
(CHAPPUIS et al., 2007; WHO, 2014).

A Leishmaniose dérmica pos-calazar (LDPC) é uma complicacdo
da LV oprincipalmente nas &reas endémicas para L. donovani.
Caracteriza-se por uma erupcdo macular, papular ou nodular, geralmente
no rosto, bragos, troncos e outras partes do corpo. 5-10% dos pacientes
com calazar ao leste da Africa e 50% no subcontinente indiano,
desenvolvem essa condicéo clinica. A LDPC, geralmente aparece entre
6 meses € um ou mais anos ap6s a cura clinica aparente da LV.
Portadores de LDPC cronica podem servir como hospedeiros
reservatérios importantes de infeccdo e por tanto considerados como
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uma fonte potencial da infeccdo por kala-azar (ZIJLSTRA et al., 2003;
WHO, 2014).

Figura 1. Manifestagdes clinicas da Leishmaniose. A= Leishmaniose cuténea,
B= Leishmaniose Mucocutanea e C = Leishmaniose Visceral.

Fonte: WHO, 2014.

Entre as espécies de Leishmania que causam a Leishmaniose
Tegumentar no "novo mundo”, aquelas pertencentes ao subgénero
Viannia (L.(V.) braziliensis, L. (V.) peruviana, L. (V.) guyanensis e L.
(V.) panamensis) sdo os principais agentes etiologicos da Leishmaniose
na América do Sul. A grande diversidade genética do complexo L.
Viannia, suas caracteristicas de transmisséo e a baixa patogenicidade em
modelos murinos retardou o progresso nos estudos e consequentemente,
nas estratégias de controle. Em face, a auséncia de uma vacina eficaz e
de medidas sustentaveis de controle vetorial devido a natureza silvestre,
domeéstica e peridoméstica do inseto vetor, priorizar a investigacdo
focada na compreensdo das relagGes hospedeiro-parasito e na otimizacgéo
do tratamento é, portanto, imperativo.

1.1 Ciclo biolodgico de Leishmania spp.

As Leishmania sdo protozodrios heteroxenos que durante seu ciclo
biolégico assumem duas formas evolutivas distintas; promastigota no
flebotomineo (inseto vetor) e amastigota no hospedeiro mamifero.
Fémeas de flebotomineos (Diptera: Psychodidae) do género
Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo) séo os vetores
mais importantes responsaveis pela transmisséo da doenca. Das mais de
700 espécies de flebotomineos conhecidas, cerca de 30 tem sido
incriminadas como vetores do parasito (HERWALDT, 1999). O ciclo de
vida da Leishmania comega com o repasto sanguineo das fémeas de
flebotomineos que ingerem amastigotas que se transformam em
promastigotas flagelados méveis e se multiplicam por divisao binaria no
trato digestivo do vetor, onde se diferenciam para formas infectantes
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denominadas promastigotas metaciclicos. Estes se acumulam nas
porgdes anteriores da hipofaringe do inseto e durante um novo repasto
sanguineo sdo regurgitados no tecido do hospedeiro e rapidamente
fagocitadas principalmente pelos macréfagos, onde no interior do
fagolisossomo se transformam em amastigotas intracelulares que
proliferam através de divisdo binaria (KAYE e SCOTT, 2011;
McCONVILLE e NADERER, 2011). Apds a lise celular causada pela
replicacdo das formas amastigotas, estas podem infectar outros fagdcitos
e/ou serem sugadas pela fémea do vetor em um novo repasto,
completando o ciclo (SACKS e KAMHAWI, 2001; MURRAY et al.,
2005). A transmissdo dos parasitos de Leishmania € antropondtica
(humano-vetor-humano) no subcontinente indiano e Asia, enquanto que
na Africa, Europa e as Américas, é zoonGtica (animal-vetor-humano),
onde roedores, edentados e cdes tem um importante papel como
reservatério (REITHINGER et al., 2007; POSTIGO, 2010; KUMAR e
ENGWERDA, 2014) (Figura 2).
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Ciclo biolégico de Leishmania spp.
(Transmissao antroponética e zoondtica)

Macréfago / b b \ &
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Promastigota promatigota

macrofago
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Figura 2. Ciclo bioldgico e de transmissédo de Leishsmania spp. A
forma promastigota dos parasitos responsaveis pela doenca humana sao
regurgitadas na pele do hospedeiro durante o repasto sanguineo do
flebotomineo fémea (1), e sdo captadas pelos macréfagos do hospedeiro
(2). Os promastigotas se convertem na forma nao-flagelada, amastigota
dentro dos macréfagos (3), e depois se multiplcam por divisdo binaria
(4). As amastigotas sdo liberadas pela ruptura dos macrofagos (5), e sdo
sugadas durante outro repasto sanguineo de outro inseto vetor. A forma
amastigota se converte agora na forma promastigota no intestino médio
do flebotomineo e, em seguida, pode voltar a ser transmitida para outra
pessoa (transmissdo antropondtica) ou para animais que atuam como
reservatorios (transmissdo zoondtica) (6). Fonte: (KUMAR e
ENGWERDA, 2014).

1.2 Tratamento quimioterapico da Leishmaniose.

Atualmente o controle da Leishmaniose depende de evitar a
exposicao ao inseto vetor mediante a protecdo individual ou coletiva, o
uso de inseticidas ou materiais tratados com inseticidas e do tratamento
quimioterdpico. A subnotificacdo de casos, os efeitos colaterais ao
farmaco e os casos comuns de resisténcia do parasito ameagcam esta
estratégia de controle da doenca (LIRA etal., 1999; CROFT, SUNDAR
e FAIRLAMB, 2006; FREZARD e DEMICHELI, 2010). O arsenal
terapéutico disponivel para tratamento da Leishmaniase é reduzido e
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precério. O tratamento basico da doenca consiste na administracdo dos
compostos antimoniais pentavalentes (Sb¥) como antimoniato de
meglumina (Glucantime®, Sanofi Aventis Farmacéutica Ltda),
disponivel no Sul da Europa e América Latina e estibogluconato de
sodio (Pentostam ®, GlaxoSmithKline UK) disponivel nos paises de
lingua Inglesa (Figura 3). Estes substituiram os Antimoniais Trivalentes
(Sb™), moléculas altamente téxicas introduzidas como tratamento da LC
em 1912 pelo médico brasileiro Gaspar Vianna e posteriormente usado
para a LV em 1915 na Sicilia, India e Italia (CROFT e YARDLEY,
2002; LAINSON, 2010).

Os antimbniais pentavalentes continuam sendo os farmacos de
primera linha para o tratamento de todas as formas de Leishmanioses
humana ha mais de 60 anos nas Americas, norte de Africa, Turquia,
Bangladesh, Nepal e India (salvo Bihar), apresentando varias limitagdes
(CROFT e YARDLEY, 2002; MURRAY et al., 2005). Os antimoniais
pentavalentes devem ser administrados por via parenteral, diariamente,
durante um longo periodo de tratamento de pelo menos 3 semanas
(tipicamente, de 20 mg de Sh"/(kg dia) durante 20 - 30 dias). A terapia
com antimdnio estd muitas vezes acompanhada de dor local e
desconforto associados as aplicacGes, e efeitos colaterais sistémicos, os
guais exigem supervisdo médica cuidadosa e que geralmente dificultam
a adesdo do paciente levando ao abandono do tratamento,
principalmente nas éreas rurais. Efeitos colaterais comuns incluem
nauseas, vomitos, fraqueza e mialgia, célicas abdominais, diarreia,
erupgdes cutdneas, hepatotoxicidade e pancreatite e cardiotoxicidade
como o efeito colateral mais grave. Estudos recentes com antimdnio
pentavalente revelaram também a sua eficicia em modelos
experimentais de cancer, hepatite C e AIDS (DUFFIN e CAMPLING,
2002; YAN, JIN e SUN, 2005). Isso pode explicar o renovado interesse
na bioquimica e nos mecanismos de a¢do destes medicamentos antigos e
0 crescente interesse de desenvolvimento inovador de novas
formulagdes dos Sh.
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Figura 3. Estrutura dos antimoniais pentavalentes.

Glucantime ® Pentostam ®
\N+ H OH OH
Hy OH HO

0, o | OH ONa

HO. 'S N Dol e
o J,\O Sp=0=Sb

H\ o, QMo o/ \o

HO Ol S 0

d ™ OH
.- O Non 0
N, O~ 11 . ON

Fonte: (FREZARD et al., 2008; FREZARD et al., 2013).

Além dos antimoniais, outros farmacos tém sido empregados no
tratamento das Leishmanioses, entre os quais se destacam a anfotericina
B, pentamidina, paromomicina e a miltefosina. Em conjunto estes
farmacos sdo considerados como os quimioterapicos de segunda linha, e
sdo particularmente Uteis em casos de ndo resposta ao tratamento com
antimoniais ou em pacientes que apresentam hipersensibilidade ao
antiménio (CROFT e OLLIARO, 2011).

A anfotericina B, um macrolido poliénico, ¢ um antibidtico
antifingico derivado de uma cepa de Streptomyces nodosus, sendo
utilizado para o tratamento da Leishmaniose a partir de 1960, mas
apenas como um farmaco de segunda linha. Este farmaco apresenta uma
excelente atividade leishmanicida com mais de 90% de taxa de cura.
Devido a que o composto puro desencadeia efeitos colaterais graves e
requer um tratamento prolongado e monitorizagdo extensa, a aplica¢do
liposomal intravenosa da anfotericina B é utilizada no momento,
resultando em taxas de cura de 100% em tratamentos de 1-5 dias
(SUNDAR et al., 2010; CROFT e OLLIARO, 2011; STAUCH et al.,
2012). Entretanto, o elevado custo da anfotericina liposomal impede o
seu uso em larga escala (SUNDAR e CHAKRAVARTY, 2013). O
modo de acdo pode ser explicado com base na sua estrutura quimica. O
macrolideo poliénico complexa-se selectivamente com o ergosterol, um
dos principais esterdis das membranas da Leishmania (CROFT e
COOMBS, 2003). A interferéncia com esta molécula resulta no aumento
da permeabilidade da membrana celular que conduz a morte do parasito.
Além disso, ha alguma evidéncia de que a anfotericina B tem um efeito
sobre a resposta oxidativa dos macro6fagos (MUKHERJEE et al., 2010).
No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para elucidar os
mecanismos de acdo deste farmaco.
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A paramonicina (aminosidina) é um antibiético de amplo espectro
obtido da bactéria Streptomyces rimosus variante paromomycinus. E
ativo contra diversos parasitos e no ano 2006 foi introduzido pela
primeira vez como um farmaco anti-leishmania na forma de sulfato de
paramonicina (SUNDAR, JHA, et al.,, 2007). O baixo custo, a
apresentacdo de menos efeitos colaterais, maior eficacia e menor tempo
de administracdo do farmaco esta sendo reavaliada a posibilidade de seu
uso como terapia de primeira linha para pacientes com LV (OLLIARO
et al.,, 2005; SUNDAR et al., 2009). Porem estudos recentes tem
demostrado que esquemas de tratamento a concentracfes altas de 20
mg/kg/dia durante 21 dias apresentaram maior eficacia no tratamento
gue o esquema padrdo de 15 mg/kg/dia durante 21 dias, e que a
combinacdo de tratamento de paramonicina com 0S COMPOStos
antimoniais revelou um bom perfil de seguranca e uma eficécia
comparavel com o esquema de tratamento padrdo de 30 dias dos
compostos antimonias, sugerindo seu uso para o tratamento da LV na
Africa Oriental (MUSA et al, 2010; MUSA et al., 2012).
Adicionalmente, uma meta-andlise de 14 ensaios clinicos randomizados
controlados com placebo mostrou que, a paramonicina tépica parece ter
atividade terapéutica contra as Leishmaniaoses do Velho Mundo e do
Novo Mundo (KIM et al., 2009). A paramonicina por pertenecer ao
grupo de antibidticos aminoglicosideos, seu possivel mecanismo de acédo
envolve a inibigdo da sintese de proteinas (JHINGRAN et al., 2009).

A descoberta da atividade quimioterapica das substancias do grupo
das diamidas, do qual faz parte a pentamidina, foi inteiramente fortuita.
A pentamidina, além de ser relativamente eficaz na terapia da
leishmaniose, é eficaz no tratamento de casos incipientes de
tripanossomiase africana (DOUA et al., 1996). A pentamidina como o
sal de isotionato é comercializada sob 0 nome de (Pentacarinat) ou como
sal de metilsufonato (Lomidine) tém sido usada no tratamento
alternativo tanto para a LC como para a LV desde 1952, e como um
tratamento primario da LDC prodizida por L. aethiopica, sendo usada
com sucesso, em séries de 15 a 20 doses de 2-4 mg/kg/dia. A segunda
série, administrada ap06s intervalo de 1 a 2 semanas, pode ser necesséria
em areas onde se sabe que ndo ha resposta ao tratamento (DAS et al.,
2001; DAS et al., 2009). A alta toxicidade desta droga também é fator
limitante para o seu uso. Hipoglicemia, hipotensdo, alteragdes
cardioldgicas, nefrotoxicidade e, até mesmo, morte repentina foram
descritas (BALANA-FOUCE etal., 1998; LOISEAU e BORIES, 2006).
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A Miltefosina (Impavido®, Zentaris), &€ uma hexadecilfosfocolina
originalmente desenvolvida para o tratamento de cancer, é atualmente o
primeiro e Gnico farmaco administrado por via oral para o tratamento
das Leishmanioses disponivel na Alemanha, Bolivia, Colombia, Estados
Unidos e India. O farmaco é administrado em dose de 2,5 mg/kg/dia
(ndo superior a 100 mg/dia) durante 28 dias. A administracdo da
Miltefosina ndo exige que o paciente seja internado para
acompanhamento, mas é contra-indicado durante a gravidez. No
entanto, apesar das taxas de cura de até 98% (SUNDAR et al., 2012), o
farmaco revela graves efeitos colaterais como vomitos, diarréia e pode
causar desenvolvimento fisiolégico anormal do feto. Além disso, a
droga tem uma meia vida relativamente longa de cerca de 150 horas
(SEIFERT et al., 2007; MALTEZOU, 2010) o que poderia levar ao
rapido desenvolvimento de resisténcia. Devido ao seu uso recente, 0
mecanismo de acdo ainda ndo foi completamente elucidado, mas em
células tumorais o farmaco induz apoptose e altera as vias de sinaliza¢do
celular mediada por lipidios (ARTHUR e BITTMAN, 1998). Um
estudo demonstrou a inducdo de apoptose celular em promastigotas de
L. (L.) donovani (VERMA e DEY, 2004) e L. (L.) amazonensis
(MARINHO et al.,, 2011). Em outros estudos é sugerido que a
miltefosina apresenta propriedades imunomoduladoras (VEHMEYER et
al., 1991; HOCHHUTH et al., 1992; EUE, ZEISIG e ARNDT, 1995).
Outra hipdtese seria a atuacdo sobre o metabolismo de lipidios alquil e
na biossintese de fosfolipides (LUX et al., 2000; RAKOTOMANGA,
LOISEAU e SAINT-PIERRE-CHAZALET, 2004; SAINT-PIERRE-
CHAZALET etal., 2009).

Os possiveis mecanismos de agdo dos principais farmacos
antileishmania usados no tratamento das Leishmanioses sdo resumidos
na Tabela 2.
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1.3 Mecanismo de ac¢do dos compostos antimoniais.

O metabolismo e mecanismo de agdo dos antimoniais
pentavalentes usados na terapia contra as Leishmanioses permanece
pouco conhecido (FREZARD e DEMICHELI, 2010). No entanto, ha
dois modelos principais propostos para explicar esse mecanismo de
acdo. De acordo com o primeiro modelo, é predominantemente aceito
que a forma ativa do Sh é sua forma oxidada +3 (antimdnio trivalente
Sb™). Assim, o ShY funciona como um pré-farmaco que requer a
reducéo biolégica a Sb"', para que ocorra a atividade leishmanicida. O
local desta reducdo, se dentro do parasito (forma amastigota) ou no
macréfago e 0 mecanismo de reducdo (enzimatico ou ndo enzimatico)
permanece controverso na literatura (JEDDI, PIARROUX e MARY,
2011; FREZARD et al., 2013). Esta hipotese de reducio/ativacio foi
apresentada pela primeira vez em 1924 por Bramachari e colaboradores
que trabalharam com o composto SbY uréia estibamina
(BRAHMACHARI et al., 1924). Este estudo pioneiro feito em humanos
demonstrou que além da baixa toxicidade da forma pentavalente do Sb
em relacdo a sua forma trivalente, em parte pode ser atribuida as altas
taxas de excrecéo renal do Sh" quando comparado ao Sh"". Neste estudo
foi demonstrado que, a uréia estibamina Sh" era convertida no interior
do corpo na sua forma Sb"' devido a uma taxa de excregdo bifésica do
farmaco na sua forma SbY, cuja fase tardia era idéntica a taxa de
excrecdo renal observada para o Sh"'. Essa baixa toxicidade Sb"¥ e sua
reducdo para Sb" no corpo foi posteriormente confirmada
analiticamente por Goodwin e Page em 1943 (GOODWIN e PAGE,
1943).

A hipotese de reducio/ativacio é apoiada pelo fato de que Sh™ ¢
consideravelmente mais potente contra o parasito do que Sh" in vitro,
tanto para promastigotas (MOTTRAM e COOMBS, 1985), como para
amastigotas no interior de macrofagos (SERENO, ROY, et al., 2001),
ou para culturas de amastigotas axénicos (amastigotas cultivadas sem
macréfagos) (CALLAHAN et al., 1997; EPHROS, WALDMAN e
ZILBERSTEIN, 1997; EPHROS et al., 1999; GOYARD et al., 2003).
No entanto, o local da redugdo de Sb¥ continua sob debate (FREZARD
etal., 2013).

Uma série de estudos demostraram que o Sb¥ foi ineficaz contra
amastigotas axénicos em cultivo em concentragbes clinicamente
relevantes, mas que teve um efeito sobre amastigotas intracelulares
(ROBERTS e RAINEY, 1993; SERENO et al., 1998; SERENO, ROY,
et al., 2001), sugerindo que a reducdo do Sb" tem lugar no macréfago.
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Em contraste, outros estudos mostraram que o Sh" foi igualmente ativo
tanto em amastigotas axénicos como em amastigotas intracelulares
cultivados em concentragdes semelhantes, sugerindo que a reducdo de
SbY para Sb"' ocorre dentro do préprio parasito (CALLAHAN et al.,
1997; EPHROS et al., 1999; SHAKED-MISHAN et al., 2001). Estas
hipoteses ndo sdo incompativeis, uma vez que é possivel que a reducéo
ocorra tanto no parasito como na célula hospedeira.

Considerando a hipétese de que o Sh” é reduzido a Sb™ na célula,
estudos recentes indicam que pelo menos quatro diferentes tidis podem
agir como agentes redutores ndo enzimaticos nessa conversdo: a
glutationa, o tiol predominante no citosol de células de mamiferos; a
cisteina e a cisteinil-glicina, os principais tiois presentes em lisossomos,
e a tripanotiona, o tiol predominante no citosol de Leishmania
(FREZARD et al., 2001; FERREIRA et al., 2003). Vale ressaltar ainda
gue duas enzimas parasitarias, nominadas redutase tiol dependente
(TDR1) e arsenato redutase (ACR2), mostraram-se capazes de converter
SbY a Sb" dentro da célula, sugerindo a possivel participagdo de
enzimas do parasito nesse processo de reducdo enzimatica (DENTON,
McGREGOR e COOMBS, 2004; ZHOU et al., 2004).

Por sua vez, os alvos de acdo do Sh"' também sdo amplamente
debatidos. Tem sido sugerido que o Sb"" pode destruir ou inibir enzimas
ou proteinas através da ligacdo com os grupos sulfidrila (ROBERTS,
BERMAN e RAINEY, 1995; YAN et al., 2003; CROFT, SUNDAR e
FAIRLAMB, 2006). Estas possiveis enzimas poderiam ser a glutationa
redutase ou a tripanotiona redutase (WYLLIE, CUNNINGHAM e
FAIRLAMB, 2004; YAN, JIN e SUN, 2005). A inibigcdo destas enzimas
causa distarbios no potencial redox do parasito promovendo o efluxo
dos tiois glutationa e tripanotiona, levando & morte celular (FREZARD
et al., 2001; FERREIRA et al., 2003; WYLLIE, CUNNINGHAM e
FAIRLAMB, 2004).

Estudos da década de 1985 sugerem que o Sb" inibe a biossintese
de outras macromoléculas em amastigotas (BERMAN, WADDELL e
HANSON, 1985), possivelmente via perturbacdo do metabolismo
energético, devido a inibigdo de glicdlise e B-oxidacdo de &cidos graxos
(BERMAN, GALLALEE e BEST, 1987). Entretanto, os alvos
especificos nessas vias ndo estdo bem identificados. Estudos mais
recentes tém relatado apoptose em amastigotas tratados com Sh'"'
envolvendo fragmentacdo de DNA e externalizacdo de fosfatidilserina
na superficie da membrana plasmatica (SERENO, HOLZMULLER, et
al., 2001; SUDHANDIRAN e SHAHA, 2003). Entretanto, esses efeitos
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ndo envolvem a via classica mediada por caspase e, portanto, ndo
correspondem a mais rigorosa definicdo de apoptose (SERENO,
HOLZMULLER, et al., 2001; JIANG e WANG, 2004).

Por outro lado, um segundo modelo propde que ha uma atividade
intrinseca do antimdnio contra a Leishmania, onde 0 mecanismo de a¢édo
do farmaco pode estar associado a formacdo de complexos estaveis entre
0 Sb"¥ e os ribonucleosideos, o que pode inibir o transporte de purinas e
gerar a deplecdo dos niveis de ATP e GTP intracelular resultando em
posterior inibicdo da acio da topoisomerase do tipo I, ou também, o Sh"
pode interfer no processo de B-oxidacdo de acidos graxos e glicélise do
parasito (LUCUMI et al., 1998; DEMICHELLI et al., 2002). A figura 4
ilustra as hipo6teses descritas acima.

Figura 4. Dois modelos principais propostos para o mecanismo de a¢édo do
antimonial pentavalente sobre Leishmania spp. De acordo com o "modelo
profarmaco”, Sb¥ é reduzido para Sb", a fim de exercer uma atividade
leishmanicida. De acordo com o "modelo do SbY ativo", Sb¥ apresenta uma
atividade intrinseca leishmanicida.

Modelo de profarmaco Modelo do SbY ativo
Mono e i tiois: Redugdo / Redutasas: Biomoléculas
GSH, Cis, Cis-Gli ¢ T(SH), TOR1, Complexaggo | contendo ribose
ACR2 {Ribonucledsidos,
¢ G 5'.P-D manose)

biomoléculas
Complexagio l _lc_;(g:’)
< Deplegdo de nucledsideos de purina ?

$h(GS);0uSh(TS) Inibigdo do transporte de purina?
Eliminagao através Interferéncia com o metabolismo de purina?

de bombas de efluxo |

Proteinas co Unido Tripanotiona }
?
dedos de Zm&/ 2080\ Redutase (TR) N
v

Expulséo de Zn(l, Complexago nos sitios ativos da TR, Inibigéio da DNA topoisomerase |
Inibigdo da expressdo Inibigao da formagéo de T(SH)2,
de genes essenciais Aumento da susceptibilidade

Celular a estresse oxidativo

}

Apoptose

Fonte: (FREZARD, DEMICHELI e RIBEIRO, 2009).
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1.4  Resisténcia aos compostos antimoniais.

A formula ideal para o controle de uma infeccéo é prevenir a sua
ocorréncia. No entanto, apesar dos esforgos, ainda ndo existe uma
vacina para seres humanos contra parasitas patogénicos. A prevencao e
0 controle de vetores muitas vezes dificies ou invidveis fazem do
tratamento medicamentoso uma das poucas opgles racionais para 0
combate a infeccBes parasitarias.

A selecdo de patdgenos resistentes a drogas € uma ameaca bem
conhecida no tratamento de diversas infecgdes e origens: bacteriana,
viral, fangica e parasitaria. Em geral, o efeito primario na morte celular
do patdgeno induzida ap6s tratamento envolve a interacdo do farmaco
com um ou mais fatores que irdo ativar uma cascata de reagcdes. Como a
guantidade do farmaco no sitio de acdo é extremamente relevante, varios
mecanismos tais como, a diminuicdo no influxo e/ou o aumento do
efluxo da droga e sua inativacdo por diferentes vias metabélicas podem
ser acionados para gerar fenotipos de resisténcia aos farmacos (CROFT,
SUNDAR e FAIRLAMB, 2006).

A existéncia de efeitos colaterais e o fendmeno de resisténcia tanto
natural quanto adquirida tém-se tornado um desafio cada vez maior
(JACKSON et al., 1990; FARAUT-GAMBARELLI et al., 1997; LIRA
et al., 1999). Cepas de Leishmania com diversos graus de resisténcia
tém sido isoladas no Novo Mundo, sendo que L. (V.) braziliensis
frequentemente apresenta resisténcia a tratamentos de curta duracéo ou
em doses baixas (MOREIRA, ANACLETO e PETRILLO-PEIXOTO,
1998). No Velho Mundo, cepas de L. (L.) donovani resistentes ao
glucantime tém sido isoladas de pacientes principalmente na India
(SUNDAR et al., 2001). As principais causas para o0 aparecimento desta
resisténcia incluem: uso indiscriminado do Glucantime nestas areas,
tratamento médico inadequado com doses baixas e descontinuas
(SINGH e SUNDAR, 1995). Recentemente, Perry e colaboradores,
sugeriram que a resisténcia de L. donovani ao antimonial observada na
india pode ser atribuida, pelo menos em parte, a0 aumento da
contaminacdo da agua potavel por arsénico. Estes resultados destacam
como fatores ambientais podem contribuir para o surgimento de
resisténcia a farmacos antimicrobianos e as implicacdes que podem ter
para o desenvolvimento de medicamentos (PERRY et al., 2013).

A resisténcia a fArmacos é um grande impedimento para 0 sucesso
do tratamento das leishmanioses (SUNDAR et al., 2000; GUERIN et al.,
2002; SUNDAR, SINGH e SINGH, 2014). Infelizmente, a analise dos
mecanismos de resisténcia em isolados naturais tem ficado de lado para
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estidios dos mecanismos de resisténcia em parasitos mutantes
resistentes induzidos no laboratério. Para a geracdo de lineas celulares
resistentes induzidas no laboratério, os parasitos de Leishmania spp. séo
expostos a concentraces crescentes do Sb'"' molécula ativa, por
conseguinte, 0s mecanismos de resisténcia envolvidos baseiam-se
principalmente na determinacdo da diminuicdo da concentragdo do
farmaco dentro do parasito (ASHUTOSH, SUNDAR e GOYAL, 2007).
Nestos modelos de estudo, a diminui¢cdo da concentracdo pode ser
explicada pela diminuicdo na captacéo do Sh"', mediante a diminuicdo
da expressdo de AQP1 (canal de captacdo de farmacos) ou pelo aumento
do efluxo/sequestro da droga ativa em complexacdo com os tidis,
mediante um aumento nos niveis de tidis e por amplificacdo dos
transportadores do farmaco. Estes mecanismos tém sido demonstrados
em Vvarios mutantes resistentes laboratoriais (GRONDIN et al., 1997,
LEGARE et al., 1997; HAIMEUR et al., 2000; EL FADILI et al., 2005;
MARQUIS et al., 2005) (Figura 5A).

Na resisténcia natural ao antimonio, os parasitos estdo expostos a
ShY, o que sugere uma etapa extra do mecanismo de resisténcia que
envolve a diminuicdo da converséo da pré-droga Sb¥ para Sh'", tanto a
nivel da célula hospedeira quanto no parasito (Figura 5B). Com base em
alguns estudos realizados com isolados naturais, foi demonstrado que os
parasitos resistentes modulam a expressdo de *-GCS no macréfago
(CARTER et al., 2006), diminuindo assim a concentragdo de GSH e
também alterando a conversdo do Sh" para Sb"' mediada pelas células
no hospedeiro. Por sua vez, o parasito também regula negativamente a
expressdo de enzimas-chaves para a sintese de GSH e T(SH),
(DECUYPERE et al., 2005), reduzindo assim a ativacdo do farmaco
mediada pelos tidis do parasito. Além disso, também restringe a entrada
de Sb" no parasito através de uma reducdo da expressio de AQP1
(GOURBAL et al., 2004; OUELLETTE, DRUMMELSMITH e
PAPADOPOULOU, 2004). Por fim, o Sb"" que entra o parasito pode ser
eliminado da célula por sequestro ou por efluxo dos complexos tiol-
Sb". No entanto, essas etapas ainda precisam ser confirmadas com mais
estudos. Assim, 0 mecanismo de resisténcia ao antimdnio em parasitos
naturalmente resistentes € multifatorial e pode diferir de resisténcia
descrita dos parasitos induzidos a resisténcia no laboratério como se
mostra na Figura 5A e 5B (ASHUTOSH, SUNDAR e GOYAL, 2007).
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Macréfago Macréfago
Sbilll}-Mutante resistente
oy o Sb{V)-Naturalmente resistente
g-,—ccsf gooq
Sb(V)
GSH1 Espermidinat
sbv{ 7 f=osbv<(2] b(v) GSH  Espemidinal

R
AcRz TSHI=C=TS,
TOR1
Tiois ¢

Sbill) Sh(ll)+GSSG

Figura 5. Esquema dos mecanismos de ac¢éo e resisténcia ao antimonio. A)
Mutante resistente ao Sb"' gerado em laboratério. B) Cepa naturalmente
resistente ao Sh" de isolado clinico. A entrada do Sh" no parasito ocorre por um
transportador desconhecido, e Sb"" através da aquagliceroforina (AQP1). Em A)
0 nivel de tripanotiona (TSH) é aumentado devido ao aumento da atividade da
ornitina descarboxilase (ODC) e y-glutamilcisteina sintetase (y-GCS), enzimas
limitantes para a biossintese de tiol. A via de detoxificacdo inclui formacéo de
complexos de Sh"' com o sequestro de TSH e subsequente sequestro via MRPA
amplificado e/ou por bombas de efluxo desconhecidas. Em B) uma menor
expressdo de ODC levaria a uma menor biossintese de tiol, inibindo a ativagéo
de SbY. A diminuicéo da expressdo de AQP1 também restringe a entrada de
Sb"' para o parasito. Sb"" intracelular pode estar envolvido no sequestro ou no
efluxo de conjugados Sh"'-Tiol, enquanto que em macréfagos é conjugado com
GSH e eliminado por transportadores ABC. Fonte: (ASHUTOSH, SUNDAR e
GOYAL, 2007).
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1.5 Estresse oxidativo produzido por compostos antimoniais

O estresse oxidativo é a conseqliéncia inevitavel do metabolismo
aerohico, espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo amplamente definidas
como substancias quimicas que contém oxigénio com propriedades
reativas. Estes ROS incluem a superdxido (O, -) e os radicais livres de
hidroxilo (HO¢), bem como moléculas ndo-radicais, tais como o0
peréxido de hidrogénio (H,0,). Estas moléculas sdo principalmente
derivadas do oxigénio, que é consumido em varias reacdes metabdlicas
gue ocorrem principalmente nas mitocondrias, peroxissomas e no
reticulo endoplasmatico (ER). Estima-se que cerca de 2% do oxigénio
consumido pela mitocondria € reduzido para formar superdxido;
portanto, as mitocéndrias sdo consideradas como fontes importantes de
ROS (FINKEL, 2012; HANDY e LOSCALZO, 2012). Por sua vez, 0s
peroxissomas estdo envolvidos tanto na eliminacdo de ROS
(decomposicao de H,0, mediada pela catalase) como na producéo de
ROS (através da B-oxidacdo de acidos graxos e da atividade da flavina
oxidase) (SCHRADER e FAHIMI, 2006). O ER constitui um ambiente
oxidante que favorece a formacgdo de ligagdes dissulfeto e dobramento
de proteinas, e aumenta os niveis de ROS através da oxidacdo das
proteinas (MALHOTRA e KAUFMAN, 2007). ROS séo
constantemente produzidas por rea¢des enzimaticas e ndo enzimaticas.
As reacdes catalisadas por enzimas que geram ROS incluem aquelas que
envolvem a NADPH oxidase, xantina oxidase, 6xido nitrico sintase
endotelial desacoplada (eNOS), é&cido araquiddnico e enzimas
metabdlicas, tais como as enzimas do citocromo P450, lipoxigenase e
ciclooxigenase. A cadeia respiratéria mitocondrial é uma fonte de néo-
enzimatica de ROS (FINKEL, 2012).

Além disso, os agentes ambientais, como a radiacdo ionizante e
radiacdo UV ou exposicdo a produtos xenobioticos pode gerar ROS
intracelular (Henkler, Brinkmann e Luch, 2010; Gorrini, Harris e Mak,
2013). Este é o caso dos compostos de antimoniais, onde, por exemplo,
Rais e colaboradores 2000, sugeriram que o Sh" prepara os macréfagos
para gerar ROS em resposta a varios estimulos e aumenta a atividade da
NADPH-oxidase, enzima envolvida na producéo de superéxido (RAIS
et al., 2000). Em outro estudo, também tem sido demonstrado que o ShY
induz a producdo de ROS (principalmente H,O,) em macréfagos
infectados por Leishmania através das vias de fosforilagdo de
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), proteina quinase C (PKC), ativacdo
de Ras e sinal-extracelular quinase regulada (ERK) e o 6xido nitrico
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(NO) pelas vias PI3K e p38 proteinas quinases ativadas por mitdgenos
(MAPKS). Estes ROS/RNS posteriormente podem reagir diretamente
com biomoléculas (por exemplo, proteinas, lipidios ou DNA), o que
resulta em a geracdo de estresse oxidativo (MOOKERJEE BASU et al.,
2006).

Portanto, a inibi¢do dessas enzimas ou a adi¢cdo de um quelante de
radicais livres como N-acetilcisteina, inibe a morte mediada por
antiménio de amastigotas intracelulares, refor¢cando a contribuicdo de
ROS na atividade parasitaria mediada por antiménio (MOOKERJEE
BASU et al., 2006). Assim, é evidente que a eficacia de antiménio,
como agente anti-leishmania depende da sua capacidade de gerar
ROS/RNS dentro do parasito e/ou nos fagolisossomos de macréfagos
infectados. Seria racional sugerir que as cepas de Leishmania com maior
guantidade de tidis também possuem uma maior capacidade de eliminar
os radicais livres e, portanto sdo mais propensos a nao responder ao
antimdénio (MANDAL et al., 2007). Por sua vez, na célula hospedeira se
tem observado um aumento na concentracdo de GSH oxidada (GSSG)
intracelular, provavelmente devido a inibicdo da enzima glutationa
redutase pelo Sb"' (CUNNINGHAM, ZVELEBIL e FAIRLAMB, 1994;
WYLLIE, CUNNINGHAM e FAIRLAMB, 2004; WYLLIE e
FAIRLAMB, 2006). Consequentemente o aclimulo de GSSG,
combinado com a perda de glutationa reduzida (GSH) através de efluxo
de Sh", resulta em uma alteracéo significativa do potencial de éxido
reducdo (redox), aumento da producao de ROS e na inducgao de apoptose
nas células tratadas com Sh"' (WYLLIE e FAIRLAMB, 2006).

E bem conhecido que a exposicdo aos compostos Sh" pode causar
lesdo celular e tecidal, em particular no coragéo, pulméo, figado e rins.
No entanto, é geralmente aceito que Sh"", se apresente como residuo nas
formulagBes dos compostos antimoniais pentavalentes (SALAUN e
FREZARD, 2013) ou produzido nos tecidos por meio de redugéo do Sb¥
(BRAHMACHARI et al., 1924; GOODWIN e PAGE, 1943; CROFT,
SUNDAR e FAIRLAMB, 2006; HANSEN et al., 2011), pode ser o
responsavel tanto por estes efeitos colaterais como pelo efeito
leishmanicida da acdo do farmaco, porém a natureza exata dos
mecanismos subjacentes nestes processos ndo estdo bem compreendidos
(FREZARD, DEMICHELI e RIBEIRO, 2009).

Para manter a homeostase redox e eliminar os ROS, os organismos
aerobios estdo equipados com antioxidantes enzimaticos/nao-
enzimaticos e proteinas sequestrantes de metais para prevenir ou
interceptar a formagdo de oxidantes. Além disso, 0s mecanismos de
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defesa antioxidantes sdo ativos para reparar e substituir macromoléculas
danificadas. Assim, existem trés principais sistemas tiol/dissulfeto
envolvidos no controle do estado redox da célula para protege-la contra
potenciais agentes toxicos ou quimicos que causam estresse oxidativo
(HADDAD, 2002). O primeiro deles €é o sistema redox
glutationa/glutationa oxidada (GSH/GSSG), o qual representa o melhor
determinante da capacidade antioxidante em células de mamiferos.
Estudos da inibicdo da producdo de GSH causam efeitos toxicos nas
células e, portanto esta estratégia tem sido utilizada para aumentar a
sensibilidade de organismos patogénicos ou de células cancerosas para
certas drogas ou para modular a resposta imune (GRIFFITH, 1999; LU,
2009). O segundo sistema redox inclue o sitio ativo das tiorredoxinas
ditiol/dissulfeto (Trxred/Trxox) que interagem com um subconjunto
diferente de proteinas, sendo assim um sistema redox distinto ao sistema
da GSH, mas complementar (JONES e GO, 2010). O Gltimo sistema
redox tiol/dissulfeto, é a tripanotiona (N', N°® bis (glutationilo)
espermidina (T[SH],)/dissulfeto tripanotiona (T[S],) que é essencial na
regulacdo da homeostase redox, bem como na defesa contra agentes
quimicos e estresse oxidativo em tripanossomatideos (FAIRLAMB E
CERAMI, 1992; FLOHE, HECHT e STEINERT, 1999; IRSCH e
KRAUTH-SIEGEL, 2004; VICKERS e FAIRLAMB, 2004; IRIGOIN
et al., 2008)

Em resumo, os compostos antimoniais estimulam os macrdfagos
infectados para gerar um  estresse oxidativo/nitrosativo sobre o0s
parasitos intracelulares (RAIS et al., 2000; MOOKERJEE BASU et al.,
2006). Igualmente, a forma reduzida do farmaco Sh"', age diretamente
sobre o parasito e a célula hospedeira perturbando o balango redox
(WYLLIE, CUNNINGHAM e FAIRLAMB, 2004; MEHTA e SHAHA,
2006; BAIOCCO et al., 2009). Esta perturbacdo pode gerar o efeito
citotéxico no hospedeiro e a acdo leishmanicida do farmaco. Além
disso, os tidis apresentam um papel duplo na farmacologia de antiménio
pentavalente. Por um lado, os tidis promovem a ativacdo destes
medicamentos através da reducdo n&o enzimatica de ShY e por outro,
promovem a detoxificacdo do farmaco pela formacdo de conjugados
com o Sh" para o efluxo e/ou sequestro (FREZARD et al., 2013).
Pdérem, nos ultimos anos hd um crescente interesse cientifico nos
estudos dos mecanismos de acdo e resisténcia dos compostos
antimoniais, Desta forma, os mecanismos moleculares envolvidos nestes
processos estdo sendo cada vez mais bem compreendidos o que
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facilitard no curto prazo o estabelecimento de novas estratégias
terapéuticas para o tratamento das leishmanioses.

1.6  Transporte de compostos antimoniais

O estudo de quimioterapicos dirigidos a patogenos intracelulares
deve considerar a internalizagdo do farmaco na célula hospedeira e sua
disponibilizagdo ao patdgeno intracelular. A Leishmania passa a maior
parte de seu ciclo dentro de compartimentos especializados delimitados
por membranas celulares (fagolisosoma). Os mecanismos de captagéo e
efluxo de drogas pela célula hospedeira sdo ainda pouco conhecidos. A
rota de entrada dos antimoniais ainda ndo é clara e devido & acumulagéo
diferencial entre o SbY e Sb'" particularmente observada em
promastigotas e amastigotas de Leishmania, sugere que o Sh"¥ utiliza
diferentes vias de entrada nas células (FREZARD, MONTE-NETO e
REIS, 2014). Os transportadores tipo AQPs, MRP-1 e P-gp tém sido
relacionados ao transporte de compostos antimoniais em células de
mamiferos (JAHN e BIENERT, 2010). AQP-7 e AQP-9 foram descritos
como transportadores de membrana internalizando glicerol e outros
solutos neutros (CARBREY e AGRE, 2009) e também compostos
antimoniais e arseniacais (WYSOCKI et al., 2001; LIU et al., 2002;
BHATTACHARIEE et al.,, 2004; LIU, 2010). Na linhagem celular
leucémica K562, a superexpressdo de AQP-9 leva a acumulagdo
intracelular de Sb e sensibiliza estas células para As" e Shb"
(BHATTACHARIEE et al., 2004). As AQPs tém sido descritas como
transportadoras de Sb em Leishmania e Escherichia coli in vitro
(GOURBAL et al., 2004; MARQUIS et al., 2005). Os genes glpf e
Fpslp, homologos de agp em E. coli e Saccharomyces cerevisiae,
respectivamente, mediam a internalizagio de As'"' e Sb'"' (SANDERS et
al., 1997; JAHN e BIENERT, 2010). Arsénico (As) e antiménio (Sb)
sdo dois metaldides toxicos com propriedades quimicas semelhantes. O
arsénico é classificado como grupo | entre os carcinégenos em humanos
e afeta a salde de milhdes de pessoas através da agua potavel e
alimentos contaminados com este metal (MEHARG, 2004;
BHATTACHARIJEE, 2007; RAHMAN e HASEGAWA, 2011). Por sua
vez, Sh é menos abundante no ambiente do que o As e pouco se sabe
sobre sua carcinogenicidade e mecanismos de acdo (BEYERSMANN e
HARTWIG, 2008; JAHN e BIENERT, 2010). Assim, 0s mecanismos de
internalizacdo, efluxo e detoxificacdo descritos em diferentes tipos
celulares estdo resumindos na figura 6.
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Figura 6. Comparacéo das vias de transporte e detoxificacdo de arsénico e
antiménio em diferentes organismos. (a)= E. coli, (b)= S. cerevisiae, (c)=
Leishmania, e (d)= mamiferos. Em E. coli, o0 arsenito é eliminado do citosol
pelas bombas de efluxo ArsA e ArsB. Na levedura, As" é eliminado do citosol
pela bomba de efluxo Acr3p e do vacuolo pela bomba Ycflp acomplada a ATP
como As(GS);. Em mamiferos, diferentes isoformas da proteina associada a
resisténcia de multiplas drogas (MRP), um homdlogo a bomba de efluxo Ycflp,
participam no efluxo da droga na forma As(GS); para fora das células. Em
Leishmania as bombas de efluxo da membrana plasméatica eliminam os
complexos de As-tripanotiona juntamente com o sequestro no interior de
vesiculas intracelulares por uma proteina PGPA homologa a MRP. Em todos 0s
tipos celulares a captagdo do As"' e Sh"' é facilitada por aquagliceroporinas: Em
bactérias se tem descrito a aquaporina GlpF, em leveduras a Fpslp, em
Leishmania a AQP1 e em mamiferos a AQP7 ou AQP9. Fonte: (ROSEN, 2002;
JAHN e BIENERT, 2010).

Assim como a captacdo, a eliminacdo de compostos antimoniais €
feita em células eucariotas, possivelmente conjugando o Sb com um
grupo tiol mediado por transportadores de membrana tipo P-gp e MRP-1
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(SALERNO e GARNIER-SUILLEROT, 2003). A superexpressao
destes transportadores esta relacionada ao fendtipo de resisténcia ao Sb
em Leishmania e células cancerigenas. Em Leishmania, a P-gp A
(membro da familia de transportadores ABC tipo MRP) confere
resisténcia a compostos antimoniais mediante o seqiiestro de conjugados
de Sb-tiol em vesiculas intracelulares (LEGARE, CAYER, et al., 2001;
LEGARE, RICHARD, et al., 2001). A superexpressio de P-gp (MDR-
1) na linhagem celular cancerosa GLC4, resulta na reducdo significativa
de Sb intracelular, como conseqliéncia de um aumento no efluxo do
composto (VERNHET et al., 1999; VERNHET et al., 2000).

Interessantemente, o papel de transportadores de compostos
antimoniais e de genes de estresse oxidativo de macréfagos envolvidos
no acumulo, distribuicdo e detoxificacdo de Sb em Leishmania
intracelular tém sido praticamente inexplorados. Em um estudo recente,
Mookerjee e cols, demonstraram que a infeccdo in vitro de macréfagos
peritoneais murinos com L. donovani resistente ao Sh, mas ndo com
cepa sensivel a Sh, induz a expressdo dos transportadores de drogas P-
gp e MRP-1 na superficie das células infectadas (MOOKERJEE BASU
et al., 2008). Isto resulta na redugdo de Sb acumulado, permitindo assim
a replicacdo e a sobrevivéncia intracelular do parasito. De modo similar,
os autores demonstram que em mondcitos de pacientes com falha
terapéutica ao SAG (PENTOSTAM ®), os genes MRP-1 e P-gp
estavam superexpressos e as células ndao acumulavam Sb in vitro. A
superexpressao destes transportadores em mondcitos periféricos foi
sugerida como resultado da interacdo destas células com antigenos de L.
donovani resistentes ao Sb (MOOKERJEE BASU et al., 2008).

Recentemente tem sido descrito o envolvimento dos
transportadores ABCB6 e MT2A como responsaveis pela distribuicao
do antiménio SbY em compartimentos intracelulares, indicando que a
superexpressao destes genes promove o0 contato do medicamento com o
patdgeno, potenciando a morte intracelular do parasito (GOMEZ et al.,
2013).

Conjuntamente, estas observacBes sugerem que P-gp, MRP-1,
ABCB6 e MT2A, podem estar envolvidas no efluxo e distribuicdo de
compostos antimoniais nas células do hospedeiro, inibindo o acumulo
intracelular do composto facilitando a sobrevivéncia intracelular do
parasito. Uma pesquisa extensa da literatura mostrou que estes relatos
sdo as Unicas publicacdes que abordam o papel de transportadores de
farmacos em células do hospedeiro infectadas com Leishmania.
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O papel das células hospedeiras na detoxificacdo e no transporte de
farmacos é um conhecimento fundamental para o entendimento da
terapéutica dos antimoniais. Além disso, o conhecimento dos eventos
moleculares provavelmente envolvidos na regulacdo desses fendmenos
permite o estabelecimento de modelos de interagcdo entre o parasito-
antimdnio e sua célula hospedeira, e serve como um ponto de referéncia
para a definicdo racional dos limites que definem a sensibilidade
intracelular do parasito.
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2 JUSTIFICATIVA

As Leishmanioses continuam sendo um problema prioritario de
salde publica e social a nivel mundial (DESJEUX, 2001). Segundo os
relatos da Organizacdo Mundial da Salde, esta doenga é endémica em
98 paises da América Latina, Asia e Africa, onde mais de 350 milhdes
de pessoas encontram-se em risco de contrair a infeccéo, e estima-se que
atualmente cerca de 15 milhdes de pessoas estdo infectadas no mundo
com uma incidéncia anual de dois milhdes de casos (WHO, 2014). Com
uma carga da doenca estimada pela perda de anos Uteis de vida
(DALYs) da ordem de 2,4 milhfes de anos, as Leishmanioses estdo
entre as doencas parasitarias que representam o maior peso econdémico e
social, superada apenas pela malaria (MURRAY et al., 2012). Em uma
andlise global do impacto de todas as doengas infecciosas sobre a salde
humana, as leishmanioses ocupam o nono lugar (WHO, 2014).

Com cerca de 35.000 casos relatados anualmente durante os
Gltimos anos no Brasil (WHO, 2014), e a complexidade de fatores de
risco associados como a migracdo, desmatamento e urbanizagdo da
transmissdo, o panorama epidemioldgico da Leishmaniose no Brasil é
alarmante (DESJEUX, 2001; BERN, MAGUIRE e ALVAR, 2008).

Na auséncia de uma vacina disponivel e a limitada eficacia das
estratégias de controle de vetores, o controle da Leishmaniose depende
principalmente da deteccdo precoce de casos e 0 tratamento
quimioterapico. Contudo, varia¢des na eficacia dos farmacos utilizados
no tratamento das Leishmanioses estdo relacionadas a diferencas na
sensibilidade de espécies de Leishmania a droga, ao sistema imune do
hospedeiro e as propriedades farmacocinéticas da droga, Esses fatores
associados ao desenvolvimento de resisténcia demostram que a resposta
terapéutica é complexa e multifatorial e constitui em uma das principais
razBes para falhas no tratamento quimioterapico (CROFT, SUNDAR e
FAIRLAMB, 2006; REVEIZ et al., 2013).

Sendo a Leishmania um patogeno intracelular e para interferir na
multiplicagdo do patdgeno exercendo a sua agdo, o farmaco deve ser
capaz de atravessar as membranas celulares, tornar-se ativo, encontrar o
seu alvo intracelular, e provocar o dano celular. Além disso, o efeito
deverd ser suficiente para que o patdgeno seja eliminado pela agéo direta
do farmaco, tenha sua replicacdo inibida, ou torne-se susceptivel a
resposta imune do hospedeiro ou finalmente, uma combinacdo desses
efeitos. Contudo, os mecanismos que regulam estes processos sao ainda
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desconhecidos. Portanto, o entendimento dos mecanismos de
detoxificacdo e transporte de farmacos na célula hospedeira, permitirdo
dar bases conceituais para 0 melhoramento da eficicia terapéutica de
farmacos.

No presente estudo pretendemos avaliar a hip6tese de que: A
expressdo diferencial de genes da defesa antioxidante e do
transporte de farmacos em macréfagos humanos esta envolvida na
sobrevivéncia intracelular do parasito, quando expostos ao
tratamento com Glucantime in vitro.
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3 OBJETIVOS:
3.1 OBJETIVO GERAL:

Analisar funcionalmente genes associados ao estresse oxidativo e ao
transporte de farmacos em macréfagos humanos infectados com L.
braziliensis e tratados com Glucantime.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

3.2.1 Determinar a expressdo diferencial de genes envolvidos no
estresse oxidativo e no transporte de fArmacos em macr6fagos humanos
infectados com L. braziliensis e tratados com Glucantime.

3.2.2 Avaliar a expressdo de proteinas envolvidas na defesa
antioxidante e no transporte de farmacos em macrofagos humanos
infectados com Leishmania e expostos ao Glucantime.

3.2.3  Determinar o papel funcional de genes envolvidos na defesa
antioxidante e no transporte de farmacos sobre a sensibilidade in vitro
de L. braziliensis em macréfagos humanos infectados e tratados com
Glucantime.
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4 METODOLOGIA

4.1 Parasitos, cultivos celulares, selecdo de doadores e
isolamento de mondcitos de sangue periférico.
4.1.1 Parasitos

Foram utilizadas promastigotas de Leishmania Viannia braziliensis
(MHO/BR/75/M2904) mantidas a 26°C através de repiques semanais
em meio Schneider's Insect medium suplementado com 10% de soro
bovino fetal (SBF), 100 Ul/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina (HENDRICKS e WRIGHT, 1979). Promastigotas em
fase estacionaria (6° dia) de cultivo em meio Agar sangue bifasico a
26°C (REY et al., 1990) foram utilizados nos ensaios de infeccdo dos
macréfagos. Para tanto, os parasitos foram lavados duas vezes em DPBS
1X (Dulbecco’s buffered saline solution) por centrifugacdo a 900 x g
por 10 minutos e opsonizados durante 1 hora a 34°C em RPMI 1640
suplementado com 10% de soro AB humano inativado a 56°C por 30
minutos (ROMERO et al., 2010).

4.1.2 Linhagem Celular THP-1

A linhagem celular THP-1 (ATCC® TIB202™) foi cultivada em
meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SBF, 2 mM de glutamato,
100 UI/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina. Macrdfagos da
linhagem celular THP-1 foram obtidos pela diferenciacdo das células em
fase logaritmica utilizando meio de cultivo contendo 50ng/mL de
forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) (SERENO, GUILVARD, et al.,
2001).

4.1.3 Isolamento e cultura de macr6fagos humanos derivados de
mondcitos de sangue periférico (MDMs).

Sangue periférico (150 mL) foi coletado de cinco voluntarios
adultos saudaveis, de acordo com o protocolo e com termo de
consentimento livre esclarecido (TCLE) aprovado pelo comité de ética
da Universidade Federal de Santa Catarina (processo 2190 FR: 453659)
e conduzidos em conformidade com as diretrizes nacionais e
internacionais para a protecdo de seres humanos contra 0s riscos de
pesquisa. Os cinco doadores foram selecionados de uma triagem de 20
individuos oriundos de areas nao-endémicas para Leishmaniose e que
foram negativos para a infeccdo por Leishmania spp avaliada por PCR
usando os iniciadores 150 (5° GGG(G/T) AGGGGCGTTCT(C/G)CGAA
3’) e 152 (5> (C/G)(C/G)(C/G)(A/T)CTAT(A/T)TTACACCAACCCC
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3”) dirigidos a um fragmento de 120 pb da regido conservada do
minicirculo do KDNA (VOLPINI et al.,, 2004). As caracteristicas
avaliadas e os resultados da triagem nos 20 doadores saudaveis estdo
apresentados na Tabela S1 pag. 151.

Células mononucleadas do sangue periférico (PBMC’s) foram
isoladas mediante centrifugacdo num gradiente de Ficoll-Histopaque.
Os monacitos foram diferenciados para macréfagos pela aderéncia em
placas sob procedimentos padrdo (WAHL et al., 2006). Resumidamente,
1x10" células (PBMC’s) foram semeadas em placas de seis pocos
durante 2 horas a 37°C para adeséo celular. Apds a lavagem, as células
aderentes foram diferenciadas para macrofagos derivados de mondcitos
(MDM), durante sete dias em cultivo (37°C, 5% de CO;), em meio
RPMI 1640 suplementado com 20% de plasma autélogo humano até sua
utilizagdo nos ensaios de infecgdo com L. braziliensis e tratamento com
Glucantime como descrito no item 4.2.

4.2 Infeccdo de macrdéfagos com L. braziliensis e tratamento
com Glucantime.

Os macro6fagos (derivados de THP-1 e MDM de humanos) foram
infectados com promastigotas de L. braziliensis opsonizadas na
proporcdo parasito:célula de 10:1. A interacdo das células com os
parasitos foi de 1 hora em meio RPMI livre de soro bovino fetal (SBF) a
34°C e 5% de CO, e os parasitos livres foram removidos mediante trés
lavagens com D-PBS. Ap6s 24 horas de incubacdo (34°C, 5% CO,)
tempo necessario para o desenvolvimento completo de amastigotas
intracelulares, os macrofagos infectados foram tratados com
Glucantime® (antimoniato de meglumina Sh") na concentragdo de 32
ug/mL (Clso determinada experimentalmente) por 48h com reposicéo do
Glucantime® as 24 horas e incubadas a 34°C, 5% de CO, (ROJAS et al.,
2006). As amostras foram coletadas e armazenadas diretamente em
Trizol (Invitrogen) para a avaliacdo do perfil de expressdo génica por
PCR array ou precipitadas para a determinacdo da expressdo de
proteinas por Western blot. Em paralelo, células foram semeadas em
chamber slide e infectadas. Apds 24 horas de infeccdo as monocamadas
infectadas foram tratadas com Sbh"¥ como se describe acima neste mesmo
paragrafo ou ndo tratadas e coradas pelo Giemsa e o percentual de
células infectadas e o numero de parasitos por célula determinado pela
contagem microscopica (objetiva de 100X) de 200-300 células/poco. A
sensibilidade intracelular de L. braziliensis ao Sb" foi determinada pela
porcentagem de sobrevivéncia medida pelo percentual de carga
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parasitaria (Equacdo 1). O indice parasitario (IP) foi determinado pela
(Equacdo 2) e a reducdo do porcentual de células infectadas pela
(Equacdo 3) conforme descrito por (SERENO, GUILVARD, et al.,
2001). Todos os ensaios foram realizados em duplicata ou triplicata e a
avaliacdo das laminas feita de forma codificada, sendo a revelagdo do
cadigo feita somente apos a finalizagao das leituras.

Equacdo 1:
% Sobrevivéncia = Nimero médio de amastigotas/células tratadas x 100
Numero médio de amastigotas/células sem tratamento
Equacéo 2:
% redugdo do IP =100 - Média de amastigotas/células aadasX % células infectadas atadas x 100
Média de amastigotas/células nso tratadasX % Células infectadas nao tratadas
Equacéo 3:
% Infecgdo = Numero médio de células infectadas yaadas x 100

NUmero médio de células infectadas nso tratadas

4.3  Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido com o RNeasy Mini Kit (QIAGEN)
seguindo as instru¢Bes do fabricante. O RNA obtido foi dosado em
espectrofotdmetro PicoDrop P200 (PicoDrop Technologies). A sintese
do cDNA foi realizada utilizando-se o RTFirstStrand kit
(SABiosciences). Setecentos nanogramas de RNA total foram
submetidos a transcricdo reversa em um volume final de 20 uL seguindo
as recomendacBes do fabricante e incluindo um passo adicional de
eliminacdo do ADN genémico recomendado pelo fabricante. A
transcriptase reversa foi inativada por aquecimento a 95 °C durante 5
min. O cDNA foi diluido pela adicdo de agua livre de RNase (91uL) e
armazenado a -20 °C até a sua utilizacao.

4.4 Ensaios de expressdo de genes de estresse oxidativo e de
transportadores de medicamento em MDM de humanos.

Os niveis de expressdo génica de genes mt3, aqp9, pgp e mrp
classicamente envolvidos no transporte do Glucantime foram avaliados
através de RT-gPCR. Adicionalmente foram avaliados outros genes
putativamente envolvidos neste processo através de PCR-Array, com o
objetivo de entender o possivel papel do macréfago no modo de agdo do
Sb¥ contra a Leishmania, analises da expressdo proteica foram
realizadas mediante Western blot.

4.4.1 Andlise da expressdo génica de mt3, aqp-9, mdr-1 (pgp) e
mrp-1 em macré6fagos humanos por RT-qPCR.

Como prova de conceito foi realizada a avaliacdo da expressdo
génica desses genes classicamente envolvidos no transporte de
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medicamento através de RT-gPCR em macrofagos humanos. A
amplificacdo dos genes de interesse foi realizada empregando-se 0
sistema "TagMan® Amplitaq Gold Universal Master Mix"
(AppliedBiosystems) e sondas e oligonucleotideos especificamente
desenhados para sua amplificagdo, seguindo as recomendacBes do
fabricante (AppliedBiosystems). O gene gapdh foi utilizado como gene
normalizador e os dados foram obtidos por RT-gPCR utilizando um
termociclador  AppliedBiosystem 7900 (AppliedBiosystem). As
caracteristicas quanto ao tamanho do fragmento amplificado e eficiéncia
de amplificacdo podem ser consultadas mediante cadastro no site do
fabricante AppliedBiosystem
https://www.lifetechnologies.com/br/en/home.html). O controle da
variacdo intra e inter ensaio e da eficiéncia de amplificacdo dos
iniciadores foi controlada utilizando o gPCR Human Reference Total
RNA control (Ndmero de catadlogo 636690) de Clontech, segundo as
especificacdes do fabricante.

4.4.2  Andlise de Arrays em MDM de humanos.

Nos ensaios de expressdo génica por PCR arrays foi utilizado
cDNA sintetizado a partir do RNA isolado de macr6fagos humanos
infectados e nédo infectados com L. braziliensis, tratados ou ndo tratados
com Sh. A avaliacéo dos niveis de expressdo génica em 168 genes por
PCR arrays foi feita utilizando o kit (The Human Oxidative Stress e o
The Human Drug Transporters RT? Profiler™ PCR Array, nimero de
catalogo PAHS-065Z e PAHS-070Z, respectivamente, QIAGEN)
seguindo as especificacGes do fabricante. O agrupamento funcional da
matriz de estresse oxidativo se divide em 2 grupos implicados na defesa
antioxidante (Glutationa peroxidases (GPx), outras peroxidases,
peroxiredoxinas (TPx)), outros antioxidantes e o grupo de genes
envolvidos no metabolismo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
como (Superoxido dismutases (SOD), Outros genes envolvidos no
metabolismo de superéxidos, genes de resposta a estresse oxidativo e
transportadores de oxigénio) Tabela S2 pag. 153.

A matriz de transportadores de farmacos se divide em 7 grupos
funcionais implicados no transporte de farmacos dentro dos quais estdo
os transportadores da familia ABC, transportadores carreadores de
solutos (SLC) e outros transportadores como (H+-ATPase vacuolar,
bombas de cobre, aquaporinas, proteina principal da Vault e canais de
anions voltagem-dependentes) Tabela S3 pag. 157. Para o
desenvolvimentos desta tese foram utilizados iniciadores validados pelo
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fabricante e as suas caracteristicas quanto a o tamanho do fragmento
amplificado, eficiéncia de amplificagdo e Tm podem ser consultadas
gene a gene mediante prévio cadastro no site do fabricante QIAGEN
(http://www.giagen.com).

Os experimentos de PCR-array foram realizados nas seguintes
condicdes de temperatura: Ativacdo inicial da DNA polimerase por 10
min a 95°C, seguido de 40 ciclos por 15s a 95°C e 1 min a 60°C (fase de
guantificacdo) e por final uma fase de analises da curva de dissociacao
usando o modo padrdo no instrumento ABI 7900HT FAST
(AppliedBiosystem).

As andlises dos dados de PCR arrays e a determinagdo dos niveis
de expressdo foram realizadas utilizando a plataforma em linha de
analise de arrays disponibilizada pelo fabricante
(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php). A
média de cinco genes referencia [beta-2-microglobulin (b2m),
hypoxanthine phosphoribosyl transferase 1 (hprtl), ribosomal protein
L12a (rpll3a), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (gapdh), e
S-actin (actb)] foram utilizados para obter os valores de ACt para cada
gene de interesse. Os niveis de expressdo relativa foram calculados
usando o método do 2°(**“") comparando os niveis de expressdo de
cada gene em MDM infectados com L. braziliensis, MDM de humano
tratados com Glucantime e em MDM infectados com L. braziliensis e
tratados com Glucantime vs os niveis de expressdo em MDM sem
infeccdo e sem tratamento com Glucantime como controle.

45 Analises de expressado de proteinas de estresse oxidativo e de
transporte de farmacos em MDM.

Extratos proteicos totais foram obtidos de macréfagos humanos
recoletados segundo descrito no item 4.2. Os precipitados de células
foram lavadas como D-PBS 1X e lisados por repetidos ciclos de
pipetagem em tampéo de lise contendo (0,25 M sucrose, 0,25% Triton
X-100, 10 mM EDTA) e um coquetel de inibidores de proteases
(Sigma-Aldrich). O debri celular foi removido mediante centrifugagdo a
12,000 x g por 20 min at 4 C (ROMERO et al., 2014). A concentracdo
de proteina nos extratos foi determinada pelo micrométodo de Bradford
(Biorad) usando BSA como padrdo e os extratos proteicos foram
estocadas a -20°C até o seu uso. Extratos proteicos sol(veis (22 pg) das
diferentes condicdes de MDM de humanos foram separadas por
eletroforese em gel SDS-PAGE (12% ou 15%), de acordo com o
tamanho da proteina predita e eletrotransferidas para membranas de


http://www.qiagen.com/
http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php
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nitrocelulose (GE Healthcare) com tampdo de transferéncia (25 mM
Tris; 192 mM de glicina; 20% (v/v) metanol, pH 8,3) usando métodos
padrdo (GALLAGHER et al., 2008). As membranas foram bloqueadas
com 5% de leite desnatado em tampdo de bloqueio (25 mM Tris-HCI
pH 7,4; 150mmM NaCl 0,1 % Tween-20) por 1 h a temperatura
ambiente. Ap6s do blogueio as membranas foram incubadas por 1 h a
37°C com os seguintes anticorpos monoclonais: anti-CAT (sc-365738),
anti-GPX1/2 (sc-74498), anti-GSR (sc-133136), anti-GSS (sc-365863),
anti-GSTP1 (sc-66000), anti-SOD3 (sc-376948), anti-TRX (sc-166393),
anti-ABCB11 (sc-74500) produzidos em camundongo, e com o0S
anticorpos policlonais anti-GCLM (sc-22754), anti-ABCB6 (5c-98685),
anti-SLC22A1 (sc-133866) produzidos em coelho, anti-ABCB5 (sc-
104019) e anti-actina produzidos em cabra. A actina foi utilizada como
proteina normalizadora no ensaio de expressao proteica. Os anticorpos
primarios foram usados na diluicdo de 1:200 ou 1:400. Apds de cinco
lavagens, as membranas foram incubadas com anticorpos secundarios
anti-lgG de camundongo, coelho ou de cabra conjugados com
peroxidase (1:10.000) por 1 hora a 37°C e a seguir as membranas foram
lavadas e reveladas através da utilizacdo do kit ECL (Pierce) de acordo
com as recomendagdes do fabricante. As anélises de densitometria dos
resultados de Western blot foram realizadas usando o software Image J
1.463r subtraindo o ruido de cada blot antes de medir a intensidade da
banda especifica. A intensidade da banda das proteinas de interesse vs a
intensidade da banda de seu correspondente controle de carga (jB-
ACTINA) foi usada para determinar a expressao relativa em cada uma
das amostras avaliadas. Os anticorpos utilizados nesta tese estdo
comercialmente disponiveis pelo fabricante Santa Cruz.

4.6 Analise da funcéo de genes associados a defesa antioxidante
em macro6fagos THP-1 humanos.

4.6.1 Localizagdo celular do Transportador ABCBS.

A localizacdo celular dos transportadores é fundamental para
determinar sua atividade de transporte. Para avaliar se o tratamento com
Glucantime® ou a infeccdo por Leishmania afeta a localizacdo
subcelular dos transportadores, macréfagos da linhagem celular THP-1
submetidos as condicfes experimentais anteriormente descritas, foram
lavados duas vezes com PBS 1X. Posteriormente, as células foram
fixadas com 4% de paraformaldeido por 10 min a temperatura ambiente
e permeabilizadas por 5 min com PBS 1X e 0,05% Triton X-100.
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Depois do blogueio com BSA a 1% em PBS 1X, os macrofagos em
chamber slide foram incubados com o anticorpo especifico contra o
transportador ABCB5. A co-localizacdo do transportador com vacutolos
parasitéforos contendo Leishmania foi realizada mediante dupla
marcacdo com o marcador de fagossomo LAMP-1 (sc-20011) e os
anticorpos secundarios AlexaFluor 488 e AlexaFluor 594 (Life
Technologies). O corante Hoechst H6024 (SIGMA-ALDRICH) foi
utilizado como marcador nuclear. Apds a montagem das ld&minas com
Hydromount, as células foram visualizadas e analisadas em microscépio
confocal laser Leica SP5 (Leica Microsystems, Wetzlar,Germany)
objetiva de 63X. Os procedimentos de localizagdo celular do
transportador ABCB5 foram realizados seguindo os protocolos padrdo
do Laboratério de Biologia Celular, Instituto Carlos Chagas/Fiocruz-
Curitiba, Brasil e realizados em colaboragdo com o Dr. Maurilio José
Soares.

4.6.2 Estudos de inibicdo especifica dos genes gstpl, gss, trx e
abcb5 em resposta a infeccdo com L. braziliensis e o tratamento com
Glucantime® em macro6fagos THP-1 humanos.

Os estudos de funcionalidade dos genes gstpl, gss, trx e abch5
foram realizados pela inibicdo especifica do gene utilizando trés
sequencias de siRNA validadas para cada alvo de interesse em
macrofagos humanos THP-1 (Tabela S4 pag. 161) seguindo o protocolo
descrito pelo fabricante (QIAGEN), com alguns modificacbes. Para
tanto, 2,5 x 10° macréfagos THP-1 diferenciados como descrito no item
4.1.2 em placas de 24 pocos ou 1 x 10° macréfagos THP-1 diferenciados
em Chamber Slide foram transfectados usando o reagente de transfeccéo
HiPerFect (QIAGEN). Vinte e cinconM de cada sequencia de siRNA
para cada alvo (gstpl, gss, trx, abcb5 e actina) foi acrescentado a um
volume de 100 uL de RPMI sem soro e a seguir 9 uL. do reagente de
transfecgdo foi adicionado. A mistura foi incubada por 10 min a
temperatura ambiente para permitir a formacdo do complexo de
transfeccdo SsiRNA gene Alvo-HiPerfect. O complexo formado foi
deixado em contato com as células por 6 h em volume final de 600 pL
de meio RMPI sem soro em atmosfera controlada. Apds as 6h, o meio
foi trocado e as células permaneceram por mais 1h em atmosfera
controlada e posteriormente foram usadas para realizar as infeccGes com
L. braziliensis e o tratamento com Glucantime como descrito no item
4.2.
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A manipulacdo bem sucedida do gene de interesse foi confirmada
por meio de RT-gPCR do mRNA e analise mediante ensaios de Western
blot nas linhagens celulares selvagens e mutantes, usando iniciadores
especificos para 0s genes e anticorpos para as proteinas de interesse
seguindo os procedimentos padronizados descritos no item 4.4 e 4.5. As
caracteristicas dos iniciadores estdo detalhadas na Tabela S5 pag 162.
Para avaliar o efeito da inibicdo dos genes gstpl, gss, trx, abcb5 e -
actina na sensibilidade intracelular de Leishmania ao SbY em
macréfagos THP-1 foi determinada a porcentagem de sobrevivéncia
intracelular como descrito no item 4.2.

Em todos os experimentos um controle de ndo silenciamento
nonsilencing scrambled siRNA (AllStars negative control AF488,
QIAGEN), que ndo tem homologia conhecida em genes de mamifero,
foi utilizado como um controle negativo e como controle positivo
utilizamos o siRNA HSACTBS6, que tem como sequencia alvo o gene de
expressdo constitutiva g-actina. A utilizagdo de um controle negativo de
siRNA modificado com o fluoréforo permitiu fazer o seguimento da
eficiéncia e estabilidade de transfeccdo ao longo do experimento
utilizando microscopia de fluorescéncia.

4.7 Analises de Dados.

Os resultados foram expressos como porcentagens, médias e desvio
padrdo ou erro padrdo segundo indicado nos graficos. As analises
comparativas das varidveis quantitativas foram realizadas utilizando o
teste T-Student, ou anélise de varidncia ANOVA de uma ou duas vias.
Para a determinacdo de correlacdo entre as variaveis foi usado o teste
ndo paramétrico de coeficiente de correlagdo de Spearman. Em todos os
experimentos foram determinados coeficientes de variacdo para a
determinacdo da variacdo intra e inter ensaios. As analises estatisticas
foram realizadas utilizando o software Graphpad 5.0. Diferencas de
p<0,05 foram consideradas estatisticamente significantes.
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5 RESULTADOS.

O Tratamento com Glucantime afeta a sobrevivéncia intracelular
de L. braziliensis em MDM de humanos.

Neste estudo, como prova de conceito, a sensibilidade intracelular
de L braziliensis em MDM de humanos de doadores saudaveis foi
determinada quando estas células infectadas foram tratados com Sh" a
uma dose de 32 pg/mL. Os resultados de sensibilidade obtidos a partir
dos dados da sobrevivéncia intracelular e da diminuicdo do indice
parasitario por microscopia, claramente distinguem o grupo de MDM de
humanos infectados com L. braziliensis do q/rupo MDM de humanos
infectados com L. braziliensis tratados com Sb” (Figura 7A e 7B). Neste
Gltimo grupo houve uma diminuicdo significativa (p= 0,03) na
porcentagem de sobrevivéncia intracelular e na porcentagem de redugéo
do indice parasitario do 54,8% e 67,1%, respectivamente (Figura 7A e
7B).

Contrariamente ao obtido na avaliacdo da sensibilidade ao Sh"
utilizando os parédmetros de sobrevivéncia e indice parasitéario, a
estimativa obtida a partir da porcentagem de células infectadas, nao
permitiu discernir significativamente entre os grupos de MDM de
humanos infectados tratados dos infectados e ndo tratados (Figura 7C).
Na avaliacdo da sensibilidade pela porcentagem de células infectadas
houve uma diferencia de 16,6% entre o grupo MDM de humanos
infectados e o grupo de MDM infectados e tratados, mostrando a
incapacidade de discriminar entre os grupos de estudo utilizando este
parametro.

Destaca-se igualmente que houve uma variacdo de 18%
(estatisticamente ndo significativa) na percentagem de reducéo do indice
parasitario em macréfagos provenientes dos cinco voluntarios saudaveis
selecionados para os estudos de avaliacdo da expressdo génica e
proteica, mesmo tendo usado individuos com caracteristicas similares
guanto a capacidade de diferenciacdo a MDM.
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Efeito do tratamento com Glucantime e a infeccdo com L.
braziliensis sobre os niveis de expressdo génica nas vias de estresse
oxidativo e de transportadores de farmacos em MDM de humanos.

Para avaliar os perfis de expressdo de genes em MDM de humanos
em resposta a uma infecgdo prolongada com L. braziliensis, ao
tratamento por 72 horas com Glucantime ou simultaneamente com as
duas condicGes, foram utilizados matrizes de PCR (PCR arrays)
comercialmente disponiveis, de 84 genes da via de estresse oxidativo e
84 genes transportadores de farmacos. Neste estudo usando um ponto de
corte arbitrario nos niveis de expresséo diferencial trés vezes maior que
0 grupo controle (MDM de humanos sem infec¢cdo e sem tratamento),
encontramos que 19,6% (33/168) dos genes foram regulados
positivamente no grupo de MDM de humanos infectados com L.
braziliensis e tratados com Glucantime (Figura 8A, Tabela S6 e Tabela
S7 pag. 163 e 168). Dos 33 genes regulados positivamente no grupo de
MDM de humanos infectados e tratados com Sh”, 54,5% (18/33) deles
pertencem a via de estresse oxidativo e 45,5% (15/33) ao transporte de
farmacos (Figura 8B e 8C).

Entre os genes diferencialmente expressos no grupo de MDM de
humanos infectados com Leishmania e tratados com Sb, encontram-se
0s genes que codificam para gstpl (Glutationa S-transferase pil), gss
(Glutationa sintetase), gsr (Glutationa redutase), gpx2 (Glutationa
peroxidase 2 gastrointestinal), gpx3 (Glutationa peroxidase 3 de plasma,
cat (Catalase), hmoxl (Heme oxygenase (decycling) 1), TRX
(Tioredoxina), abch5 (ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP),
member 5), abcb6 (ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP),
member 6), abcbll (ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP),
member 11), slc7all (solute carrier family 7 (anionic amino acid
transporter light chain, xc- system), member 11), slc22al (solute carrier
family 22 (organic cation transporter), member 1), 0s quais apresentam
valores nos seus niveis de expressdo entre 3,06 e 15,98 vezes mais
elevados que o grupo controle, sendo que o gene gstpl foi o que
apresentou o0 maior valor e 0 gene gpx3 0 que teve 0 menor valor de
regulacdo positiva (Tabela S6 e Tabela S7).
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B Estresse Oxidativo
L. braziliensis

A

L. braziliensis

C Transportadores de
farmacos

L. braziliensis

L. braziliensis + SbY sbY

L. braziliensis + SbY SbY

Figura 8. Grafico de Venn apresentando o nimero de transcritos regulados
positiva e negativamente em MDM de humanos. A= Nimero total de genes
transcritos comuns ou diferencialmente expressos em MDM de humanos. B=
NUmero de genes transcritos da via de estresse oxidativo. C= NUmero de genes
transcritos da via de transportadores de farmacos. Seta para cima indica genes
regulados positivamente; seta para baixo indica genes regulados negativamente;
o sinal de igual indica o nimero de genes transcritos que permaneceram
inalterados nos MDM de humanos. MDM infectados com Leishmania
braziliensis (circulos vermelhos), MDM de humanos tratados com Sh" (circulos
azuis) e MDM de humanos infectados e tratados com Sb" (circulos verdes).
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Destaca-se igualmente neste grupo de macrdfagos infectados e
tratados, que 22 dos 33 genes exibiram valores de regulagdo positiva
aumentados preferencialmente neste grupo sendo que 45,45% (10/22)
deles pertencem a via de estresse oxidativo e 54,54% (12/22) ao
transporte de farmacos (Tabela S6 e Tabela S7).

Os resultados indicam que a infeccdo por L. braziliensis
conjuntamente com o tratamento com Sh" modula significativamente a
expressdo de genes no hospedeiro, principalmente aqueles envolvidos na
via de biossintese da glutationa, defesa antioxidante e no transporte de
farmacos, que putativamente podem estar envolvidos nos mecanismos
de detoxificacio de Sb¥ (Tabela 3).

Efeito na modulacdo da expressdo génica no grupo de MDM de
humanos tratados com Glucantime e no grupo de MDM de
humanos infectados com L. braziliensis.

As analises de agrupamento dos genes avaliados das vias de
estresse oxidativo e transportadores de farmacos em MDM de humanos,
também permitiram determinar que o 16,7% (28/168) dos genes
apresentaram uma regulacdo positiva no grupo de MDM tratados com o
SbY (Figura 8A, Tabela S6 e S7). Dos 28 genes com regulago positiva,
10 genes apresentaram modulacgdo positiva exclusivamente neste grupo,
70% (7/10) dos genes pertencem a via de estresse oxidativo e 30%
(3/10) pertencem a via de transportadores de farmacos (Figura 8B, 8C).
Interessantemente o gene gclm (Glutamate-cysteine ligase, modifier
subunit) apresentou o mais alto nivel de expressdo diferencial neste
grupo, com um valor de 9,73 vezes (Tabela 3). Por sua vez, no grupo
MDM infectados com L. braziliensis, dos 10 genes identificados
regulados positivamente, nenhum deles foi modulado exclusivamente
neste grupo (Figura 8A). Porém, os genes abch5 e abcd4, pertencentes a
via de transportadores de farmacos da familia ABC, apresentaram 0s
maiores valores de regulagdo positiva, com valores de 17,06 e 19,75
vezes, respectivamente (Tabela S7).
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Regulacédo negativa na expressdo génica mediada pelo tratamento
com Glucantime e a infec¢do com L. braziliensis.

Igualmente as andlises de expressdo génica mostraram que 0 2,4 %
(4/168) dos genes estavam regulados negativamente no grupo de MDM
de humanos tratados com Sb¥ (Figura 8B). Neste grupo o maior valor de
regulacdo negativa foi observado no gene txnrd1 (Thioredoxin reductase
1), com um valor de -11,09 vezes (Tabela S6). No grupo de MDM de
humanos infectados com L. braziliensis o 3,0 % (5/168) dos genes
estavam regulados negativamente e o gene sod3 (Superoxide dismutase
3, extracelular) apresentou o maior valor de regulagio negativa, com um
valor de -5.62 vezes (Tabela 3). Por outro lado, ndo observamos genes
com regulacdo negativa no grupo de MDM de humanos infectados e
tratados com Sb" (Tabela S6 e S7).

Validacdo da modulacédo génica observada em MDM de humanos
infectados com Leishmania e tratados com Sh".

A especificidade nos perfis de expressdo génica observada em
MDM humanos em resposta a infeccdo com Leishmania e o tratamento
com Glucantime foi confirmada ao comparar 0s niveis de expressdo
génica obtidos em macréfagos THP-1 humanos infectados com o clone
de T. cruzi CL Brener (Fenotipo sensivel ao Benzonidazol) e a cepa
Colombiana (Fendtipo resistente ao Benzonidazol). As analises de
agrupamento segundo a espécie de parasito e o tratamento usado
mostraram que a modulacdo da expressdo génica observada nos genes
da via de biossintese de glutationa esta especificamente modulada como
resposta a infeccdo com Leishmania e o tratamento com Glucantime
(Figura 9).
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Figura 9. Contunuagdo. Gréafico de Venn apresentando os transcritos
regulados positiva ou negativamente em MDM de humanos infectados com
L. braziliensis e tratados com Glucantime (Verde), macrofagos THP1
infectados com T. cruzi clone CLBrener e tratados com Benzonidazol
(Amarelo) ou em macr6fagos THP1 infectados com T. cruzi cepa
Colombiana e tratados com BZ (Roxo). A= Numero de genes transcritos da
via de estresse oxidativo. B= NUmero de genes transcritos da via de
transportadores de farmacos. Seta para cima indica genes regulados
positivamente; seta para baixo indica genes regulados negativamente; o sinal de
igual indica o nimero de genes transcritos que permaneceram inalterados nos
macrofagos humanos segundo a espécie de parasito e o tipo de farmaco usado.
Genes regulados positivamente estdo apresentados em caixas. Genes relevantes
em cada um dos grupos estdo destacados em vermelho. A obtencdo das
amostras de macréfagos THP-1 foram obtidas segundo descrito no item material
suplementar 1 pag. 146. O numero de transcritos regulados nos macrofagos
THP-1 infectados com o clone/cepa de T. cruzi e tratados com Benzonidazol
correspondem a média de trés experimentos independentes.
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Analises da expressdo proteica validam os niveis de expressdo de
genes com regulagdo positiva da defesa antioxidante e do transporte
de farmacos em macroéfagos humanos infectados com L. braziliensis
e tratados com Glucantime.

Tendo em conta a evidencia mencionada anteriormente da
modulagdo na expressdo génica em MDM de humanos infectados com
L. braziliensis e tratados com SbY, é particularmente interessante o
aumento observado nos niveis de expressdo de gstpl, gclm, gsr, gss, cat,
gpx2, sod3, trx, abcb5, abch6, abcbll/bsep e slc22al/octl. Para
confirmar esses achados foram realizadas analises de Western blot
usando extratos proteicos totais.

Os resultados mostraram que as proteinas da via de biossintese de
glutationa também foram as que apresentaram 0s niveis de expressdo
proteicos significativamente mais altos (p<0,05) em MDM de humanos
infectados e tratados quando comparados com o grupo controle. Os
resultados dos ensaios de Western blot mostraram expressdo aumentada
nas proteinas GSTP1, GCLM, GSR e GSS com valores de expressdo de
2,44, 1,98, 1,97 e 2,08 vezes maior (p<0,01) em relacdo ao grupo
controle, respectivamente (Figura 10).

Nas proteinas envolvidas na defesa antioxidante avaliadas por
Western blot os resultados mostraram que houve um aumento
igualmente significativo nas proteinas SOD3 e TRX nos MDM de
humanos infectados e tratados quando comparados com 0 grupo
controle, com valores de expressdo de 1,58 (p<0,05) e 1,95 (p<0,01)
vezes maior em rela¢do ao grupo controle, respectivamente (Figura 11).
Por sua vez, ndo foram detectados mudancas significativas na expressdo
das proteinas CAT e GPX1/2 (Figura 11).

Por sua vez, nas proteinas de transporte de farmacos, observou-se
um aumento de expressdo proteica de 1,89 vezes (p<0,001) no
transportador ABCBS5 e de 1,69 (p<0,01) no transportador ABCB11 no
grupo de MDM de humanos infectados e tratados com ShY quando
comparado com o grupo controle (Figura 12).
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Figura 10. Expressao de proteinas GSTP1, GCLM, GSS e GSR em MDM
de humanos. Western blot e analise densitométrica dos niveis de expresséo das
proteinas de extratos proteicos sollveis obtidos dos grupos de MDM de
humanos. ndo infectados/ndo tratados como grupo controle (Canaleta 1),
infectados com L. braziliensis (Canaleta 2), tratados com 32 pg/mL de Sh"
(Canaleta 3) e de MDM humanos infectados e tratados com Sh"” (Canaleta 4).
Equivaléncia de carga de proteina foi controlada por imunodeteccdo da f-
Actina. Os resultados representam a média de cinco voluntarios sadios em
duplicata + EP. Diferengas significativas foram determinadas utilizando-se
andlise de variancia de umavia (ANOVA-1 via), seguida do teste de
comparagdo maltipla de Bonferroni, *p<0,05, ** p<0,01. A massa molecular
(em kDa) das proteinas estdo a direita de cada gel. Lb= L. braziliensis.
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Figura 11. Expressao de proteinas CAT, GPX1/2, SOD3 e TRX em MDM
de humanos. Western blot e analise densitométrica dos niveis de expressdo das
proteinas de extratos proteicos sollveis obtidos dos grupos de MDM humanos
ndo infectados/ndo tratados como grupo controle (Canaleta 1), infectados com
L. braziliensis (Canaleta 2), tratados com 32 pg/mL de Sb¥ (Canaleta 3) e de
MDM humanos infectados e tratados com Sh" (Canaleta 4). Equivaléncia de
carga de proteina foi controlada por imunodeteccdo da B-Actina. Os resultados
representam a média de cinco voluntarios sadios em duplicata + EP. Diferengas
significativas foram determinadas utilizando-se analise de variancia de
uma via (ANOVA-1 via), seguida do teste de comparacdo multipla de
Bonferroni, * p<0,05, ** p<0,01. A massa molecular (em kDa) das proteinas
estdo a direita de cada gel. Lb= L. braziliensis.
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Efeito na modulacdo da expressdo proteica no grupo de MDM
humanos tratados com Glucantime e no grupo de MDM de
humanos infectados com L. braziliensis.

As analises dos niveis de expressao proteica relativa das 12 proteinas
mencionadas anteriormente também permitiram determinar que GSTP1,
GCLM, GSR, TRX e ABCB5 apresentaram um aumento significativo
nos niveis de expressdéo no grupo de MDM tratados com o ShY.
Interessantemente dentre estas proteina a GCLM apresentou o maior
nivel de expressdo proteica, com valores de 2,2 vezes e a proteina
ABCB5 o0 menor, com valor de 1,86 vezes (Figura 10 e 12). No grupo
de MDM infectados com L. braziliensis, as proteinas identificadas com
aumento significativo (p<0,05 e p<0,01 segundo apresentado na figura)
nos niveis de expressao proteica foram GSTP1, com valor de expressdo
de 1,7, GSS, com valor de 1,82, GSR com 2,06, SOD3 com valor de
1,56 e ABCB5 com valor de 1,67 (Figura 10, 11 e 12). Porém, as
proteinas CAT, GXP1/2, ABCB6 e SLC22A1 ndo apresentaram
variagdo significativa nos seus niveis de expressdo proteica em nenhum
dos grupos em estudo (Figura 11 e 12).

Correlacédo dos niveis de expressdo génica com a expressao proteica
em MDM de humanos.

Buscou-se correlacionar as mudangas encontradas na expressao
génica com os niveis de expressdo proteica de 12 proteinas, oito das
guais envolvidas na defesa antioxidante e quatro no transporte de
farmacos em macréfagos humanos. Foi observada uma correlacéo
positiva para seis marcadores GSTP1 (r = 0,55, p = 0,006), GCLM (r =
0,50, p = 0,01), GSS (r = 0,43, p = 0,03), GSR (r = 0,63, p = 0,001),
TRX (r = 0,74, p = 0,0001) e ABCBS5 (r = 0,59, p = 0,003). No caso da
SOD3 houve uma correla¢do negativa (r = -0,39, p = 0,04). Para as
demais proteinas ndo houve correlagdo (Figura 13).
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Figura 12. Expressdo de proteinas transportadoras de farmacos ABCBS5,
ABCB6, ABCB11/BSEP e SLC22A1/0CT1 em MDM de humanos. Western
blot e anélise densitométrica dos niveis de expressdo das proteinas de extratos
proteicos sollveis obtidos dos grupos de MDM humanos ndo infectados/ndo
tratados como grupo controle (Canaleta 1), infectados com L. braziliensis
(Canaleta 2), tratados com 32 pg/mL de SbY (Canaleta 3) e de MDM de
humanos infectados e tratados com Sb" (Canaleta 4). Equivaléncia de carga de
proteina foi controlada por imunodeteccdo da p-Actina. Os resultados
representam a média de cinco voluntarios sadios em duplicata + EP. Diferencas
significativas foram determinadas utilizando-se andlise de varidncia de
uma via (ANOVA-1 via), seguida do teste de comparagdo maultipla de
Bonferroni, ** p<0,01, *** p<0,001. A massa molecular (em kDa) das proteina
estdo a direita de cada gel. Lb= L. braziliensis.
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Localizacdo subcelular da proteina ABCB5 potencialmente
envolvida no transporte de compostos antimoniais.

No sentido de investigar o possivel papel do transportador ABCB5
na morte do parasito mediada pelo transporte de Sb”, analisamos sua
localizagdo subcelular em macrdéfagos humanos infectados. Para tanto,
utilizamos um corante HOECHST que permite tanto a deteccdo do DNA
do nucleo do macréfago, quanto o DNA do nlcleo do parasito (Figura
14 B e E, paneis superior e inferior). Na sobreposicao da imagem obtida
com o corante HOECHST e o marcador de endossomos e lisossomos
LAMP1, observa-se que o0s parasitos estdo localizados nos
fagolisossomos (Figura 14 E). A andlise em microscopia confocal de
macréfagos infectados versus macréfagos infectados e tratados com
ShY, permitiu observar diferencas na localizacdo subcelular do
transportador ABCBS5 nas células infectadas e tratadas, mostrando uma
localizagcdo mais associada com membranas dos fagolissomos onde os
parasitos residem (Figura 14 E, painel superior).

Seguimento da transfeccdo com o controle negativo de néo-
silenciamento Allstars negative control em macréfagos de humanos
THP-1.

A estabilidade da transfeccdo foi monitorada em todos os
experimentos de inibicdo funcional mediante microscopia de
fluorescéncia pela observacéo de fluorescéncia a 8, 32, 80 e 104 horas
apos transfeccdo nas células transfectadas com o controle negativo de
ndo-silenciamento siRNA Allstars negative control (QIAGEN), o qual
contém um DSsiRNA modificado no seu extremo 3’ da cadeia sentido
com o corante fluorescente Alexa Fluor 488. Na avaliagdo inicial da
transfeccdo, observa-se que a porcentagem de células fluorescentes nao
diminuiu significativamente, onde 96% e 91,5% de células
permaneceram fluorescentes ap6s 8 e 104 horas de transfeccao,
respectivamente, apresentando mais de 90% de células viaveis ao longo
do tempo de experimentacédo (Figura 15A e 15B).
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Efeito do silenciamento do gene humano gstpl na sensibilidade
intracelular de amastigotas de L. braziliensis ao tratamento com Sh"
em M® humanos THP-1.

Inicialmente para investigar a eficacia de knockdown apos
transfecgdo com os siRNA do gene gstpl em M® THP-1, o porcentual
remanescente dos niveis relativos de expressdo do mRNA de gstpl
foram medidos por RT-qPCR. Os dados bruto das analises de RT-gPCR
do gene gstpl ilustraram a manipulacdo bem sucedida da inibi¢do do
gene gstpl (amostras GSTP1*P) nos M® humanos THP-1 infectados
ndo tratados e infectados e tratados com Sh" (Figura 16 Ai). Os valores
de troca da fluorescéncia do sinal do reporter normalizada (ARn) em
funcdo do numero de ciclos, revelam um aumento no valor de Ct
(threshold cycle) de aproximadamente 5 Cts nas amostras silenciadas
para o gene alvo gstp1<®, produzindo uma diminuigdo na expresséo do
gene alvo com valores de knockdown entre 96% e 97% em M® THP-1
infectados ndo tratados e em M® infectados e tratados com 32 pg/mL de
ShY, respectivamente (Figura 16 Aii). Por sua vez, os valores de Ct do
gene de referéncia p-actina permaneceram inalterados tanto nas
amostras silenciadas para o gene alvo gstp1*P, quanto nas amostras
transfectadas com o controle negativo de ndo silenciamento siRNA
(Controle ndo-sil sSiRNA) (Figura 16 Ai).

Os resultados das analises de expressdo da proteina GSTP1 mediante
ensaios de Western blot mostraram uma expressdao aumentada da
proteina com valores de expressdo de 2,09 e 2,74 vezes maior nas
amostras ndo silenciadas de M® humanos THP-1 infectados néo
tratados e nos M® humanos THP-1 infectados e tratados com Sh",
respectivamente, em relacdo ao grupo controle (Figura 16 Bi e Bii). As
amostras do grupo controle correspondem a M® humanos THP-1 néo
infectados e ndo tratados (transfectadas com o controle negativo de nédo
silenciamento siRNA), usadas como controle de expressdo em todos 0s
experimentos e que apresentaram um valor de expressdo relativa
corresponde a 1. As analises de Western blot usando extratos proteicos
totais de M® THP-1 infectados ndo tratados e infectados e tratados com
SbY confirmaram e validaram os achados obtidos utilizando MDM de
humanos, onde observou-se aumento nos niveis de expressdo proteica
nestes grupos de estudo.

Interessantemente, em M® THP-1 infectados ndo tratados e
infectados e tratados com SbY que foram silenciadas para o gene alvo
gstpl, observou-se valores de expressdo da proteina GSTP1
significativamente reduzidos de 0,59 e 0,52 (p<0,001), condizentes com
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uma porcentagem de knockdown de 71,8 % e 81%, respectivamente
(Figura 16 Bii). Da mesma forma, os resultados de Western blot,
confirmaram a manipulacdo bem sucedida do gene alvo gstpl observada
mediante RT-qPCR nos M® THP-1 (Figura 16 Aii).

Uma vez confirmada a manipulagdo bem sucedida do gene gstpl,
determinou-se o seu efeito na sobrevivéncia intracelular de amastigotes
de L. braziliensis em M® THP-1 infectados néo tratados e infectados e
tratados com SbY. Os resultados de avaliacdo da sobrevivéncia
intracelular de L. braziliensis mostraram uma associac¢do direta entre a
inibicdlo do gene gstpl e a reducdo significativa (p<0,001) da
sobrevivéncia intracelular nos M® THP-1 silenciados para o gene alvo
(amostras GSTP1"P) infectados com L. braziliensis e tratados com uma
dose de 32 pg/mL de ShY, onde o porcentual de reducio foi do 20,4%
(Figura 16 Ci). Esse efeito é igualmente ilustrado na Figura 16 Cii e
Figura S5A pag. 182, pela reducdo do nimero de amastigotas
intracelular encontrado neste grupo, quando comparado com os M®
THP-1 infectados e tratados e ndo silenciados para o gene alvo (Figura
16 Cii, S5A).
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Figura 16. Continuacdo. Silenciamento do gene humano gstpl e
sensibilidade intracelular de amastigotas de L. braziliensis ao tratamento
com SbY em M® THP-1. A= Efic4cia de silenciamento do gene gstpl foi
determinada pela analise dos niveis de expressdo do mRNA por PCR em tempo
real. (i)= Representacdo das curvas de amplificacdo dos genes gstpl e S-actina
mostrando o ARn vs os ciclos observados no grupo de M® THP-1 infectados
com L. braziliensis e tratados por 72h com Sh". (ii)= Percentual dos niveis de
expressdo do mRNA remanescentes nos grupos de M® THP-1 infectados,
infectados e tratados (amostras de silenciamento e controle negativo ndo
silenciado). Bi= Andlises de expressdo de proteinas por Western blot, a
equivaléncia na carga de proteina foi controlada pela imunodeteccdo de B-
ACTINA. Canaleta 1= M® THP-1 ndo silenciados, infectados com L.
braziliensis (Controle negativo). Canaleta 2= M® com silenciamento do gstpl,
infectados com L. braziliensis. Canaleta 3= M® nio silenciados, infectados com
L. braziliensis e tratados por 72h com Sb¥ (32 pg/mL). Canaleta 4= M® com
silenciamento do gstpl, infectados com L. braziliensis e tratados por 72h com
ShY. Bii= As analises densitométricas dos sinais apresentadas no painel Bi
foram realizadas usando o programa ImageJ. Ci= Percentual de sobrevivéncia
intracelular de amastigotas em M® ndo silenciados e silenciados, tratados por
72h com SbY (32 pg/mL), M® infectados e ndo tratados foram usados como
controles. Cii= Microfotografia de M® nio silenciados ¢ M® THP-1 GSTP1<P
contendo amastigotas (setas) submetidos ou ndo ao tratamento com 32 pg/mL
de Sb". (Coloragio pelo Giemsa; escala da barra preta = 20 um). Os resultados
representam a média de 2-3 experimentos independentes + EP. Diferencas
significativas foram determinadas através da andlise da varidncia (ANOVA)
duas vias, seguida pelo teste de comparagdo multipla de Bonferroni, ***
p<0,001.



92

O silenciamento dos genes humanos gss, abch5 e trx aumentaram a
sensibilidade intracelular de amastigotas de L. braziliensis ao
tratamento com SbY em M® THP-1.

A avaliacdo da eficicia de knockdown apos transfeccdo com os
siRNA dos genes alvo gss, abch5 e trx em M® THP-1, medida por RT-
gPCR mostrou que houve uma manipulacdo bem sucedida na inibicéo
dos genes alvo em M® infectados nédo tratados e infectados e tratados
com Sh" (Figuras 17, Figura S2 e S3 parte Aii e Aii pag. 177 e 179). A
mudanga da fluorescéncia do sinal do reporter normalizada (ARn) em
funcdo do ndmero de ciclos, revelou um aumento no valor de Ct
(threshold cycle) de aproximadamente 4-7 Ct para o gene gss, 6 Cts para
abch5 e 3 vezes para 0 gene trx nas amostras silenciadas para 0s genes
alvo, produzindo uma diminui¢do na expressdo do mRNA com valores
de knockdown entre 94,5% e 99,1% para o gene gss (Figura 17 Aii), de
98,0% para o gene abcb5 (Figura S2 Aii), e entre 83,0% e 87,4% para o
gene trx (Figura S3 Aii), em M® infectados ndo tratados e em M®
infectados e tratados com 32 pg/mL de SbY. Adicionalmente, no gene de
referéncia f-actina os valores de Ct permaneceram inalterados tanto nas
amostras silenciadas para os genes alvo gss<®, abcb5<® e trx"P, quanto
nas amostras transfectadas com o controle negativo de ndo
silenciamento siRNA (Controle ndo-sil siRNA) (Figura 17, S2, S3 parte
Ai).

Os resultados das analises de expressado das proteinas GSS, ABCB5 e
TRX mostraram um aumento nos niveis de expressdo, com valores de
1,66 e 2,33 vezes para a proteina GSS, de 1,38 e 1,73 para a proteina
ABCB5 e de 1,64 e 2,15 vezes nas amostras ndo silenciadas de M®
infectados ndo tratados e infectados e tratados com ShY,
respectivamente, em relacdo ao grupo controle (Figura 17, S2, S3 parte
Bi e Bii). As analises de Western blot em M® infectados ndo tratados e
infectados e tratados com Sh" igualmente confirmaram e validaram os
achados obtidos utilizando MDM de humanos, onde observou-se
aumento nos niveis de expressdo proteica também para esses
marcadores nestes grupos de estudo.

Por sua vez, nas amostras knockdown dos genes alvo gss“®, abch5"P
e trx*® em M® infectados néo tratados e infectados e tratados com SbY,
ainda mostraram uma reducéo significativa nos valores de expressao das
proteinas (p<0,05). Os niveis de expressdo da proteina GSS nas
amostras silenciadas para o gene alvo (GSS*P) foram de 0,66 vezes
(p<0,05) (Figura 17Bi e 17Bii), correspondente a 60,2% de knockdown
da proteina em M® infectados e de 0,57 vezes (p<0,01) (Figura 17Bi e
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14Bii), correspondente a um porcentual de knockdown de 75,6% em
M® infectados e tratados com Sh". Para a proteina ABCBS, os niveis de
expressdo desta proteina nas amostras silenciadas para o gene alvo
(ABCB5"P) foram de 0,72 vezes (p<0,05) (Figura S2 Bi e Bii),
correspondente a 47,8% de knockdown da proteina em M® infectados e
de 0,68 vezes (p<0,01) (Figura S2 Bi e Bii), correspondente a um
porcentual de knockdown de 61,0% em M® infectados e tratados com
SbY. Por final, na proteina TRX, 0s niveis de expressio nas amostras
silenciadas para o gene alvo (TRX*P) foram de 0,74 vezes (p<0,001)
(Figura S3 Bi e Bii), correspondente a 54,9% de knockdown da proteina
em M® infectados e de 0,87 vezes (p<0,01) (Figura S3 Bi e Bii),
correspondente a 59,5% de knockdown em M® infectados e tratados
com Sb".

Analises dos niveis de expressdo proteica avaliados mediante
Western blot confirmaram que a manipulagdo bem sucedida dos genes
alvo gss, abcb5 e trx usando RT-qPCR. Os resultados de avaliagdo da
sobrevivéncia intracelular de L. braziliensis em M® infectados néo
tratados e infectados e tratados com Sh" nas amostras silenciadas para
os genes alvo GSSKP e ABCB5XP, mostraram um efeito direto da
inibicio dos genes alvo na reducdo significativa (p<0,001) da
sobrevivéncia intracelular de L. braziliensis em M silenciados (GSS"P
e ABCB5"P) infectados e tratados com a dose de 32 pg/mL de ShY. O
porcentual de reducdo da sobrevivéncia quantificado foi de 17,8% em
M® GSS*P (Figura 17 Ci), e de 15,5% em M® ABCB5"® (Figura S2
Ci). Da mesma forma, esse efeito esta ilustrado nas figuras 17Cii, S2Cii
e S5B, S5C, pela reducdo do nimero de amastigotas intracelulares em
M® THP-1 GSS*P e ABCB5*? infectados e tratados com ShY, quando
comparado com os M® infectados e tratados e ndo silenciados para o0s
genes alvo (Figura 17Cii, S2Cii, S5B, S5C). Por sua vez, na resposta
observada em M® TRX"P houve uma diminuicéo ndo significativa de
5,8% na sobrevivéncia intracelular de L. braziliensis ap6s tratamento
com 32 ug/mL de ShY (Figura S3Ci, S3Cii e S5D).



94

1 2 3 4
-— - R
b

GSS
__B-Actina

<
z2
=
o0
s @
oz o
F‘:).
e < e 3
© o~ - =)

SS9 eusnoid ep eAnjers)
oessaldxs ap SanIN

o
§
| +
H I
i
+ 1
g 8 8 8§ =’ °5¢g
BjusdsaUBLS) YNYW Op 3
oessaJdxe ap [9AIN % z
&
"
- 4
o
-
9
2 N\[lo
w’ Lo
%y i
s © ®
w v o
o m O ==
= R o
@ C o
g2 o
[ 0
g2 o e
2% i
<8
aZ
EEEEEEEERERE

>
a
7]

sp¥

sbY

Nao-sil siRNA

[ Controle

Controle
Nao-sil siRNA

g 3

g R

" elpUgAIARIQOS %

Figure 17. Continua na pagina seguinte.



95

Figura 17. Continuacéo. Silenciamento do gene humano gss e sensibilidade
intracelular de amastigotas de L. braziliensis ao tratamento com Sbh" em
M® THP-1. A= Eficacia de silenciamento do gene gss foi determinada pela
andlise dos niveis de expresséo do mRNA por PCR em tempo real. (i)=
Representagdo das curvas de amplificacdo dos genes gss e f-actina mostrando o
ARn vs os ciclos observados no grupo de M® infectados com L. braziliensis e
tratados com SbY. (ii)= Percentual dos niveis de expressio do MRNA
remanescentes nos grupos de M® infectados, infectados e tratados (amostras de
silenciamento e controle negativo ndo silenciado). Bi= Andlises de expressao de
proteinas por Western blot, a equivaléncia na carga de proteina foi normalizada
pela imunodeteccdo de B-ACTINA. Canaleta 1= M® ndo silenciados,
infectados com L. braziliensis (Controle negativo). Canaleta 2= M® com
silenciamento do gss, infectados com L. braziliensis. Canaleta 3= M® ndo
silenciados, infectados com L. braziliensis e tratados com ShY (32 pg/mL).
Canaleta 4= M® com silenciamento do gss, infectados com L. braziliensis e
tratados com Sb". Bii= Anélises densitométricas dos sinais apresentadas no
painel Bi foram realizadas usando o programa ImageJ. Ci= Percentual de
sobrevivéncia intracelular de amastigotas de L. braziliensis em M® ndo
silenciados e silenciados (GSSP), tratados com Sb" (32 pg/mL) e infectados e
ndo tratados (controle). Cii= Microfotografia de M® ndo silenciados ¢ M®
GSS P contendo amastigotas (setas) submetidos ou ndo ao tratamento com 32
pg/mL de SbY. (Coloracio pelo Giemsa; escala da barra preta = 20 um). Os
resultados representam a média de 2-3 experimentos independentes + EP.
Diferencas significativas foram determinadas através da analise da variancia
(ANOVA) duas vias, seguida pelo teste de comparagdo multipla de Bonferroni,
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
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Validacédo do efeito da inibicdo de genes da defesa antioxidante e do
transporte de farmacos na sobrevivéncia intracelular de L.
braziliensis em M® THP-1 tratados com Sh".

O efeito potencializado da atividade leishmanicida do Sb" observado
em M® humanos knockdown para o0s genes gstpl, gss e abch5
infectados com L. braziliensis foi validado avaliando a sobrevivéncia
intracelular de amastigotas de L. braziliensis em M® THP-1 knockdown
para o gene constitutivo S-actina.

A avaliacdo da eficacia de knockdown apos transfeccdo com os
siRNA do gene p-actina foi igualmente determinada mediante RT-
gPCR e analises de Western blot. Os resultados de expressdo relativa
remanescente do MRNA mostraram que houve um reducdo significativa
(p<0,001) nos niveis de expressdo do mRNA de B-actina, com valores
de 85,33% e 88,26%, demostrando uma manipula¢do bem sucedida na
inibicdo do gene alvo em M® infectados ndo tratados e infectados e
tratados com ShY, respectivamente (Figura S4 A pag. 181). Uma
reducgdo de 41,9% (p<0,01) e de 48,3% (p<0,01) dos niveis de expressdo
da proteina B-actina foi confirmada nos grupos de estudo (Figura S4 Bi
e Bii). Ja, na avaliacdo da sobrevivéncia intracelular de L. braziliensis
em M® infectados ndo tratados e infectados e tratados com 32 pug/mL de
SbY silenciados para o gene alvo -actina“®, observou-se que néo houve
um efeito direto da inibicdo do gene alvo na sobrevivéncia intracelular
de L. braziliensis em M® silenciados com um valor de sobrevivéncia de
aproximadamente 52% nas amostras ndo silenciadas ou silenciadas apés
tratamento com Sh" (Figura S4C, S5E).

Conjuntamente, 0s nossos resultados sugerem que os genes gstpl,
gss e abch5, putativamente podem estar envolvidos no mecanismo de
detoxificacdo de compostos antimoniais e que sua inibicdo aumenta
significativamente o efeito leishmanicida in vitro do Sb¥ sobre a forma
intracelular de L. braziliensis em M® humanos THP-1.

Efeito da exposicdo ao Sb" tempo e concentracdo dependente sobre
a expressdo da proteina GSTP1 em M® THP-1 infectados com L.
braziliensis

Para medir a atividade do Sb¥ contra Leishmania e seu efeito na
modulagdo da expressdo génica em MDM de humanos e em M®d THP-
1, tempos longos de incubacéo foram usados (72h de exposicdo ao Sh").
As analises dos niveis de expressdo génica e proteica permitiram
observar alteracbes em algumas vias de sinalizacdo mediadas



97

conjuntamente pela infeccdo com L. braziliensis e o tratamento com 32
Hg/mL de SbY nas células humanas.

Para testar se o efeito da inibicdo do gene gstpl na sobrevivéncia
intracelular de L. braziliensis podia ocorrer mais rapidamente e em
concentracdes diferentes de ShY avaliamos a eficacia de knockdown
apos transfeccdo com os SiRNA do gene alvo gstpl em M® apds
diferentes tempos de incubacdo (24, 48 e 72 horas) com duas
concentracdes do ShY (8 e 32 upg/mL). As anélises por RT-qPCR
mostraram que houve uma manipulacdo bem sucedida na inibicdo do
gene alvo resultando em reducdo significativa do porcentual
remanescente de mMRNA do gstpl durante o tempo de seguimento
estabelecido (Figuras 18 A).

O porcentual de knockdown obtido apés 24 h de exposicdo ao Sb"
foi de 96,9% em M® GSTP1*P infectados ndo tratados, de 87,5% em
M® GSTP1¥® tratados com 8 pg/mL de SbY e de 97,1% em M®
GSTP1P tratados com 32 pg/mL de SbY. Apds 48 horas de exposicio
ao Sh" os valores foram do 96,1% em M® GSTP1*? infectados néo
tratados, de 96,7% em M® GSTP1"® tratados com 8 pug/mL de ShY, e
de 95,5 % em M® GSTP1"P tratados com 32 pg/mL de Sb”. Por final,
no tempo de 72h apds exposicdo ao ShY os valores foram de 93,6% em
M® GSTP1"® infectados ndo tratados, de 94.1% nos M® GSTP1"P
tratados com 8 pg/mL de SbY, e de 96.2% nos M® GSTP1¥® tratados
com 32 pg/mL de SbY (Figura 18 A). O porcentual remanescente em
cada um dos grupos (M® infectados ndo tratados, infectados e tratados
com 8 pg/mL e infectados e tratados com 32 pg/mL) foi estimado pela
comparacdo dos valores obtidos nas amostras silenciadas para o gene
alvo, com os valores obtidos nas amostras ndo silenciadas, representadas
como 100% de expressdo remanescente. No grupo de M® infectados
ndo tratados, 0s tempos de 24, 48 e 72 horas ap6s tratamento com Sh",
correspondem a 48, 72 e 96h ap6s infec¢do com L. braziliensis.

Os resultados das analises dos niveis de expressdo da proteina
GSTP1 em funcdo do tempo de exposicdo ao Sh" de 24, 48 e 72 horas
pos-tratamento, mostraram um aumento significativo dos niveis de
expressao da proteina ao longo do tempo, alcancando os niveis de
expressdo mais altos 24h ap6s exposicio ao Sh¥, com valores entre 3,21
e 3,13 vezes nas amostras ndo silenciadas de M® infectados e tratados
com 8 ou 32 pg/mL de ShY, respectivamente, em relagdo ao grupo
controle (Figura 18, Bi e Bii). No grupo de M® ndo silenciados
infectados e tratados com 8 ou 32 pg/mL de Sb", destaca-se que o nivel
de expressdo da proteina GSTP1 permaneceu igualmente aumentado
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significativamente ap6s 48 e 72h de exposicdo ao ShY, com valores de
exeresséo de aproximadamente 2,72 vezes nas doses de 8 e 32 pg/mL de
Sb” no tempo de 48 horas. No tempo 72 horas apds o tratamento ou
aumento foi de 2,1 vezes na dose de 8 pug/mL de Sbh¥ e de 2,5 vezes na
dose de 32 pg/mL. A comparagdo dos niveis de expressdo em M®
infectados e tratados com 8 ou 32 pg/mL de SbY, com M® THP-1
infectados e ndo tratados (transfectadas com o controle negativo de nédo
silenciamento siRNA), mostrou um aumento dose dependente de
exposicdo ao Sb¥ de 1,7 e 1,5 vezes em M® infectados e tratados com 8
ou 32 pg/mL de SbY apés 24 e 48 h de exposicdo ao ShY,
respectivamente. No tempo 72 h de exposicéo ao Sh¥, o aumento foi de
1,3 vezes (p<0,05) sé foi evidenciado em M® infectados e tratados com
32 pg/mL de Sb*. Os niveis de expressdo da proteina GSTP1 em M®
ndo silenciados infectados e ndo tratados, ndo apresentou uma
modulacdo tempo dependente, mas os valores de expressao foram de 1,8
vezes maior (p<0,001) quando comparados ao grupo controle (Figura
18, Bi e Bii). Esses resultados sugerem uma modulacéo da expressdo da
proteina GSTP1 tempo e dose dependentes em resposta ao tratamento
com Sh" nos grupos estudados.

Por sua vez, nas amostras knockdown do gene alvo gstp1“® em M®
infectados ndo tratados e infectados e tratados com 8 e 32 pg/mL de
SbY, mostraram uma reducéo significativa nos valores de expressdo da
proteina (p<0,001) ao longo do tempo. Os niveis de expressdo da
proteina GSTP1 nas amostras silenciadas para o gene alvo (GSTP1XP)
foram de 0,44, 0,44 e 0,34 vezes (p<0,001) (Figura 18Bi e 18Bii),
correspondente a 76,6% de knockdown da proteina em M® infectados
ndo tratados, 86,3% em M® infectados e tratados com 8 pg/mL de Sb¥ e
um 89,1% de knockdown da proteina em M® THP-1 infectados e
tratados com 32 pg/mL apds 24h de exposicdo ao SbY. No tempo de
48h ap6s tratamento com Sh", observou-se valores de 0,51, 0,68 e 0,56
vezes (p<0,001), correspondente a um porcentual de knockdown de
73,0% em M® infectados ndo tratados, de 75% em M® infectados e
tratados com 8 pg/mL de SbY e de 79,4% em M infectados e tratados
com 32 ug/mL de SbY. No tempo final de 72h apés tratamento, os
valores foram de 0,54, 0,49 e 0,52 vezes (p<0,001), correspondente a
um porcentual de knockdown de 70,5% em M® infectados ndo tratados,
de 76,6% em M® infectados e tratados com 8 pg/mL de Sb¥ e de 79,2
% em M® infectados e tratados com 32 pg/mL de SbY (Figura 18Bi e
18Bii).
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Figura 8. Continuacdo. Efeito do tempo e da concentracéo de Sb" sobre a
expressdo da proteina GSTP1 em M® THP-1 infectados com L.
braziliensis. A= Eficacia do silenciamento do gene gstpl no tempo
(equivaléncia em tempo igual a 24, 48 e 72 horas ap6s exposicdo ao Sh") foi
determinada mediante analise do nivel de expressdo do mRNA por PCR em
tempo real. Os dados sdo apresentados como a percentagem dos niveis de
expressdao do mRNA remanescentes de gstpl em comparagdo com os controles
negativos ndo silenciados (Controle Nao-sil sSiRNA). Bi= Anélises da expressdo
das proteinas através de Western blot em 24, 48 e 72 horas ap6s a exposic¢éo ao
tratamento com SbY, a equivaléncia na carga de proteina foi controlada por
imunodetecgio de B-actina (gene e proteina de referéncia). Canaleta 1= M® ndo
silenciados, infectados com L. braziliensis (Controle de ndo-silenciamento).
Canaleta 2= M® com silenciamento de gstpl (GSTP1"P), infectados com L.
braziliensis. Canaleta 3= M® nio silenciados, infectados com L. braziliensis e
tratados com SbY (8 pg/mL). Canaleta 4= M® com silenciamento de gstpl
(GSTP1"P), infectados com L. braziliensis e tratados com Sb¥ (8 pg/mL).
Canaleta 5= M® nao silenciados, infectados com L. braziliensis e tratados com
SbY (32 pg/mL). Canaleta 6= M® com silenciamento do gstpl (GSTP1P),
infectados com L. braziliensis e tratados com Sb" (32 pg/mL). Bii= As anélises
densitométricas dos sinais apresentadas no painel Bi foram realizadas usando o
programa ImageJ. Os resultados representam a média de 2 experimentos
independentes + EP. Diferengas significativas foram determinadas através da
andlise da varidncia (ANOVA) duas vias, seguida do teste de comparagdo
multipla de Bonferroni,* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
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O silenciamento do gene humano gstpl aumenta a sensibilidade
intracelular de amastigotas de L. braziliensis ao tratamento com Sh"
de forma tempo e doses dependente.

Uma vez confirmada a manipulacdo bem sucedida no silenciamento
do gene gstpl no transcurso do tempo de exposicdo ao ShY,
determinamos seu efeito na sobrevivéncia intracelular de amastigotes de
L. braziliensis em M® infectados ndo tratados e infectados e tratados
com SbY em diferentes condicdes. Os resultados de sensibilidade
intracelular de L. braziliensis ao Sh¥ mostraram uma associacéo direta
entre a inibi¢do do gene gstpl e a reducdo da sobrevivéncia intracelular
em M® silenciados para o gene alvo (amostras GSTP1¥P) infectados
com L. braziliensis e tratados com 8 pg/mL de SbY. O porcentual de
reducgdo foi de 7,83% (p<0,01), 14,6% (p<0,01) 14,3% (p<0,001) para
0s tempos de 24, 48 e 72 horas, respectivamente (Figura 19Bi).

Na dose de 32 pg/mL de Sb¥ a porcentagem de reducéo foi de 18,3%
(p<0,001), 23,5% (p<0,001) e 20,1% (p<0,001), para os tempos de 24,
48 e 72 horas, respectivamente (Figura 19Bi). A redugdo da
sobrevivéncia intracelular de L. braziliensis em M® silenciados para o
gene alvo foram também comprovados pela reducdo do nimero de
amastigotes intracelulares nestes grupos quando comparados com M®
ndo silenciados infectados e tratados nas doses de 8 e 32 pug/mL de Sb",
respectivamente (Figura 19Bii e 19Cii). No grupo controle sem
tratamento, ndo houve reducdo da sobrevivéncia intracelular e nem do
nimero de amastigotas até o tempo de 72h de infeccéo (Figura 19Ai e
19Aii).

Os nossos resultados sugerem um possivel envolvimento do gene
gstpl no mecanismo de detoxificacdo do SbY em M® THP-1
evidenciado pelo aumento da sensibilidade de L. braziliensis ao Sb¥ em
dose menor quando ocorreu inibicdo seletiva do gene.
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Figure 19. Efeito do tempo de tratamento e da concentracdo de SbY na
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silenciados e ndo silenciados para o gene humano gstpl. Continua na
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Figura 19. Continuacdo. Ai= Percentual de sobrevivéncia intracelular dos
parasitos em M n#o silenciados (controle negativo) e em M® GSTP1*® ao
longo do tempo sem tratamento com Sh" (0s pontos no tempo sdo equivalentes
ao periodo de exposicdo ao ShY 24-72h). Aii= Microfotografia de M® sem
tratamento, ndo silenciados ¢ M® GSTP1"® contendo amastigotas (setas). Bi=
Percentual de sobrevivéncia intracelular de amastigotas de L. braziliensis em
M® ndo silenciados e GSTP1%®, durante um perfodo de tempo de 72 horas de
tratamento com Sb¥ (8 pg/mL). Bii= Microfotografia de M® néo silenciados e
GSTP1"® contendo amastigotas (setas), durante um periodo de tempo de 72
horas de tratamento com Sh"Y (8 pg/mL) Ci= Percentual de sobrevivéncia
intracelular de amastigotas de L. braziliensis infectando M® néo silenciados e
GSTP1*P durante 72h de tratamento com Sb" (32 pg/mL). Cii= Microfotografia
de M® ndo silenciados e GSTP1® contendo amastigotas (setas), durante um
perfodo de tempo de 72 horas de tratamento com Sh"¥ (32 pg/mL). (Coloracéo
pelo Giemsa; escala da barra preta = 20 pm). M® infectados e nao tratados
foram usados como controle para estimar o percentual da sobrevivéncia dos
parasitos e M® tratados. Os resultados representam a média de 2 experimentos
independentes + EP. Diferencas significativas foram determinadas através da
andlise da variancia (ANOVA) duas vias, seguida pelo teste de comparagdo
maltipla de Bonferroni, ** p<0,01, *** p<0,001.
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Restabelecimento dos padrdes de sensibilidade intracelular de L.
braziliensis ao Sb¥ pela inibicéo seletiva do gene humano gstpl em
M® humanos THP-1.

Usando duas cepas de L. braziliensis superexpressando as proteinas
cistationina B-sintase (pTEXCPBS) e cisteina sintase (pTEXCS), geradas
em nosso laboratério e que apresentavam fenotipos de perda de
sensibilidade & compostos antimoniais (Ibeth Romero do Laboratério de
Protozoologia, UFSC comunicacdo pessoal), avaliamos se a reducdo
significativa da sobrevivéncia intracelular de amastigotes de L.
braziliensis selvagem apds exposicdo ao ShY, mediada pela inibicéo do
gstpl em M® era igualmente observada em cepas com fenétipo de perda
de sensibilidade aos antimoniais.

Os resultados de sensibilidade ao SbY das cepas de L. braziliensis
mutantes (pTEXCBS e pTEXCS) mostraram um aumento significativo
da sobrevivéncia intracelular, com valores do 37,4% para a cepa
PTEXCS e de 12,0% para a cepa pTEXCPS de L. braziliensis, quando
comparados com a cepa selvagem ap6s exposicdo ao SbY (Figura 20A).
O aumento na sobrevivéncia intracelular mostrou um ndmero
significativamente maior de amastigotas por macréfago apds a
exposicdo ao ShY (Figura 20B). Estes resultados confirmaram que as
cepas de L. braziliensis mutantes para pTEXCBS e pTEXCS,
apresentam fenétipo de perda de sensibilidade intracelular ao SbY em
M® THP-1. Por sua vez, os resultados de sensibilidade intracelular em
M® silenciados para o gene alvo gstpl infectados com a cepa selvagem
ou com as cepas mutantes para pTEXCS e pTEXCpS de L. braziliensis,
mostraram uma reducdo de 37,7% e 5,5%, respectivamente, contra uma
reducdo de 16,2% para a cepa selvagem (Figura 20A e 20B). O
percentual de sobrevivéncia intracelular das cepas de L. braziliensis em
M® tratados com 32 pg/mL foi calculado em relacdo aos resultados
obtidos em M® infectados com as diferentes cepas de L. braziliensis
ndo tratados (grupo controle), cujo valor de sobrevivéncia equivale ao
100%.
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Figura 20. Efeito do silenciamento do gene gstpl e do tratamento com Sb"
em M® THP-1 sobre a viabilidade de L. braziliensis super-expressando CS
e CPBS. A= Sobrevivéncia intracelular de amastigotas de L. braziliensis
infectando M ndo silenciados e M® GSTP1¥®, tratados com Sbh" (32 pg/mL).
B= Microfotografia de M® néo silenciados e M® GSTP1"® infectados com a
cepa selvagem e as cepas mutantes e tratados com 32 pg/mL de SbY
(amastigotas estéo indicados pela seta). (Coloracdo pelo Giemsa; escala da barra
preta = 20 um). Os resultados representam a média de 2 experimentos
independentes + EP. Diferencas significativas foram determinadas através da
andlise da variancia (ANOVA) duas vias, seguida pelo teste de comparagdo
maltipla de Bonferroni, * p<0,05, *** p<0,001.
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6 DISCUSSAO.

O rapido avango cientifico no conhecimento da biologia de
parasitos e seus vetores advindo do sequenciamento do genoma de
varios patdgenos de importancia na sadde, ainda ndo se traduziu em
programas mais abrangentes de interrupcdo da transmissdo das
parasitoses e/ou no desenvolvimento de vacinas ou de novos agentes
terapéuticos mais efetivos e acessiveis. As Leishmanioses fazem parte
de um grupo de 18 doencas consideradas negligenciadas pela
Organizacdo Mundial da Satde (Working to overcome the global impact
of neglected tropical diseases — Summary, 2011) e seu controle depende
ainda majoritariamente da utilizacdo de compostos antimoniais
pentavalentes em uso ha mais de 60 anos (HALDAR, SEN e ROY,
2011). Estes farmacos continuam sendo os medicamentos de primeira
linha para o seu tratamento, demonstrando que a busca de novos agentes
quimioterapicos mais eficientes ndo vem recebendo a atencdo e os
financiamentos necessarios. Além disso, a existéncia de cepas de
Leishmania naturalmente resistentes aos medicamentos atualmente
utilizados na clinica, associado ao tratamento prolongado agrava ainda
mais este cenario (CROFT, SUNDAR e FAIRLAMB, 2006). E
importante salientar também que ndo existe ainda nenhuma vacina
eficiente para Leishmaniose para uso em humanos (KEDZIERSKI,
2010).

O recente desenvolvimento de tecnologias sensiveis e de maior
poder resolutivo como a tecnologia de Arrays, tem permitido analisar
perfis de expressdo génica e estudar simultaneamente diferentes
processos hioldgicos incluindo vias de transducdo de sinais e a
identificagdo de genes ou redes de genes relacionados as doencas
(BURCZYNSKI et al., 2005; ACHIRON e GUREVICH, 2006). Em
nosso estudo utilizamos diferentes metodologias para a identificacdo e
guantificacdo de genes envolvidos na defesa antioxidante e no transporte
de farmacos que possam ser modulados em macr6fagos humanos como
resposta a infec¢do com L. braziliensis e o tratamento com Glucantime.

Inicialmente, como prova de conceito, utilizamos o modelo
amastigota-macrdfago-farmaco na linhagem celular THP-1 para avaliar
a sensibilidade intracelular de L. braziliensis ao Glucantime. Em nosso
estudo, o valor da Clso com intervalo de confianca (IC) de 95%, foi 32 +
(25,7-39,8) pg/mL o qual estd na mesma ordem de magnitude (Clso
variando de 21,1 e 45,8 pg/mL), reportada em outros estudos com
amastigotas intracelulares de L. braziliensis em macréfagos (MORAIS-
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TEIXEIRA et al., 2008; ZAULI-NASCIMENTO et al., 2010; De
MORAIS-TEIXEIRA et al., 2014).

Nosso modelo experimental para estudos de interacdo parasito-
macréfago-farmaco foi validado para MDM de humanos infectados com
L. braziliensis e tratados com 32 pg/mL de Glucantime. Avaliou-se
comparativamente a percentagem de infeccdo, a sobrevivéncia
intracelular e a reducdo do indice parasitario nestes macrofagos. Quando
avaliamos a sensibilidade intracelular de L. braziliensis ao SbY
determinada pela percentagem de infeccéo, apesar de observarmos uma
diminuicdo da percentagem de infecgdo no grupo de MDM infectados e
tratados ndo observamos diferencas significativas quando comparado
com MDM infectados e nédo tratados. No entanto, quando utilizamos o
nimero de parasitos por célula para estimar a sensibilidade intracelular
de L. braziliensis em MDM de humanos, os resultados mostraram
diferencas significativas frente ao grupo controle. A dificuldade em
avaliar a suceptibilidade in vitro de Leishmania spp. mediante a
estimativa da infecgdo é atribuida a vulnerabilidade deste parametro a
superestimacdo de baixa sensibilidade (tolerancia a droga ou
resisténcia), enquanto que ao utilizar pardmetros que avaliam
guantitativamente a carga parasitaria, se obtem maior sensibilidade e
especificidade da avaliagdo da sensibilidade parasitaria aos compostos
antimoniais (FERNANDEZ et al., 2012). Da mesma forma, o efeito da
droga sobre a multiplicagdo intracelular de amastigotas e sobre a
percentagem de macréfagos infectados, pode ser determinada mediante
a estimativa da reducdo do indice parasitario (SERENO et al., 1998;
SERENO, HOLZMULLER e LEMESRE, 2000). A partir destes
resultados em todos os experimentos foi utilizado Glucantime a
concentracdo de 32 pg/mL e a sensibilidade ao Sb¥ foi estimada pela
determinacdo da sobrevivéncia intracelular dos parasitos.

Por sua vez é bem conhecido que para medir o efeito da atividade
anti-leishmania do Glucantime in vitro sdo necessarios tempos de
incubacdo prolongados que variam de 72h a 96h (SERENO,
GUILVARD, et al., 2001; EL FADILI et al., 2008; ROMERO et al.,
2010). Em pacientes com Leishmaniose de acordo com a Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) o regime de tratamento da doenca requer
periodos longos para sua eficacia (GONZALEZ et al.,, 2009). Isso
explica porqué em nosso estudo, o tempo de interagdo do farmaco com
os macréfagos foi estabelecido em 72h e alteragcbes na modulacdo da
expressao génica ou proteica s6 foram avaliadas neste tempo.
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A andlise de 168 genes relacionados ao estresse oxidativo (84
genes) e ao transporte de farmacos (84 genes) através de qPCR arrays
mostrou que 33 genes do estresse oxidativo e 19 genes do transporte de
farmacos foram modulados nas diferentes condi¢des experimentais. Em
MDM de humanos infectados com L. braziliensis encontramos um total
de 15 genes modulados, dos quais 10 estavam regulados positivamente e
5 regulados negativamente. Dentre estes, a regulacdo negativa
observada no grupo de genes mbl2, ngol, ptgs2 e sod3, estad de acordo
com a capacidade do macrdfago para controlar a infeccéo, uma vez que
em conjunto esses genes fazem parte do sistema de defesa antioxidante
da célula hospedeira. Neste sentido, estudo recente tem demonstrado
que a inibicdo de SOD1, isoforma do gene SODS3, induz uma
diminuicdo na carga parasitaria em macréfagos humanos (KHOURI et
al., 2009). Adicionalmente, estudo em pacientes com Leishmaniose
cutdnea, mostrou que este grupo de pacientes apresentam baixos niveis
de atividade SOD, e que 0 aumento nos niveis intracelulares de SOD1
induziu aumento na carga parasitaria (KHOURI et al., 2014). Da mesma
forma, o baixo nivel de SOD1 ocasionou alteracdo na morfologia de
macréfagos tornando-os morfologicamente similares aos macréfagos
infectados observados em pacientes com Leishmaniose Cutanea Difusa
(KHOURI et al., 2014). Por outro lado, a regulagdo negativa destes
genes, junto a regulacdo positiva dos genes cat, gpx2 e gstpl sugerem
gue o parasito tenha capacidade de modular a resposta do hospedeiro
favorecendo sua sobrevivéncia intracelular (DEY et al., 2007,
BHARDWAJ et al., 2010).

O tratamento de MDM de humanos néo infectados com glucantime
mostrou que 32 genes estavam modulados, dos quais 16,7% (28/168)
estavam regulados positivamente e 2,4% (4/168) regulados
negativamente. Estes genes estdo relacionados com a defesa
antioxidante, extresse oxidativo, transporte de drogas, onde se destaca a
modulacdo observada nos genes cat, gsr, gstpl, gclm, gpx2, hmox1 e trx.
Estes resultados sugerem que a toxicidade do farmaco pode estar
envolvida na modulacdo da expressdo deste conjunto de genes no
macrofago. Resultados semelhates tem sido descritas por outros autores
em macréfagos da linhagem celular THP-1 e confirmado em MDM de
humanos, sugerindo que o Sh¥ favoresse o estresse oxidativo na célula
(EL FADILI et al., 2008). No presente estudo, a superexpressdo de
genes como cat, gpx2, hmoxl e trx confirma o efeito do ShY e
possivelmente do Sb" na resposta ao estresse oxidativo.
Adicionalmente, outra via que estd modulada na interagdo Sh-macréfago
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é a da sintese da glutationa, onde a expressao do gene que codifica para
a proteina GCLM, enzima envolvida no primeiro passo da sintese da
GSH estd aumentada. A superexpressdo deste gene em particular tem
sido associada com o aumento nos niveis de GSH na célula (CHEN, Y.
et al., 2005). E amplamente conhecido que a GSH é a principal molécula
antioxidante em mamiferos e desempenha um papel central na
manutencdo da homeostasia da célula.

Por outro lado, em MDM de humanos infectados e tratados 19,6%
(33/168) dos genes estavam superexpressos e nenhum modulado
negativamente. Os resultados da anélise de expressdo génica neste
grupo, confirmam resultados publicados em estudos rescentes por outros
autores, utilizando abordagens metodoldgicas similares. Estes estudos
mostraram que 0S compostos antimoniais, bem como a infeccdo por
Leishmania, modula os niveis de expressdo do gene que codifica para
GSR envolvido na reducdo da glutationa, e dos genes que codificam
para ABCB6 e SLC7A1l, envolvidos na distribuicdo ou reducdo do
farmaco no interior de macréfagos humanos (EL FADILI et al., 2008;
GOMEZ et al., 2013). No presente estudo, alteracdes na expressio
génica foram encontradas em genes relacionados com as vias de
biossintese de glutationa, defesa antioxidante, transportadores da familia
ABCB e transportadores de solutos da familia SLC, onde se destaca a
modulacdo observada nos genes gstpl, gss, trx e abcb5. Os distintos
perfis de abundancia de mRNA observados na interagdo macrdfago-
parasito-farmaco utilizando diferentes espécies de Leishmania como a L.
donovani (EL FADILI et al., 2008; MOOKERJEE BASU et al., 2008),
L. panamensis (GOMEZ et al., 2013) e L. braziliensis, no presente
estudo, ilustram a dindmica dessas interagdes. Além disso, mostram a
multiplicidade de respostas biologicas observadas nas diferentes
espécies e suas diferencas intrinsecas na sensibilidade aos antimoniais
pentavalentes (NEAL et al, 1995, YARDLEY et al., 2006;
FERNANDEZ et al., 2014), ou nas diferentes respostas clinicas
observadas no tratamento com compostos antimoniais (CROFT,
SUNDAR e FAIRLAMB, 2006).

Com o objetivo de encontrar uma possivel associagdo entre 0s
fenétipos de sensibilidade de parasitos e sua modulacdo é necessario a
utilizacdo de patdgenos naturalmente resistentes ao farmaco em estudo
(ASHUTOSH, SUNDAR e GOYAL, 2007). Neste sentido, devido ao
fato de ndo termos disponivel em nosso laboratorio cepas de Leishmania
naturalmente resistentes ao glucantime, utilizamos o modelo de T. cruzi
para verificar a existéncia ou ndo de expressdo diferencial de genes em
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macréfagos humanos associados com fenétipos de resisténcia. Para
tanto, avaliamos a expressdo génica em macréfagos THP-1 humanos
infectados com o clone CL Brener e a cepa Colombiana de T. cruzi,
fendtipo sensivel e resistente ao benzonidazol, respectivamente, e
tratados com BZ. Os resultados destas analises corroboram a modulagéo
espécie especifica de genes do hospedeiro na interacdo Leishmania-
macréfago-glucantime e permitiram identificar possiveis marcadores
associados com a resisténcia ao BZ de T. cruzi em macrofagos THP-1
humanos. Interessantemente, no modelo de interagdo T. cruzi-
macrofago-BZ, foram encontradas alteracdes na expressao génica nas
vias relacionadas com a defesa antioxidante, o metabolismo de
superdxidos, resposta ao estresse oxidativo e transportadores de solutos.
Dentre os genes modulados nestas vias, se destacam o agpl, agp7, apq9
e abcbl(mdrl). Estudos funcionais de expressdo heteréloga tem
demostrado que AQP7 e AQP9 de mamiferos facilita a absorcéo de As'
e Sb", quando expressas em S. cerevisiae ou em odcitos de Xenopus
laevis (LIU et al., 2002). Por sua vez, modulagbes nos niveis de
expressdo génica destes genes tém sido estudados em outros organismos
como por exemplo em Leishmania, onde uma diminuicdo da expressao
de AQP1 (homoéloga a AQP9 em mamiferos), tem sido associada com
fendtipos de resisténcia (GOURBAL et al., 2004; Marquis et al., 2005).
A infeccédo das células com T. cruzi e o tratamento com BZ, se constitue
0 primeiro relato da modulacdo destes genes nas vias mencionadas em
macréfagos THP-1. Estudo recente em T. cruzi reportou que altos niveis
de expressdo génica e de atividade de efluxo do transportador MDR1
induzem resisténcia ao BZ neste parasito (CAMPOS et al., 2013).
Contudo, ndo existem dados de associagdo entre as AQP e a resposta a
droga em T. cruzi (MANDAL et al., 2014). No entanto, a participacéo
ou ndo destas proteinas nos mecanismos de captacdo da droga na célula
hospedeira e sua associacdo com o desenvolvimento de resisténcia ao
BZ se constitue um campo amplo a ser investigado.

A modulacdo da expressdo génica observada nas vias de defesa
antioxidante e de transporte de solutos em macrdéfagos infectados e
tratados com o BZ, acrescido do fato de que o parasito ndo possui
algumas enzimas do sistema de defesa antioxidante como glutationa
peroxidases, catalases, e outras moléculas ndo enziméaticas como o o-
tocoferol e pB-carotenos (MAYA et al., 2007), torma plausivel inferir de
que o T. cruzi estaria induzindo esta modulacdo para se defender e se
perpetuar no ambiente intracelular. Recentemente foi descrito que o
principal fator associado & acdo de BZ em T. cruzi é a formacdo
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intracelular de conjugados de BZ com os tiois, produzindo deplecdo
enddgena destas moléculas no parasito e aumentando ainda mais sua
defesa contra o estresse oxidativo e os metabdlitos eletrofilicos gerados
por essa deplecdo (MAYA et al., 2007; TROCHINE et al., 2014).
Sabe-se que compostos nitroheterociclicos como o BZ, geralmente
funcionam como pro-drogas que necessitam ser submetidas a ativacao
para mediar seus efeitos citotoxicos (MAYA et al., 2007; WILKINSON
et al., 2011). No caso do BZ, tem sido demonstrado a participacdo da
enzima nitroreductase de tipo I, presente em parasitos e ausente em
humanos, na reducdo e, portanto na ativacdo do BZ (WILKINSON et
al., 2008; HALL e WILKINSON, 2012). De forma semelhante ao
referido aos compostos antimoniais, 0 mecanismo de acdo de BZ
permanece incerto e a participacdo da célula hospedeira nestes
mecanismos tém sido praticamente inexplorada (RIGALLI et al., 2012).
Em estudo recente de Rigalli e coloboradores 2012, observaram que na
linhagem celular HepG2 o BZ induz a expressdo e a atividade de
enzimas biotransformadoras como GSTP, de transporte de farmacos
como P-gp, e MRP2 de forma dose-dependente. Os autores observaram
uma modulacdo destas enzimas somente quando as células eram
expostas a uma concentra¢do de 200 UM de BZ, ndo sendo observada
qualquer modulagdo destas enzimas em doses inferiores a 200 uM de
BZ. Os ensaios funcionais através da inibicdo de um indutor da
expressdo destas enzimas o PXR (Pregnane X-receptor), sugerem que
GSTP, P-gp e MRP2 participam na detoxificagdo do BZ (RIGALLI et
al., 2012). Estes resultados foram posteriormente confirmados in vivo
em ratos, onde o tratamento com BZ aumentou a expressdo e a atividade
de P-gp e MRP2, principalmente no figado e no intestino proximal com
regulacdo positiva hepatica e intestinal de GSTP (PERDOMO et al.,
2013). Em nosso modelo de interacdo T.cruzi-macréfago-BZ, ndo foi
encontrada uma modulacdo da GSTP1, provavelmente devido & dose de
triagem utilizada de 13 pM, o que estd de acordo com a auséncia de
modulacdo em doses baixas de exposi¢do ao BZ conforme reportado por
Rigalli e coloboradores 2012. Uma pesquisa extensa da literatura
mostrou que ndo ha estudos de associacdo entre fenotipos de
sensiblididade e resisténcia de cepas de T. cruzi e seu efeito na
modulagdo da expressdo génica nas células hospedeiras. No entanto,
inimeros estudos sobre a resisténcia ao BZ focados no parasito,
incluindo andlise protedmica e metabolémica tém sido relatados
(VILLARREAL et al., 2005; ANDRADE et al., 2008; MURTA et al.,
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2008; MEJIA-JARAMILLO et al., 2011; Dos SANTOS et al., 2012;
TROCHINE et al., 2014).

A complexidade das interagdes hospedeiro-patégeno descrita para
as diferentes espécies de Leishmania e para o T. cruzi e sua possivel
associacdo com o desenvolvimento das diferentes apresentacdes clinicas
das doencas por eles causadas tém sido descritas por diferentes autores
(DEY et al., 2007; ADESSE et al., 2010; KAYE e SCOTT, 2011; VAN
ASSCHE et al., 2011; OSORIO et al., 2012; PIACENZA et al., 2013).

No contexto da interacdo de Leishmania-macréfago-Sh,
recentemente foi descrito que a infeccdo com L. donovani resistente ao
Sb em macrdfagos induz a expressdo de MRP-1 e P-gp nas células do
hospedeiro, resultando em uma reducdo da concentracio de ShY
intracelular, o que ndo foi observado para L. donovani sensivel ao Sh
(MOOKERJEE BASU et al., 2008). Nossos resultados confirmam que
efetivamente parasitos de Leishmania com fenétipos sensiveis, nado
induzem mudancas na expressdo de genes que codificam para a P-gp
(MDR-1) e MRP-1 em macrdfagos humanos. Isso foi observado em
nossas analises por RT-qPCR usando sondas especificas para os genes
MT3, AQP9, P-gp e MRP-1 e confirmado com os resultados de PCR
arrays (Figura S1, pag 152, Tabelas S6 e S7). A auséncia de modulagdo
nestes genes transportadores na célula hospedeira durante a interagdo
com cepas de Leishmania com fendtipos sensiveis ao Sh foram
recentemente confirmadas, onde foi demostrado que cepas de L.
donovani com fen6tipos de resisténcia ao antiménio e ndo cepas com
fendtipos sensiveis, regulam positivamente a expressdo de IL-10 via
fator de transcri¢do c-Fos/c-Jun como pré-requisito para a modulacéo
positiva de MDR1 (MUKHERJEE et al.,, 2013). Estes resultados
demonstram a capacidade da Leishmania em interferir na maquinaria da
célula hospedeira e, consegientemente, suportam a idéia de que os
mecanismos de resisténcia aos farmacos também devem ser abordados
na interagdo do parasito com a célula hospedeira.

No sentido de verificar se a modulacdo da expressdo génica esta
relacionada com a expressdo proteica realizamos ensaios de Western
blot utilizando anticorpos monoclonais e policlonais contra proteinas
especificas. Os resultados mostram uma correlacdo positiva da
modulagdo na expressao génica com a expressdo proteica em GSTP1,
GCLM, GSR, GSS, TRX e ABCBS5, e uma correlacdo negativa para
SOD3. Contudo, esta correlacdo ndo foi observada para CAT, GPX2,
ABCB6, ABCB11 e SLC22A1. A auséncia de correlagdo em algumas
das proteinas provavelmente pode ser devido a variantes dos transcritos
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ndo detectados por RT-gPCR ou modificacdes pos-traducionais (CHEN
et al., 2002; LICHTINGHAGEN et al., 2002; GREENBAUM et al.,
2003; PASCAL et al., 2008; GRY et al., 2009; MOUS et al., 2012).

O estudo da modulagéo da expressao génica, conjuntamente com as
analises de correlacdo da expressdo proteica em macréfagos humanos
ndo apenas confirmou o0 conhecimento existente da interagdo
hospedeiro-patdgeno-farmaco (ASHUTOSH, SUNDAR e GOYAL,
2007; JEDDI, PIARROUX e MARY, 2011), como também permitiu
identificar genes que codificam para as enzimas GSS envolvida na via
de biossintese da glutationa. A GSTP1 que cataliza a conjugacdo da
GSH com produtos xenobiéticos, além do transportador ABCBS5
envolvido no efluxo de farmacos. Vale ressaltar que a modulacdo destes
genes em resposta a infeccdo com L. braziliensis e o tratamento com
Glucantime ainda ndo haviam sido descritos em macréfagos humanos
(Tabela S6 e S7).

A GSTP1 pertence a superfamilia da glutationa S-transferase
(GSTs), as quais desempenham um papel importante no sistema de
defesa celular, particularmente na detoxificagdo de compostos
xenobid6ticos catalizando a conjugacdo da glutationa reduzida (GSH)
com compostos eletrofilicos, e assim, facilitando o seu efluxo da célula
(HAYES, FLANAGAN e JOWSEY, 2005). E importante destacar que a
conjugacdo de farmacos com GSH pode ocorrer tanto de forma
espontanea como por via catalitica pela acdo das GSTs com a classe P1
sendo esta, a enzima mais ativa desta superfamilia (PLOEMEN et al.,
1994; RUZZA et al., 2009). No modelo utilizando Arsénico (As), metal
estreitamente relacionado com Sh, tem sido descrito um aumento na
expressdo da GST-P em linhagens celulares de rato resultando em um
aumento da tolerancia da linhagem celular ao arsénico facilitado pela
formacéo de conjugados com GSH e efluxo do As da célula utilizando
um transportador da familia ABC (LIU et al., 2001; LIU, 2010). Em
nosso modelo os resultados de aumento na expressdo da GSTP1
sugerem que esta enzima pode estar desempenhando um papel
semelhante de detoxificacdo observado para o As, formando conjugados
de Sb com GSH em macrofagos humanos. Interessantemente nos
ensaios de inibicdo seletiva dos genes de defesa antioxidante (gstpl, gss
e trx) e do transportador de farmacos abch5, observou-se que o
marcador GSTP1 apresentou os valores de reducdo mais altos nas
porcentagens de sobrevivéncia intracelular de L. braziliensis apds
tratamento com ShY, mostrando um efeito direto da inibicdo do gene
alvo e a diminuicéo significativa da carga parasitaria em M® THP-1.
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Este efeito foi igualmente evidenciado tanto em tempos curtos de
exposicdo ao farmaco (24h), como a doses baixas de SbY (8 ug/mL)
como apresentado anteriormente na descricdo dos resultados da Figura
19. Estes achados acrescido dos resultados de avaliacdo da expressdo da
proteina nos ensaios de tempo e dose dependente reforcam a hipdtese da
possivel participagdo da proteina GSTP1 em macrofagos humanos na
formacdo do complexo Sh(GS)s; para seu posterior efluxo da célula. A
participacdo das glutationas S transferases na formagdo de complexos
com metais tem sido explorada na linhagem SA7 de células de ovério de
hamster chinés (CHO) resistente ao arsénico (LO et al., 1992). Neste
estudo, uma associacdo da GSTP1 com a resisténcia ao As foi
demostrada utilizando &cido etacrinico e azul de Cibacron, inibidores do
sitio ativo das GSTs e da biossintese de GSH. Os autores observaram
uma diminuicdo da resisténcia ao As na linhagem celular SA7, onde
niveis aumentados da GSTP1 foram observados ao realizar o pré-
tratamento das células com concentracdes subletais de As na linhagem
celular SA7N (linhagem celular revertente parcial ao Arsénico),
sugerindo uma correlacdo entre os niveis de GSTP1 e a resisténcia ao
As (LO et al., 1992). Nossos resultados de inibicdo seletiva do gene
gstpl através de silenciamento constituem o primeiro relato de inibi¢&o
especifica desta molécula e seu possivel papel no mecanismo de
detoxificacdo de compostos antimoniais em células THP-1.

A GSS é uma enzima importante na biossintese da GSH
catalisando o segundo passo na formagdo deste tiol (LU, 2013;
MORRIS et al., 2013). A GSH apresenta uma funcéo dupla, que além de
participar na detoxificacdo de produtos xenobi6ticos como mencionado
anteriormente formando conjugados para serem exportados (LU, 2013),
também participa na reducdo de compostos antimoniais fazendo a
conversdo ndo enzimética da forma Sb¥ na sua forma ativa trivalente
Sb" (FREZARD et al., 2001; FERREIRA et al., 2003; YAN et al.,
2003). O papel funcional da GSS na sobrevivéncia intracelular de L.
braziliensis em macrofagos humanos tratados com Glucantime foi
avaliada realizando knockdown especifico para os transcritos deste gene,
observando-se uma diminuicdo significativa da sobrevivéncia
intracelular de 17,8% em macréfagos THP-1 gss“®. A diminuicdo na
expressao de GSS da célula hospedeira pode resultar na reducdo dos
niveis de GSH intracelular e promover um ambiente intracelular
oxidativo inibindo ou minimizando a reducéo do Sh" & forma trivalente
ou causando uma diminuicdo na complexacdo e posterior eflluxo do
farmaco ao ambiente extracelular.
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Os transportadores da subfamilia ABCB tem sido caracterizados
como moléculas localizadas na membrana plasmatica fazendo efluxo de
farmacos e em diferentes organelas celulares como mitocondria e
reticulo endoplasmético (FRANK et al., 2003; GLAVINAS et al., 2004;
FRANK et al., 2005). O transportador ABCB5 é um transportador de
doxorubicina, camptotecina, 10-hidroxi camptotecina e 5-fluorouracil,
farmacos amplamente utilizados na quimioterapia do cancer (GILLET,
EFFERTH e REMACLE, 2007). Este transportador faz parte de uma
familia de genes MDR e apresenta homologia de 70% na sequéncia de
amino4cidos com o transportador ABCB1 (P-gp, MDR1), amplamente
relacionado ao efluxo de farmacos potenciando fendtipos de resisténcia
em melanocitos e células de melanoma (CHEN, K. G. et al., 2005).
Diferentes estudos tém descrito que proteinas membros desta subfamila
(ABCB1, ABCB6, ABCBL11) se encontram igualmente localizadas em
lisossomos sugerindo uma funcéo de influxo de produtos xenobiéticos
potencializando o sequestro ou a distribuigdo no interior celular destes
compostos (ZHANG et al., 2000; RAJAGOPAL e SIMON, 2003;
DEMIREL et al., 2007; KISS et al., 2012; GOMEZ et al., 2013). No
presente estudo, a citolocalizacdo mais associada do transportador
ABCB5 com membranas dos fagolissomos onde os parasitos residem
em macréfagos THP-1 tratados com Sh", sugere que este transportador
pode ter algum papel na sensibilidade de L. braziliensis ao tratamento
com Glucantime. Neste sentido, as analises funcionais de inibicdo
seletiva utilizando siRNA especificos para o gene abch5, mostraram que
houve um efeito direto da inibicdo deste gene com a diminui¢do da
sobrevivéncia intracelular de L. braziliensis potencializando o efeito
leishmanicida do Sb¥ em M® THP-1. Da mesma forma, a reducéo da
sobrevivéncia intracelular de L. braziliensis foi também observada em
células THP-1 quando os genes gstpl e gss foram silenciados. A
auséncia desta redugdo na sobrevivéncia intracelular do parasito
evidenciada em M® THP-1 infectados ndo tratados suporta esta
hipotese. Em conjunto as analises funcionais de citolocalizacdo e
inibicdo seletiva e as andlises de expressdo do transportador ABCBS,
sugerem que este transportador pode estar envolvido na detoxificacdo de
compostos antimoniais mediante o efluxo da forma ativa Sbh". A
participacdo de membros da familia ABCB, como por exemplo, o
transportador ABCB1 (P-gp, MDR1), no efluxo de Sb tem sido descrita
por outros autores, onde uma modulagdo positiva deste gene resulta na
reducdo significativa de Sb intracelular, como consequiéncia de um
aumento no efluxo do composto (VERNHET et al., 1999; VERNHET et
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al., 2000). O presente estudo constitue o primeiro relato tanto da
localizagdo subcelular do transportador ABCB5 na membrana de
fagolisossomos de macréfagos THP-1 como de sua possivel
participacdo na detoxificacdo de compostos antimoniais.

Conjuntamente, nossos resultados sugerem que a inibicéo seletiva do
gene humano %stpl aumenta significativamente o efeito leishmanicida
in vitro do Sb” sobre a forma intracelular de L. braziliensis em M®
humanos THP-1. Este efeito foi igualmente demostrado nas cepas de L.
braziliensis pTEXCBS e pTEXCS que apresentavam perda de
sensibilidade ao Sh", revertendo o seu fenétipo de tolerancia ao Sh" até
alcangar valores de sensibilidade de cepa selvagem de L. braziliensis em
M® humanos THP-1 ndo silenciados para o gene alvo. Estes achados
sugerem que uma estratégia que combine inibidores especificos de
GSTP1 com os farmacos de primeira linha no tratamento das
Leishmanioses pode reverter fendtipos de resisténcia em ensaios
clinicos. Por ser uma estratégia interessante para melhorar o tratamento
das Leishmanioses, estudos adicionais sdo necessarios para uma melhor
compreensdo dos mecanismos moleculares do efeito da inibicdo de
genes humanos sobre o aumento de sensibilidade em parasitos
naturalmente resistentes ao antiménio.

O modelo da possivel interacdo das enzimas GSTP, GSS e ABCB5
proposto sugere que estas enzimas podem estar envolvidas no
mecanismo de detoxificagdo do Sb potenciando a sobrevivéncia
intracelular do parasito em macréfagos humanos tratados com
Glucantime através de trés mecanismos principais. O primeiro estaria
relacionado com a quantidade de GSH di§/ponivel no macréfago que
potenciaria a redugdo do Glucantime (Sb") para sua forma ativa o
antimonial Sb"', onde a GSS seria uma das enzimas responséveis por
manter os niveis adequados de GSH. Além da reducdo, a
disponibilidade de GSH igualmente facilitaria a conjugacdo desta
molécula com os compostos Sh"' presentes no interior da célula através
da atividade catalitica de GSTP1, sendo este 0 segundo mecanismo. Por
fim, o terceiro mecanismo esta relacionado com o efluxo do composto
Sb"' mediante a participacdo do transportador ABCB5, gerando assim
uma diminuicdo do contato do farmaco com o parasito, potencializando
sua sobrevivéncia na célula hospedeira. A participacdo da GSTP, GSS e
ABCBS5 na detoxificagdo de compostos antimoniais complementam o
conhecimento existente dos mecanismos de detoxificacdo de Sb e a
participacdo da célula hospedeira nestes processos, onde se tem descrito
que uma atividade aumentada de -GCL leva a um aumento nos niveis
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de tiois (CHEN, Y. et al., 2005; WYLLIE e FAIRLAMB, 2006). Estes
tiois participam na formacéo do complexo com o Sh" ou na ativacéo do
SbY (FREZARD et al., 2001; FERREIRA et al., 2003; YAN et al., 2003;
LU, 2013). Alem disso, tém sido descrito que 0s compostos antimoniais
podem entrar na célula hospedeira utilizando canais transportadores
como as AQP7 e AQP9 (ROSEN, 2002; JAHN e BIENERT, 2010;
GOMEZ et al., 2013) e que o influxo a compartimentos especializados
como os fagolisosomos estaria mediada pelo transportador ABCB6
(GOMEZ et al, 2013). O resumo do modelo proposto destes
mecanismos em macrofagos humanos infectados com L. braziliensis se
encontra detalhado na Figura 21.

Macréfago
Cys
AQP7/ l’T‘ ¥6CS

, It Gss
—SDY  GSH

Sbv

Tiols

GSTP14
S Sb(GS),

Sph

Figura 21. Modelo proposto de detoxificagdo de Glucantime em macréfagos
humanos infectados com L. braziliensis. A via de detoxificagdo inclui trés
mecanismos principais, onde GSS estaria no primeiro mecanismo relacionado
com a quantidade de GSH disponivel no macréfago. No segundo mecanismo,
GSTP1 estaria catalizando a conjugacdo de moléculas de tiois com o0s
compostos Sh"' e por fim ABCB5 estaria relacionado com o efluxo do
composto Sh"' mediante a participacdo deste transportador constituindo este o
terceiro mecanismo. Outras abreviaturas e convencgdes: Sb(TS) e Sb(GS),
conjugados de Sb(lll) com tripanotiona ou glutationa. Cys= cisteina. Em
vermelho se destacam as proteinas caracterizadas no presente estudo.
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O presente estudo permitiu ampliar o conhecimento do envolvimento
da célula hospedeira no possivel mecanismo de detoxificacdo de
Glucantime, onde o gene gstpl mostrou-se como um interessante
marcador para 0 aumento da atividade leishmanicida do farmaco. Estes
resultados, em conjunto com os estudos recentes no melhoramento do
Glucantime mediante nanotecnologia, revelaram que o desenvolvimento
inovador de novas formulacbes de antimbnio, podera impactar
positivamente no tratamento das leishmanioses. Neste sentido,
propomos que uma estratégia inovadora poderia ser 0 uso de siRNA, em
especial o do gene gstpl, associado as formulacdes lipossomais e de
ciclodextrina atualmente em desenvolvimento por outros grupos, o0 que
potenciaria a acdo do farmaco e dimuiria os efeitos colaterais das atuais
formulagdes.



120



121

7 CONCLUSOES.

Em conjunto, nossos resultados nos permitem concluir que:
- Macro6fagos derivado de Mondcitos humanos infectados com L.
braziliensis e tratados com Glucantime apresentam ativacdo de genes de
defesa antioxidante demonstrado pelo nivel de mMRNA e da expressao de
proteinas;
- A infeccdo por L. braziliensis modulou um nimero significativamente
menor de genes em MDM de humanos, quando comparado com
macr6fagos ndo infectados e tratados com Sh" ou infectados e tratados;
- A regulagdo positiva dos genes cat, gpx2 e trx confirma o efeito do
ShY e possivelmente do Sh"' na resposta ao estresse oxidativo em MDM
de humanos;
- O silenciamento dos genes humanos gstpl, gss e abch5 aumentou a
sensibilidade intracelular de amastigotas de L. braziliensis ao tratamento
com SbY em M® THP-1;
- O silenciamento do gene humano gstpl aumentou a sensibilidade
intracelular de amastigotas de L. braziliensis ao Sb¥ em M® THP-1 de
forma tempo e dose dependentes;
- A inibigdo seletiva do gene humano gstpl em M® humanos THP-1
restabeleceu o padrdo de sensibilidade ao SbY de L. braziliensis
intracelular super-expressando as proteinas CS e CBS;
- A regulacdo positiva a nivel génico e proteico de GSTP1, GSS, TRX e
ABCBS5 em conjunto com a andlise funcional em macréfagos infectados
e tratados sugere que estas proteinas podem ser potenciais alvos
candidatos para intervencdo terapéutica.
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9 MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1 Triagem de voluntérios sadios para a obten¢do de MDM de humanos

Fen6tipo PCR Ar;:rs;ra
Cédigo TCLE Hemograma MDM Infeccdo Leishmania estudo
001 Sim Normal Sim Sim Neg Néo
002 Sim Normal Néo NR NR Néo
003 Sim Normal Sim Sim Neg Né&o
004 Sim Normal Néo NR NR Néo
005 Sim Normal Né&o NR Neg Né&o
006 Sim Normal Né&o NR Neg N&o
007 Sim Normal Né&o NR Neg Néo
008 Sim Normal Né&o NR Neg N&o
009 Sim Normal Né&o NR Neg Né&o
010 Sim Normal Sim NR Neg N&o
011 Sim Normal Sim Sim Neg Sim
012 Sim Normal Sim Sim Neg Sim
013 Sim Normal Sim Sim Neg Sim
014 Sim Normal Sim Sim Neg Sim
015 Sim Normal Sim Sim Neg Néo
016 Sim Normal Sim Sim Neg Sim
017 Sim Normal Né&o Né&o NR Né&o
018 Sim Normal Né&o Né&o NR N&o
019 Sim Normal Sim Sim Neg Né&o
020 Sim Normal Sim Sim Neg N&o

TCLE: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, MDM: Diferenciagdo a
macro6fogos derivados de mondcitos, NR: Néo realizado, Neg: Negativo.
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Tabela S5. Iniciadores usados para confirmar o knockdown da

expressdo dos genes inhibidos.

NUmero de
acesso Posicdo de Tamanho da
Gene Refseq Catalogo No: referéncia” banda (pb)
gstpl  NM_000852 PPH00318F 861 155
Gss NM_000178 PPHO05767A 1412 111
Trx NM_003329 PPH18986C 202 52
abch5 NM_178559 PPH16752C 696 87
Genes de Referéncia
S-actin NM_001101 PPH00073G 730 174
gapdh © NM 002046 PPHO0150F 828 130

" A posicéo de referéncia é uma posicao contida dentro da
sequéncia do fragmento amplificado em relacéo ao inicio da

sequéncia RefSeq

* Gene de referéncia usado para normalizar os dados B-Actin®
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Metodos suplementar 1. Infeccdo de macrofagos com cepas de T.
cruzi e tratamento com Benzonidazol.

Os macréfagos derivados de THP-1 foram diferenciados segundo
descrito no item 4.1.2 foram infectados com tripomastigotes da cepa CL
Brener (Fenotipo sensivel ao Benzonidazol) e Colombiana (Fenotipo
resistente ao Benzonidazol) de T. cruzi e tratados com uma dose de 13
UM de Benzonidazol (A dose corresponde ao valor de Clgy estimado da
cepa sensivel). Os macrofagos THP-1 foram infectados com uma
proporcao parasito:célula de 3:1 por 2 h em meio RPMI livre de FBS a
37°C e 5% de CO, e apbs os parasitos livres foram removidos mediante
trés lavagens com meio RPMI sem soro. Depois de 14 h os macréfagos
infectados foram tratados com Benzonidazol na concentragdo de 13 uM
e incubadas a 37°C e 5 % de CO, por 48h. As amostras foram coletadas,
armazenadas e processadas como descrito no item 4.2 para as amostras
de macrdfagos infectados com L. braziliensis e tratados com Glucantime
para a avaliacdo dos perfis de expressdo génica e para avaliar o indice
parasitario.
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Figura S2. Continuagdo. A= Eficacia de silenciamento do gene abcb5 foi
determinada mediante andlises dos niveis de expressdo do mRNA por PCR em
tempo real. (i)= Representagdo das curvas de amplificacdo dos genes abch5 e -
actina mostrando o ARn vs os ciclos observados no grupo de M® THP-1
infectados com L. braziliensis e tratados com Sh". (ii)= Percentual dos niveis de
expressdao do mRNA remanescentes nos grupos de M® THP-1 infectados,
infectados e tratados (amostras de silenciamento e controle negativo néao
silenciado). Bi= Western blot, a equivaléncia na carga de proteina foi controlada
pela imunodeteccdo da B-Actina. Canaleta 1= M® THP-1ndo silenciados,
infectados com L. braziliensis (Controle negativo). Canaleta 2= M® THP-1
com silenciamento do abcb5 (ABCB5"P), infectados com L. braziliensis.
Canaleta 3= M® THP-1ndo silenciados, infectados com L. braziliensis e
tratados com Sb¥ (32 pg/mL). Canaleta 4= M® THP-1 com silenciamento do
abcb5 (ABCB5P), infectados com L. braziliensis e tratados com Sb. Bii= As
analises densitométricas dos sinais apresentadas no painel Bi foram realizadas
usando o programa ImageJ. Ci= Percentual de sobrevivéncia intracelular das
amastigotas de L. braziliensis, infectando M® THP-1ndo silenciados e
silenciados (ABCB5"), tratados com Sb" (32 pg/mL), M® THP-1 infectados e
n&o tratados foram usadas como controles. Cii= Microfotografia de M® THP-1
ndo silenciados e M® THP-1 ABCB5"® contendo amastigotas (setas)
submetidos ou ndo ao tratamento com 32 pg/mL de SbY. (Coloragio pelo
Giemsa; escala da barra preta = 20 um). Os resultados representam a média de
2-3 experimentos independentes + EP. Diferencas significativas foram
determinadas através da analise da variancia (ANOVA) duas vias (two-way),
seguida pelo teste de comparagdo multipla de Bonferroni, *** p<0.01.
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Figura S3. Continuacdo. A= eficacia de silenciamento do gene abcb5 foi
determinada mediante andlises dos niveis de expressdo do mRNA por PCR em
tempo real. (i)= Representacdo das curvas de amplificacdo dos genes trx e f-
actina mostrando o ARn vs os ciclos observados no grupo de M® THP-1
infectados com L. braziliensis e tratados com Sh". (ii)= Percentual dos niveis de
expressdao do mRNA remanescentes nos grupos de M® THP-1 infectados,
infectados e tratados (amostras de silenciamento e controle negativo ndo
silenciado). Bi= Western blot, a equivaléncia na carga de proteina foi controlada
pela imunodeteccdo da B-Actina. Canaleta 1= M® THP-1ndo silenciados,
infectados com L. braziliensis (Controle negativo). Canaleta 2= M® THP-1
com silenciamento do trx (TRX"P), infectados com L. braziliensis. Canaleta 3=
M® THP-1 n#o silenciados, infectados com L. braziliensis e tratados com Sh"
(32 pg/mL). Canaleta 4= M® THP-1 com silenciamento do trx (TRX"P),
infectados com L. braziliensis e tratados com SbY. Bii= As analises
densitométricas dos sinais apresentadas no painel Bi foram realizadas usando o
programa ImageJ. Ci= Percentual de sobrevivéncia intracelular das amastigotas
de L. braziliensis, infectando M® THP-1no silenciados e silenciados (TRX"P),
tratados com SbY (32 pg/mL), M® THP-1 infectados e ndo tratados foram
usadas como controles. Cii= Microfotografia de M® THP-1 ndo silenciados e
M® THP-1 TRX"P contendo amastigotas (setas) submetidos ou ndo ao
tratamento com 32 pg/mL de SbY. (Coloragéo pelo Giemsa; escala da barra
preta = 20 pm). Os resultados representam a meédia de 2-3 experimentos
independentes + EP. Diferencas significativas foram determinadas através da
andlise da variancia (ANOVA) duas vias (two-way), seguida pelo teste de
comparagdo multipla de Bonferroni, *** p<0.001.
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Figura S4. O silenciamento do gene humano da p-actina ndo induz nenhum
efeito na sensibilidade intracelular de amastigotas de L. braziliensis ao
tratamento com SbY em M® THP1. Eficcia do silenciamento do gene -
actina foi determinada mediante analises dos niveis de expressdo do mRNA por
PCR em tempo real e da proteina por Western blot. A= Percentual dos niveis de
expressao do mRNA remanescentes nos grupos de M® THP-1 infectados,
infectados e tratados (amostras de silenciamento e controle negativo néo
silenciado). Bi= Niveis de expressdo de proteina remanescente através de
Western blot. Canaleta 1= M® THP-1 ndo silenciados, infectados com L.
braziliensis (Controle negativo). Canaleta 2= M® THP-1 com silenciamento da
p-actina (B-actina“®) infectados com L. braziliensis. Canaleta 3= M® THP-
1n4o silenciados, infectados com L. braziliensis e tratados com Sbh" (32 pg/mL).
Canaleta 4= M® THP-1 com silenciamento do p-Actina (B-Actina”®),
infectados com L. braziliensis e tratados com Sb”. Bii= Percentual dos niveis de
expressdo remanescentes da proteina determinado por meio de analises
densitométricas dos sinais mostrados no painel Bi usando o programa ImageJ.
C= Percentual de sobrevivéncia intracelular das amastigotas de L. braziliensis,
infectando M® THP-1 néo silenciados e M® THP-1 B-Actina *' tratados com
SbY (32 pg/mL); M® THP-1 infectados e ndo tratadas foram usados como
controles. Os resultados representam a média de 2-3 experimentos
independentes + EP. Diferencas significativas foram determinadas através da
andlise da variancia (ANOVA) duas vias (two-way), seguida pelo teste de
comparagdo maltipla de Bonferroni, ** p<0.01 e *** p<0.001.
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Figura S5. Efeito do silenciamento dos genes humanos da defesa
antioxidante e do transporte de fArmacos na carga parasitaria intracelular
de amastigotas de L. braziliensis em M® THP1. A= Carga parasitaria
intracelular de amastigotas de L. braziliensis, infectando M® THP-1 ndo
silenciados e M® THP-1 silenciados. A= gstpl, B= gss, C= abch5, d=trx e E=
p-actina, tratados com Sb" (32 pug/mL); M® THP-1 infectados e ndo tratadas
foram usados como controles. Os resultados representam a média de 2-3
experimentos independentes + EP. Diferencas significativas foram determinadas
através da andlise da variancia (ANOVA) duas vias (two-way), seguida pelo
teste de comparagdo multipla de Bonferroni, ** p<0.01 e *** p<0.001.





