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RESUMO

A leishmaniose é uma doenca de carater antropozoono6tico presente em regides tropicais e
subtropicais. Cerca de 1,3 milhfes de novos casos sdo notificados anualmente em 98 paises,
com aproximadamente 30 mil mortes por ano. A Leishmaniose tegumentar (LT) apresenta
diversas manifestacfes clinicas, as mais frequentes sdo a leishmaniose cutinea e a
leishmaniose mucosa, provocadas por espécies do género Leishmania, dentre elas Leishmania
braziliensis, L. guyanensis e L. amazonensis. O tratamento de LT é feito com antimoniais
pentavalentes (SbV), porém nos ultimos anos tem aumentado o numero de casos de
resisténcia ao tratamento. Os genes yGCS, ODC, GSH2 e TRYR codificam proteinas com
funcBes envolvidas no metabolismo da droga. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
expressdo génica comparativa desses genes em cepas de Leishmania de pacientes atendidos
no Hospital de Medicina Tropical de Rondonia — CEMETRON. Foram analisadas 22 cepas de
L. braziliensis e 15 de L. guyanensis realizadas em ensaios de PCR em tempo real. Foi obtido
o perfil da curva de crescimento das duas espécies analisadas para realizar a coleta de RNA
nas fases logaritmica tardia e estacionaria. A concentracao ideal dos iniciadores para 0s genes
e a eficiéncia de cDNA foram obtidas para padronizacdo da técnica utilizada. O gene ODC
apresentou maior expressao entre os genes avaliados e o gene yGCS apresentou a menor
expressdao. Entre as espécies de Leishmania foi observada variacdo significativa nos genes
yGCS e ODC. Os genes GSH2 e TRYR ndo apresentaram variacgdo significativa na expressdo
em nenhuma das varidveis analisadas. Entre as fases logaritmica tardia e a estacionaria (de
L.b e L.g) ndo foi observada diferenca significativa. Quando comparada a expressao génica
entre cultura e RNA extraido da lesdo foi observada variacdo significativa para 0s genes
yGCS e ODC. Em todas as analises, inclusive no heatmap foi observada variagdo na
expressao génica intra espécie. A partir dos resultados obtidos, fica reforcada a importancia
da obtencdo de informacGes clinicas dos pacientes em relacdo a cura clinica ou falha
terapéutica e visando compara-las com dados de expressdo génica dos isolados e os dados de
expressao génica obtidos do RNA extraidos da lesdo.

Palavras-chaves: Leishmania, Expressao génica e PCR em tempo real
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ABSTRACT

Leishmaniasis is an anthropozoonotic disease present in tropical and subtropical regions.
About 1.3 million of new cases have been reported per year in 98 countries with
approximately 30,000 deaths. Cutaneous Leishmaniasis (LT) has several clinical
manifestations, but cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis forms are the most frequent.
The disease is caused by species of the Leishmania genus, e.g. L. braziliensis, L. guyanensis
and L. amazonensis. The treatment is based on pentavalent antimonials (SbV), but in recent
years the number of cases of resistance has increased. The genes yGCS, ODC, GSH2 and
TRYR encode proteins with functions involved in drug metabolism. The objective of this
study was to evaluate the comparative gene expression of those genes in Leishmania strains
isolated from patients of the Tropical Medicine Hospital of Rondonia - CEMETRON. 22 L.
braziliensis strains and 15 L. guyanensis were analyzed by real time PCR assays. The profile
of the growth curve was obtained for both species analyzed to collect the RNA in the late
logarithmic and stationary phases. The optimal concentration of primers for the genes and
cDNA efficiency were obtained on the standardization of the techniques. The ODC gene
showed higher expression among genes evaluated and yGCS gene presented the lowest
expression profile. Between the species of Leishmania there was no significant variation on
the expression profiles of yGCS and ODC genes. The GSH2 and TRYR genes showed no
significant change in expression for any of the variables. Comparing the late logarithmic and
the stationary phase there was no significant difference. When compared gene expression
between culture and RNA extracted from the lesion was observed significant changes for
yGCS and ODC genes. Intra species variation in gene expression was observed in heatmap
analysis. The presented results reinforces the importance of obtaining and comparing clinical
information of patients regarding clinical cure or treatment failure with the gene expression
data of the isolated and gene expression data obtained from RNA extracted from injury.

Keywords: Leishmania, gene expression and real time PCR
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas de carater antropozoondtico, presentes em regides
tropicais e subtropicais, em especial nos paises em desenvolvimento. S0 causadas por
diversas espécies de protozoarios do género Leishmania e transmitidas ao homem por meio da
fémea de flebotomineos infectadas no momento do repasto sanguineo (QUEIROZ et al.,
2012). As leishmanioses séo divididas em dois grupos, Leishmaniose Tegumentar (LT) com
manifestacbes cutdneas e mucosas e Leishmaniose Visceral (LV) que atinge

preferencialmente orgéos viscerais (MURRAY et al., 2005).

As leishmanioses constituem um problema de salde publica e segundo a OMS estédo
entre as seis infeccdes parasitarias mais importantes do mundo. Estima-se que ha 1,3 milhdes
de novos casos no mundo distribuidos em 98 paises, com cerca de 30 mil mortes por ano
(WHO, 2015). Séo consideradas doencas negligenciadas com poucos investimentos
financeiros e atencdo das autoridades publicas para implementacdo de atividades de pesquisa,

prevencéo e controle da doenga (SANTOS et al., 2012).

1.1 Ciclo de vida de Leishmania spp.

As Leishmanias sdo parasitas heteroxenos. Os hospedeiros vertebrados sédo
representados por uma variedade de mamiferos no ambiente silvestre e no ambiente
domestico. Nos ultimos anos os reservatorios domésticos tem atuado como um fator de
grande relevancia para infeccdes em regies urbanas, representando mudangas no cenario
epidemioldgico da patologia (BRASIL, 2013; CANTACESSI et al., 2015). Os hospedeiros
invertebrados sao insetos, dipteros (1,5 a 2 mm de tamanho), pertencentes a familia
Psychodidae e aos géneros Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo.
Esses dois géneros de importancia médica sdo responsaveis pela transmissdo dos parasitas
Leishmania patogénicas ao ser humano (DOSTALOVA; VOLF, 2012).

A infeccdo em humanos ocorre apo6s o repasto sanguineo da fémea de flebotomineo
contaminada. As formas transmitidas ao hospedeiro vertebrado sé&o as promastigotas
metaciclicas, que caracterizam-se por serem longas, flageladas, mdveis e extracelulares.

Dentro dos fagolissomos de macrofagos, as promastigotas se diferenciam em amastigotas. As
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amastigotas sdo formas arredondadas, com flagelo interno, imdveis e obrigatoriamente
intracelulares (HOARE; WALLACE, 1966).

Ao sugar sangue do hospedeiro infectado com Leishmania, o vetor ingere as formas
amastigotas de Leishmania que irdo se diferenciar em promastigotas ndo infectantes no
intestino do inseto. Essas sofrem um processo de maturacdo, na qual dardo origem as formas
metaciclicas (infectantes), por meio do processo de metaciclogénese. O ciclo € completado
quando ha um novo repasto sanguineo e as formas promastigotas sdo inoculadas no
hospedeiro vertebrado (Figura 1) (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

O processo de metaciclogénese ocorre também em meio de cultura de Leishmania no
periodo de crescimento, entre a fase logaritmica e a fase estacionaria. Nesse processo, além do
parasita se tornar infectivo, ocorrem diversas alteracbes morfoldgicas, na expressdo de genes
e na estrutura bioguimica dos lipofosfoglicanos presentes na superficie celular (SILVA et al.,
2015).

Figura 1. Ciclo bioldgico de Leishmania spp.

Estagio no humano

@ No repasto sanguineo o flebotomineo
regurgita promastigotas no hospedeiro @ Promastigotas sdo fagocitadas

por macrofagos

Estagio no flebotomineo

Dividem-se no mtestmo e migram

( vy \%\\ D

@ Promastigotas transformam-se em
amastigotas dentro dos macroéfagos

@ No intestino do vetor amastigotas
transformam-se em promastigotas 00
&,
@ @e
®
YA

Amastigotas multiplicam-se nas células
G’o oS ®

(incluindo macrofagos ) de varios tecidos

Ingere células parasitadas 0 ﬂebotommeo alimenta-
se do sangue de humano
v contaminado

As setas em azul representam o estagio de Leishmania spp. no humano e as setas vermelhas representam o
estagio no flebotomineo. As formas arredondadas sdo as amastigotas e as formas ovais com presenga de flagelos
sdo as promastigotas. Adaptado de REITHINGER et al., 2007.
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1.2 Espécies de Leishmania

O agente etioldgico das leishmanioses pertence ao Reino Protozoa; filo Mastigophora;
ordem Kinetoplastida; familia Trypanossomatidae e género Leishmania. Esse género é
subdivido em dois subgéneros, Leishmania (Leishmania) e Leishmania (Viannia). Os
subgéneros foram classificados inicialmente de acordo com a regido onde o parasita se
desenvolve no intestino do vetor (LAINSON; SHAW, 1987), classificacdo posteriormente
corroborada por caracteristicas moleculares do parasita (RIOUX et al., 1990; CUPOLILLO;
GRIMALDI; MOMEN, 1994).

Foram relatadas vinte e duas espécies de Leishmania, relacionadas por causar
infeccbes em humanos. Essas espécies estdo amplamente distribuidas, principalmente nos

paises pouco desenvolvidos em regiBes tropicais e subtropicais (WHO, 2015).

No Brasil foram identificadas oito espécies de Leishmania patogénicas ao ser humano,
sendo duas do subgénero Leishmania: L. (L.) infantum, o Unico agente etiol6gico da LV no
Brasil e L. (L.) amazonensis. As seis espécies do subgénero Viannia séo: L. (V.) braziliensis,
L. (V.) guyanensis, L. (V.) naiffi, L. (V.) lainsoni, L. (V.) shawi e L. (Viannia) lindenbergi. Das
oitos espécies identificadas no Brasil, sete ocorrem na Amazonia brasileira, sendo os agentes
causadores de LT (SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004; BRASIL, 2013).

1.3 Leishmaniose tegumentar

A LT é um dos tipos de leishmaniose e apresenta uma variedade de manifestacdes
clinicas, sendo considerada uma doenca polimorfica e espectral da pele, baseada nos aspectos
clinicos, imunoldgicos e histopatoldgicos (BITTENCOURT; BARRAL, 1991). Essas
diferencas na apresentacdo clinica, em geral, estdo associadas ao sistema imunolédgico
individual do hospedeiro e as diferentes espécies de Leishmania. As principais manifestacdes
de LT séo classificadas como: leishmaniose cutdnea (LC) e leishmaniose mucosa (LM)
(DANTAS et al., 2014).

A LC apresenta diferentes formas clinicas, sendo (i) localizada, lesdo tipica na forma
de Ulcera indolor, de bordo elevado e fundo granuloso, sdo consideradas lesdes primarias, que

quando nédo tratadas podem resultar em curas espontaneas (figura 2A) (MARTINS et al.,
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2014; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014); (ii) disseminada, forma mais rara de LC que pode
ser observada em até 2% dos casos de LT, caracterizada com a presenca de Ulceras maltiplas e
pequenas que acometem VAarios segmentos corporais, resultantes da disseminacao
hematogénica ou linfatica (figura 2B) (COSTA et al., 2009); (iii) difusa, caracterizada por
lesbes nodulares ndo ulceradas, precedidas por Ulcera Unica que evolui com disseminagdo
linfatica, ocorrem em pacientes anérgicos com deficiéncia na resposta imune celular (figura
2C) (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

A LM ¢é a uma manifestacdo grave da forma cuténea, que afeta principalmente as
regibes mucosas da boca, nariz e faringe. A presenca do parasita nas regides mucosas decorre
de metastase ou migracdo dos parasitas da lesdo localizada para os tecidos nasais. Esse tipo de
lesdo pode surgir de meses a anos apds a resolucdo da lesdo cutanea de evolugdo cronicas e
pode estar relacionada com tratamento inadequado (figura 2D) (BRASIL, 2013; DANTAS et
al., 2014; MARTINS et al., 2014; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

Figura 2. Manifestacdes clinicas de LT

Fotos: Laboratério Epidemiologia Genética/Fiocruz-RO. A Figura apresenta as manifestacdes clinicas de LT:
(A) lesdo cutanea localizada, (B) leséo cutanea disseminada, (C) lesdo cuténea difusa e (D) lesdo mucosa nasal.
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No Brasil as trés espécies mais frequentes de Leishmania responsdveis por essa
diversidade de manifestagdes clinicas causadoras de LT sdo: L. braziliensis, L. guyanensis e
L. amazonensis (BRASIL, 2013)

A L. braziliensis € a espécie predominante como agente etiologico, possui 0 maior
potencial patogénico ao homem e esta relacionada com as lesbes cutaneas localizadas que
pode evoluir para manifestacdes clinicas mais graves, de longa evolugdo com lesbes cutaneas
ou lesBes destrutivas nas mucosas (GRIMALDI; DAVID; MCMAHON-PRATT, 1987,
VERGEL et al., 2006; SILVEIRA et al., 2008; MARTINS; ALEXANDRINO;
GUIMARAES, 2010). A L. braziliensis estd presente em todas regibes brasileiras e é
transmitida por diferentes espécies de flebotomineos com diversos reservatorios no meio
ambiente. Essa diversidade de ambientes, vetores e reservatorios, pode estar associada a
variabilidade genética intra espécie de L. braziliensis (CUPOLILLO et al., 2003).

A L. guyanensis é endémica da regido amazonica brasileira, com maior ocorréncia no
estado do Amazonas, mas relatada também nos estados Acre, Amapa, Para e Rondbnia. A
principal manifestacdo clinica dessa espécie estd relacionada a leishmaniose disseminada,
com ulceras pequenas e numerosas. (GRIMALDI; TESH; MCMAHON-PRATT, 1989;
MATTA et al.,, 2009; GUERRA et al.,, 2011; TELES et al., 2015). Sdo raros 0s casos
relatados afetando as mucosas, no entanto nos estados de Ronddnia e Amazonas foram
identificadas casos de leishmaniose mucosa causada L. guyanensis (CANTANHEDE et al.,
2015).

A L. amazonensis foi identificada em varias regides brasileiras e estad envolvida com
uma variedade de manifestacdes clinicas, que vao desde lesGes cutaneas com as formas
cuténeas anérgicas difusas em pacientes com deficiéncia especifica na resposta imune celular
e lesdes na mucosa (BARRAL et al., 1991; COSTA et al., 2009; LAINSON, 2010).
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1.4 Epidemiologia de LT

A LT nas Ameéricas representa um importante problema de salde publica, devido a sua
distribuicdo geografica, bem como ao ciclo de transmissdo bastante complexo, que envolve
uma diversidade de espécies patogénicas, vetores, reservatdrios e condicdes ambientais
favoraveis a transmissdo da doenca. A doenca esta distribuida em 18 paises da América, com
mais de 70% dos casos concentrados em apenas 4 paises, representados pelo Brasil,
Colbmbia, Peru e Nicaragua (Figura 3). Apesar do elevado nimero de casos registrados em
poucos paises, & possivel observar uma reducdo anual na ocorréncia dessa doenca,

principalmente nos paises com maiores numero de registros (PAHO, 2015).

Figura 3. LT nos paises que mais concentram casos notificados nas Américas, de 2010 a
2013.
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Fonte: PAHO/OMS. SisLeish: Dados reportados pelos Programas Nacionais de Leishmanioses.

No Brasil, a LT apresenta ampla distribuicdo com registros de casos em todas as
regides brasileiras, sendo confirmada a autoctonia em todas unidades federadas do pais no ano
de 2003 (Figura 4) (BRASIL, 2015).

O perfil epidemioldgico de LT no Brasil tem apresentado mudangas significativas.
Inicialmente acometia pessoas em contato com floresta e atualmente os casos relatados estdo

associados a transmissdo em zonas rurais desmatadas e em regifes periurbanas. Essas
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mudancas sdo mantidas pelos casos oriundos de focos antigos ou de &reas proximas aos
mesmos e 0 aparecimento de surtos epidémicos decorrentes de atividades econémicas e
ocupacdo populacional nas areas periféricas (GUERRA et al., 2011; BRASIL, 2013).

A regido Norte tem apresentado 0 maior niumero de casos entre as regides brasileiras
(41,95% do total de casos registrados, entre o periodo de 2003 a 2013), e com coeficientes de
deteccdo superior as demais regides (58,1 por 100.000 habitantes, entre o periodo de 2003 a
2013), conforme demonstrado na Figura 4 (BRASIL, 2015). Assim como no Brasil, a regido
Norte também apresentou uma reducdo no nimero de casos notificados (BRASIL, 2015).
Figura 4. Casos de LT notificados no Brasil de 2003 a 2013.
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Fonte: Sinan/SVS/MS.

Entre os estados da regido Norte, 0 Pard possui 0 maior numero de casos registrados,
seguido do Amazonas e posteriormente Ronddnia que tem apresentado cerca de 1200 casos
anualmente com coeficiente de detecgéo de 69,6 por 100.000 habitantes (BRASIL, 2015). Ao
contrario do cenario nacional que vem apresentando uma redu¢do, Rond6nia tem apresentado

um aumento de casos notificados entre os anos de 2011 a 2013 (Figura 5).
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Figura 5. Casos notificados de LT na regido Norte de 2003 a 2013.
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1.5 Diagnostico e tratamento de LT

O diagnostico de LT é realizado por meio da associacdo dos dados clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais. O diagnostico laboratorial visa a confirmacdo dos achados
clinicos e auxilia nas informac6es epidemiologicas por meio da identificacdo das espécies
circulantes em determinada regido, orientando quanto as medidas a serem adotadas para o
controle e o agravo (BRASIL, 2013). O diagnostico laboratorial tem sido uma ferramenta
crucial para a otimizacdo do tratamento, no entanto, apresenta algumas limitacbes, como a
falta de uma técnica padrdo-ouro, que apresente sensibilidade, especificidade, rapidez com
custos acessiveis (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015).

No Brasil, os testes laboratoriais para LT recomendados pelo Ministério da Salde sao
constituidos por 3 grupos de exames: o parasitologico, imunoldgico e molecular (BRASIL,
2013).

Exame parasitologico - E um teste qualitativo onde a demonstragdo do parasita é feita
por meio de exame direto, sendo esse o de primeira escolha dentre os parasitologicos, devido
aos custos baixos, rapidez e facil execucdo. A sensibilidade do teste estd associada ao tempo
de evolucgéo da doenca e aos casos de infeccdes reincidentes. O isolamento em cultivo in vitro
pode ser utilizado para confirmacdo do parasita, mas sua eficiéncia é reduzida (BRASIL,
2013).
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Exames imunoldgicos - O teste intradérmico (intradermoreagdo de monte negro -
IDMN) consiste em uma solucdo antigénica de promastigota injetada intradérmica, onde sera
avaliada a resposta da hipersensibilidade celular tardia, sendo considerado o teste de primeira
escolha dentre os imunologicos. Atualmente entre os exames imunoldgicos destacam-se
também os testes soroldgicos que detectam a presenca de anticorpos anti-Leishmania no soro.
A probleméatica dos testes soroldgicos é que estes podem apresentar reagfes cruzadas com
outras doencas, principalmente causadas por tripanosomatideos, tendo sua aplicacao limitada
em regides endémicas para 0s protozoarios dos géneros Trypanosoma e Leishmania (GOMES
etal., 2014).

Exames moleculares: Os testes moleculares possuem maior sensibilidade,
especificidade e variedade de amostra biologica em relacdo aos outros. Consistem em detectar
0 material genético do parasita e permitem identificar espécies (BRASIL, 2013). Esse exame
é pouco utilizado na rotina laboratorial devido ao elevado custo, falta de estrutura fisica e
profissionais capacitados para execucdo dos testes, sendo sua utilizacdo restrita aos centros de
pesquisas (MULLER et al., 2015; PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015).

Assim, o diagnostico laboratorial para LT ainda apresenta algumas limitagdes quanto a
sua implementacdo no sistema publico de saude, principalmente em relacdo as abordagens
moleculares. Com isso, o desenvolvimento de métodos de diagnostico rapidos e confidveis e
sua associacao ao tratamento adequado sdo de grande relevancia para obtencdo da cura clinica
dos pacientes acometidos com LT (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015).

Ainda ndo existem vacinas disponiveis contra as leishmanioses, apesar de diversas
tentativas para o seu desenvolvimento nos Ultimos quarenta anos, a maioria foi interrompida
na fase experimental (MENDONGCA; CYSNE-FINKELSTEIN; MATQOS, 2015). O Leish-
111F+MPL-SE ¢é o unico candidato a vacina contra leishmanioses testada em humanos.
Consiste em uma poliproteina recombinante composta por 3 antigenos de Leishmania
(COLER et al., 2007; MODABBER, 2010). Em um ensaio clinico desse composto em area
endémica para L. donovani foi observado que o mesmo apresentou niveis de seguranca e
tolerancia necessarios para sua utilizacdo, com indugéo de respostas especificas das células T
contra esses antigenos (EVANS; KEDZIERSKI, 2012).

O tratamento de LT tem se baseado na administracdo de quimioterapicos. Os

antimoniais pentavalentes (SbV) sé@o as drogas de primeira escolha para o tratamento, estdo
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sendo utilizados desde 1947 em diversos paises para os diferentes espectros da patologia
(DECUYPERE et al., 2005; ADAUI et al., 2011). Sdo dois tipos de SbV, o N-metilglucamina
e o0 estibogluconato de sodio, sendo o ultimo ndo comercializado no Brasil. O mecanismo de
acao ainda nao esta bem definido, mas as hipdteses sdao multifatoriais, relacionadas com a
inibicdo da via glicolitica, sintese de acidos graxos e fragmentacdo do DNA de Leishmania
(KAUR; RAJPUT, 2014; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

O esquema terapéutico dos antimoniais pentavalentes pode variar de acordo com a
manifestacdo clinica, espécie do parasita e evolucdo da doenca. Os efeitos colaterais séo
comuns no tratamento, sendo os mais frequentes a cardiotoxicidade grave, nefrotoxicidade e
hepatoxicidade. Alguns pacientes possuem restricdes para utilizacdo do SbV devido aos
efeitos adversos. Dentre eles pacientes idosos, portadores de cardiopatias, nefropatias,
hepatopatias e portadores doenca de chagas devem receber tratamento diferenciado (tabelal)
(MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). Pacientes que respondem ao tratamento apresentam cura
clinica no periodo de até 3 meses apds iniciado, sendo necessario o acompanhamento clinico e
laboratorial de 3 a 6 meses apds tratamento, de acordo com a forma clinica (BRASIL, 2013;
MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; SHOWLER; BOGGILD, 2015).

Além dos antimoniais apresentarem restricdes em relacdo ao uso para alguns grupos
de pacientes, outra problematica importante esta associada ao elevado numero de casos
descritos com resisténcia, sendo um impacto de relevancia mundial no tratamento das
leishmanioses (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). Em varias regides endémicas para as
leishmanioses foram identificadas cepas de Leishmania resistentes (VANAERSCHOT et al.,
2014). A India registrou mais de 60% de casos resistentes na regido de Bihar (SUNDAR et
al., 2000), assim como na Colémbia onde foram isoladas cepas de L. braziliensis resistentes
ao ShV (ROJAS et al., 2006).

Outras drogas tém sido utilizadas como fonte alternativa no tratamento da LT.
Pentamidina é uma droga de segunda escolha, principalmente nos casos de resisténcia a SbV,
a eficacia do tratamento estd relacionada com algumas espécies de Leishmania, sendo sua
utilizacdo restrita devido a elevada toxicidade. A anfotericina B estd disponivel para
tratamento em alguns casos, é um antifungico que possui afinidade pelo ergosterol presente na
membrana da célula parasitaria. Disponivel também na formulacdo de um complexo lipidico,
que reduz os efeitos colaterais e melhora a farmacocineética, utilizada principalmente em casos

de pacientes imunodeprimidos. A Miltefosina apresenta a vantagem de ser administrada por
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via oral, dispensando a necessidade de internacdo hospitalar, e tem apresentado eficacia em
alguns paises onde e administrada, A Paromomicina apresenta diversos efeitos colaterais
qguando administrada via intramuscular, sendo utilizada apenas no tratamento de LV (tabela 1)
(KAUR; RAJPUT, 2014; MENEZES et al., 2015).

O sucesso no tratamento depende de varios fatores. Alguns estudos evidenciam que
fatores inerentes ao parasita sugerem mecanismos envolvidos na resisténcia de SbV (KAUR;
RAJPUT, 2014). A reducéo in vivo de SbV tem sido um desses fatores, visto que a forma
administrada para combater o parasito sem grandes efeitos colaterais é a pentavalente, mas a
forma ativa do farmaco é a forma trivalente. O local onde a droga é reduzida, no macréfago
ou no parasita, também ndo esta esclarecido, sendo a redu¢do um evento critico para a eficacia
da droga (MONTE-NETO et al., 2011). Niveis elevados de tripanotiona, um tiol responsavel
pelo equilibrio redox intracelular de tripanosomatideos, sdo correlacionados com parasitas
resistentes, pois esse antioxidante pode formar conjugados com o metal trivalente,

favorecendo o efluxo da droga para 0 meio extracelular (RAI et al., 2013).



Tabela 1. Medicamentos utilizados no tratamento das leishmanioses.
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Drogas Tratamento Viadeadm. Eficacia Efeitos adversos

Antimoniais 20 mg/kg diérios por 20 dias. IM, IV ou IL 35-95% Cardiotoxicidade grave, pancreatite, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade

pentavalentes (dependendo da area)

Pentamidina 3 mg/kg dias alternados — IM 35-96% (dependendo da  Hiperglicemia, como resultado de danos no péncreas; hipotenséo,
7 doses espécie de Leishmania) taquicardia e alteracdes eletrocardiogréficas.

AnfotericinaB  0,75-1 mg/ kg / dia (15-20 dias, IV > 90% Nefrotoxicidade grave, hipocalemia, febre alta e reacGes relacionadas a

diarias ou alternadamente)

infusdo.

Anfotericina B 10-30 mg/kg dose Unica (dose IV >97% Leve e pouco frequente: nefrotoxicidade e calafrios.
lipossomal individual 3-5mg/kg/dose)
Miltefosina 100-150 mg/dia (28 dias) Oral Asia: 94% (india) Vomitos e diarréia, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, teratogenicidade.

60% -93% (Africa)

Paromomicina 15 mg/dia (21 dias) ou 20 IM ou topico 94% (india)
mg/dia (17dias) 46-85% (Africa)

Nefrotoxicidade grave, ototoxicidade, hepatotoxicidade.

IV: administracdo intravenosa; IM: intramuscular; IL: administracdo intralesional. Fonte adaptada: (MENEZES et al., 2015).
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1.6 Genoma de Leishmania

Os tripanossomatideos em geral apresentam algumas caracteristicas gendmicas
exclusivas do grupo entre 0s eucariotos, similares aos seus ancestrais, 0S procariotos.
Possuem uma escassez de introns e agrupamento policistronico, que sdo grandes agregados de
genes que codificam proteinas com funcdes diferentes, separados por regides intergénicas.
Esses agrupamentos de genes possuem uma maquinaria transcricional simplificada, no qual
h& o processamento de mRNA por trans-splicing acoplado a poliadenilagdo (Figura 6). Séo
co-transcritos pela RNA polimerase Il, relatada em estudo por possuir uma baixa quantidade
de fatores de transcricdo (GAUDENZI et al., 2011).

Figura 6. Representacdo esquematica da maturacdo de mRNA por trans splicing e
poliadenilacao.
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O esquema representa o processo de maturacdo do mMRNA por trans-splicing e poliadenilagdo em
tripanosomatideos. A transcri¢do inicia em regides de cromatina aberta e termina em regiGes de cromatina
condensada. Fonte adaptada: Gaudenzi et al., 2011.

L. major, foi a primeira espécie de Leishmania a ter o genoma sequenciado (IVENS et
al., 2005). Atualmente estdo disponiveis os genomas de L. infantum e L. braziliensis, L.
mexicana, L. donovani e L. amazonensis, dentre outros (http:/tritrypdb.org/tritrypdb/). A
disponibilidade dessas sequéncias tem proporcionado analises comparativas detalhadas das
espécies de Leishmania, associadas a patologia e aos seus diversos espectros (CANTACESSI
etal., 2015).
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Os genomas de Leishmania spp. apresentam de 34 a 36 cromossomos, dos quais 31
sdo altamente conservados (ROGERS et al., 2011). Um comparativo dos genomas de L.
major, L. infantum e L. braziliensis demonstrou um contetdo, sintenia e arquitetura genética
conservada (SMITH; PEACOCK; CRUZ, 2007). No sequenciamento realizado em L. major
foi observado 911 genes de RNA, 39 pseudogenes e 8.272 genes codificadores de proteinas,
dos quais 36% podem ser atribuidas com fungdes desconhecidas (IVENS et al., 2005). Em
analise comparativa dos genomas das trés espécies citadas acima, foram identificados genes,
codificadores para proteinas que seriam espécie-especificos. Alguns estudos mostraram, L.
braziliensis foi a espécie mais divergente geneticamente e biologicamente, com 47 genes
espécie-especificos, com uma maquinaria de interferéncia mediada por RNA e elementos
transponiveis exclusivo nesta espécie (IVENS et al., 2005; SMITH; PEACOCK; CRUZ,
2007).

A regulacdo génica em Leishmania € feita por um processo dependente de
mecanismos de estabilizacdo de RNA a nivel pds transcricional. Essa regulacdo poés
transcricional e regulacdo ao nivel de tradugdo sdo pouco conhecidas, no entanto resultam em
correlagfes variaveis entre os niveis de expressdo do gene e da proteina (DEPLEDGE et al.,
2009). Além disso, a aneuploidia pode aparecer com frequéncia no genoma de Leishmania,
onde os nimeros de copias de cromossomos podem variar consideravelmente entre linhagens
e espécies do parasita de diversas regides geograficas (DOWNING et al., 2011). Num estudo
com L. mexicana foi sugerido que até 15 cromossomos eram supranumerarios. Cromossomos
e genes duplicados podem estar relacionados a um aumento nos niveis de mMRNA (ROGERS
etal., 2011).

Nos ultimos anos, alguns estudos de expressdo génica foram realizados com cepas de
L. major, L. donovani, L. braziliensis, L. infantum, L. amazonensis e L. guyanensis, com as
técnicas de microarranjos e PCR em tempo real. Esses estudos evidenciaram um conjunto de
genes expressos diferencialmente em estagio especifico e espécie especifico. Alguns desses
genes avaliados possuem grande relevancia na resposta ao tratamento, pois codificam
proteinas com func@es envolvidas no metabolismo e transporte dos antimoniais pentavalentes,
droga de primeira escolha utilizada no tratamento das leishmanioses em geral (DECUYPERE
et al., 2008; DEPLEDGE et al., 2009; ALCOLEA et al., 2010; TORRES et al., 2010; ADAUI
etal., 2011; MONTE-NETO et al., 2011).
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1.7 Genes de Leishmania envolvidos no metabolismo dos antimoniais pentavalentes

Espécies de Leishmania possuem proteinas envolvidas diretamente ou indiretamente
na via de metabolizacdo dos antimoniais, consequentemente podem estar relacionadas
também com acumulacdo reduzida do farmaco ativo intracelular, sequestro do farmaco para o
meio extracelular, reducédo dos niveis toxicos na atividade microbicida, entre outros. Portanto
genes que codificam essas proteinas possuem grande relevancia no desenvolvimento da
infeccdo e na resposta terapéutica (KAUR; RAJPUT, 2014).

Figura 7. Mecanismo de resisténcia ao antimonial em Leishmania.
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O esquema representa 0s mecanismos de resisténcia antiménio em Leishmania. (a) Ativacdo: conversdo de Sb
(V) para Sb (I11). (b) Diminuicio da capta¢do: diminuicdo da expressdo de AQP1, um transportador de metal
trivalente, reduz a absor¢do de Sb para dentro da célula e assim conferir resisténcia. (c) Conjugacao e sequestro:
niveis elevados de tiol pode formar conjugado com antimonio, favorecendo o sequestro do conjugado ou a
extrusdo. As linhas azuis indicam o possivel mecanismo de acdo da droga em cepas sensiveis de Leishmania e as
linhas vermelhas representam possivel mecanismo de resisténcia em cepas de Leishmania. Adaptada de (KAUR;
RAJPUT, 2014).

Os tiois séo agentes oxirredutores presente nas células de Leishmania, com fungdes
importantes para sobrevivéncia do parasita no macréfago e no desenvolvimento da infecgéo.
Possuem um duplo papel, sdo responsaveis por bloquear a acdo microbicida do macréfago e
atuam também na formac&o de conjugados com metais trivalentes, colaborando para o efluxo
celular da droga via transportadores especificos. Em estudos comparativos com cepas de L.

donovani sensiveis e cepas resistentes aos antimoniais, foi observado que as cepas resistentes
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possuem niveis elevados de tidis, quando comparadas com cepas sensiveis. Alguns genes
codificam proteinas que tém funcgdo relacionada ao metabolismo de tiol, entre eles, ornitina
descarboxilase (ODC), gama glutamilcisteina sintetase (yGCS), glutationa sintetase (GSH2) e
tripanotiona redutase (TRYR) (RAI et al., 2013).

A ODC ¢é uma enzima limitante da via poliaminas. Essa via tem sido intensamente
estudada em células de mamiferos, pois esta relacionada a varios processos celulares
fundamentais, tais como proliferacdo, diferenciacéo e sintese de macromoléculas (GILROY et
al., 2011). Em tripanosomatideos essa via atua como precursores na producdo de tripanotiona,
um tiol que combate o estresse oxidativo (FAIRLAMB; CERAMI, 1992). A inibicdo de ODC
por meio do DL-a-difluorometilornitina (DFMO) tem mostrado eficacia na cura para doenca
do sono causada por Trypanosoma brucei. Em teste in vitro com as formas promastigotas de
Leishmania foi observado que a inibigdo dessa enzima interrompeu o crescimento do parasita.
Os componentes enzimaticos da via de biossintese das poliaminas, tal como a ODC podem
ser alvos potenciais para o tratamento das leishmanioses (VAN NIEUWENHOVE et al.,
1985).

A yGCS atua na sintese de glutationa, que € precursor de tripanotiona. O aumento na
expressdo do gene que codifica esta enzima tem sido correlacionado com cepas resistentes aos
antimoniais em Leishmania, considerada um fator determinante para resisténcia desses
parasitas. Outra analise comparativa realizada entre os niveis de tiois e a expressdo do gene,
mostrou que cepas resistentes com elevado niveis de tidis apresentaram uma superexpressao
do gene yGCS (SINGH; CHATTERJEE; SUNDAR, 2014). No entanto, em outro estudo
realizado com L. donovani demonstrou que a regulacéo de tidis ndo é mediada por yGCS, o
envolvimento dessa enzima na regulacdo do agente oxirredutor ocorre apenas em isolados
altamente resistentes. (RAI et al., 2013).

GSH2 atua na sintese de glutationa, um tiol que desempenha papel importante na
defesa celular contra o estresse oxidativo e na desintoxicacdo de drogas e varios xenobioticos
nas células de organismos (GRONDIN et al., 1997; ADAUI et al., 2011). Produtos
sintetizados por GSH2 s@o importantes para 0 mecanismo oxirredutor, no entanto, essa
enzima ndo influencia diretamente no mecanismo de resisténcia a terapia. O aumento da
expressdo de GSH2 na célula de mamiferos tem sido associado a elevada atividade enzimatica
de yGCS (GRONDIN et al., 1997).



30

A TRYR promove a sintese de tripanotiona, o principal tiol presente exclusivamente
em células de tripanosomatideos. Essa restricdo tem apresentado TRYR como um alvo ideal
para o0 desenvolvimento de novas drogas. A TRYR é analoga a glutationa redutase, um
antioxidante presente nas células de humanos, com exclusiva especificidade de substrato.
Diante dessa especificidade, varias moléculas tém sido exploradas como inibidores. Por estar
diretamente relacionada ao metabolismo de antioxidantes, estudos direcionados a resisténcia
aos antimoniais tém mostrado que a regulacédo de tiol também é mediada pelo aumento da
expressdao do gene TRYR, sugerindo que essa molécula possui funcdes essenciais na infecgédo
e na resposta terapéutica. (RAIl et al., 2013; KUMAR; ENGWERDA, 2014).

O nudmero de casos de falha terapéutica nos tratamentos com o medicamento de
primeira escolha, SbV, vém apresentando um aumento nos Ultimos anos (CROFT; SUNDAR;
FAIRLAMB, 2006). Além disso, alguns genes de Leishmania j& descritos na literatura estdo
relacionados com a metabolizacdo da droga, a exemplo dos quatro genes selecionados (GSH2,
yGCS, ODC e TRYR). A quantificacdo desses genes nos isolados de L. braziliensis e L.
guyanensis, espécies de maior interesse clinico no Brasil, pode nos fornecer informacGes
importantes sobre a biologia desses organismos bem como em relacdo a resposta ao

tratamento.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar a expressdo comparativa dos genes GSH2, yGCS, ODC e TRYR em isolados

de Leishmania de pacientes atendidos no Centro de Medicina Tropical de Rondbdnia —
CEMETRON.

2.2 Objetivos especificos
Comparar o perfil de expressdo dos genes em isolados de L. braziliensis e L.

guyanensis;

Avaliar a relagdo entre resultados de expressdo génica obtidos nos isolados com o0s

resultados obtidos em amostras de RNA extraidos de lesao.
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3 METODOLOGIA

3.1 Aspectos éticos

O projeto tem aprovagdo no comité de ética no ambito do projeto iniciado em 2011
com o titulo: Verificacdo da Presenca de Leishmaniavirus em amostras de pacientes com
Leishmaniose Tegumentar Americana atendidos no Centro de Medicina Tropical de
Rondénia - CEMETRON. Certificado de Apresentacio para Apreciacdo Etica - CAAE n°
0020.0.046.000-11.

3.2 Casuistica

Foram analisadas 22 cepas de L. braziliensis e 15 de L. guyanensis, sendo 26 dessas
isoladas de pacientes com LT atendidos no ambulatério do CEMETRON, em Porto Velho,
Rond6nia no periodo de abril de 2014 a dezembro de 2015 e 11 cepas de L guyanensis
fornecidas pela Colegdo de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz — CLIOC, isoladas de
pacientes com LT do estado do Amazonas. As cepas utilizadas neste estudo estdo disponiveis
na CLIOC. Dados clinicos, origem geografica de isolamento e identificacdo das cepas

constam na tabela 2.

Tabela 2. Identificagdo, origem geogréafica e forma clinica relacionadas as cepas de
Leishmania utilizadas neste estudo.

Cédigo Espécie do Parasito Cédigo Internacional UF de Forma
CLIOC Isolamento Clinica
I0C-L.3477 L.(V.) guyanensis MHOM/BR/2013/500 LPM LTA AM LC
10C-L3479 L.(V.) guyanensis MHOM/BR/2012/14 LCM LTA AM LCM
10C-L3486 L.(V.) guyanensis MHOM/BR/2013/27 INS LTA AM LC
10C-L3487 L.(V.) guyanensis MHOM/BR/2013/29 AAS LTA AM LC
10C-L3501 L.(V.) guyanensis MHOM/BR/2013/17 LTA JNV AM LC
10C-L.3503 L.(V.) guyanensis MHOM/BR/2013/33 LGS LTA AM LC
10C-L3542 L.(V.) guyanensis MHOM/BR/2014/233CFS AM LCM
10C-L3543 L.(V.) guyanensis MHOM/BR/2014/267RSN AM LC
10C-L3460 L.(V.) guyanensis MHOM/BR/2014/3460 AM LC
10C-L3461 L.(V.) guyanensis MHOM/BR/2014/3461 AM LC
10C-L3354 L.(V.) guyanensis MHOM/BR/2014/3354 AM LC
10C-L.3538 L.(V.) guyanensis MHOM/BR/2014/251 RO LC
10C-L.3539 L.(V.) guyanensis MHOM/BR/2014/271 RO LC
10C-L3540 L. (V.) braziliensis MHOM/BR/2014/268 RO LC
10C-L3545 L. (V.) braziliensis MHOM/BR/2014/275 RO LC
10C-L 3546 L. (V.) braziliensis MHOM/BR/2014/276 RO LC
I0C-L 3547 L. (V.) braziliensis MHOM/BR/2014/279 RO LC
I0C-L 3548 L. (V.) braziliensis MHOM/BR/2014/281 RO LC
10C-L 3549 L. (V.) braziliensis MHOM/BR/2014/283 RO LC
10C-L 3562 L. (V.) braziliensis MHOM/BR/2014/308 RO LC
10C-L 3563 L. (V.) braziliensis MHOM/BR/2014/309 RO LC
10C-L 3564 L. (V.) braziliensis MHOM/BR/2014/310 RO LC
I0C-L 3567 L. (V.) braziliensis MHOM/BR/2014/291 RO LC
10C-L 3568 L. (V.) braziliensis MHOM/BR/2014/297 RO LC
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I0C-L 3569 L. (V.) braziliensis MHOM/BR/2014/299 RO LC
I0C-L 3570 L. (V.) braziliensis MHOM/BR/2014/303 RO LC
I0C-L 3571 L. (V.) braziliensis MHOM/BR/2014/304 RO LC
RO-L 412 L. (V.) braziliensis MHOM/BR/2015/412 RO LC
RO-L391 L.(V.) guyanensis MHOM/BR/2015/391 RO LC
RO-L285 L.(V.) guyanensis MHOM/BR/2015/285 RO LC
RO-L390 L. (V.) braziliensis MHOM/BR/2015/390 RO LC
RO-L387 L. (V.) braziliensis MHOM/BR/2015/387 RO LC
RO-L384 L. (V.) braziliensis MHOM/BR/2015/384 RO LC
RO-L386 L. (V.) braziliensis MHOM/BR/2015/386 RO LC
RO-L377 L. (V.) braziliensis MHOM/BR/2015/377 RO LC
RO-L313 L. (V.) braziliensis MHOM/BR/2015/313 RO LC
RO-L313 L. (V.) braziliensis MHOM/BR/2015/314 RO LC

CLIOC, Colegdo de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz; UF, unidade federativa; AM, Amazonas; RO,
Rondbnia; LC, leishmaniose cutanea; LCM, leishmaniose cutaneo mucosa.

3.3 Obtencao e manutencéo das culturas de Leishmania

As coletas para isolamento de Leishmania em cultura e de material para andlise de
RNA extraidos diretamente da lesdo foram realizadas pelo Laboratério Epidemiologia
Genética da Fiocruz/RO em parceria com o CEMETRON. As coletas de aspirado de leséo
para isolamento de Leishmania em cultura foi realizada com seringa de volume total de 1 mL

contendo solucao fisiologica a 0,9%.

Os aspirados de lesdo foram colocados em meio de cultura bifasico Neal, Novy,
Nicolle-NNN &agar sangue com o meio liquido Schneider suplementado (Sigma-Aldrich, Inc.,
St. Louis — MO, EUA), seguido a padronizacdo estabelecida pelo laboratério Epidemiologia
Genética da Fiocruz/RO para crescimento dos parasitas em meio de cultura. Ap6s o
crescimento, as cepas foram armazenadas em criopreservacdo até o momento dos

experimentos.

As coletas do material para analise de RNA de lesdo foram realizadas com escovas
cervicais estéreis colocadas diretamente em contato com as bordas das lesdes conforme

descrito por Cantanhéde e colaboradores (2015).

3.4 Obtencao do perfil de crescimento das espécies de Leishmania em cultura.

Para realizacdo dos ensaios com expressdo génica em dois pontos no ciclo de vida de
Leishmania, foi necessario obter o perfil de crescimento das espécies por meio da andlise de
uma curva de crescimento do parasita. Para observar esse perfil, foram utilizadas 2 cepas de

L. braziliensis e 2 cepas de L. guyanensis em triplicata.
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ApoOs a retirada das cepas da criopreservacgdo, essas foram colocadas em tubos tipo
Falcon de 15 mL, contendo meio Schneider suplementado com 30% de soro fetal bovino
inativado (SFB), 2% de urina humana filtrada e incubadas em estufas do tipo BOD (demanda
bioquimica de oxigénio) durante quatro dias para adaptacdo. ApoOs este periodo foram
expandidas 1x 10° de Leishmania para um novo tubo tipo Falcon de 15 mL com meio
Schneider suplementado para um volume final de 5 mL e seu crescimento foi acompanhado
diariamente. O meio de cultura utilizado continha estreptomicina em concentracdo de 50

mg/mL para inibicao do crescimentos de bactérias.

O perfil de crescimento foi obtido por meio da contagem de parasitas em camara de
Neubauer utilizando o corante eritrosina (0,01% em PBS) em intervalos de 24 horas num
periodo de 8 dias. O numero final de parasitas por mL no meio de cultura foi calculado com a
seguinte formula: n° de parasitas/mL = média dos quadrantes x n° da dilui¢do x 10* (fator de

correcdo da camara de Neubauer).

3.5 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

A coleta de Leishmania para extracdo de RNA foi realizada nos quinto e sexto dias de
crescimento para L. braziliensis, € no quarto e quinto dias para L. guyanensis, que
correspondem as fases logaritmica tardia e estacionaria determinadas para essas espécies ap0s
a avaliacdo das curvas de crescimento. A partir da contagem de parasitas realizadas em
camara Neubauer, foi obtido um nimero estimado de 1 x 10° parasitas e posteriormente
suspendido em solucdo salina (PBS) para o volume final de 10 mL. O método de isolamento
de RNA foi realizado utilizando o PureLink RNA Mini Kit (Invitrogen®) de acordo com as
instrucOes do fabricante.

Apds a suspensdo em PBS, a solucéo foi centrifugada a 2.000 x g por 5 minutos a 4°C
e entdo desprezado o sobrenadante. As células foram lisadas com tampao de lise contendo 1%
de 2-mercaptoetanol. Em seguida, homogeneizadas com alcool 70% e filtradas em colunas de
silica atraves de centrifugacdo a 12.000 g x por 30 segundos em temperatura ambiente. Para o
processo de lavagem foram utilizados tampdes de lavagem fornecidos no kit de extracdo e
posteriormente centrifugadas a 12.000 g x por 30 segundos em temperatura ambiente. Em

seguida foram realizadas duas eluigdes com 70 ul de agua livre de RNAses adicionada no
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centro da coluna e incubada em temperatura ambiente por 1 minuto, cada uma delas seguida
de uma centrifugada 12.000 g x por 2 minuto em temperatura ambiente.

Apos a extracdo, o0 RNA foi quantificado por meio da medida de absorbancia e a
pureza do RNA foi avaliada por espectrofotometria, ambos em um NanoDrop ND-2000
Spectrophotometer (Thermo Scientific) (BEAUD et al., 2005).

O RNA extraido foi submetido a técnica de transcricao reversa (RT-PCR) utilizando a
enzima SuperScript Il (Invitrogen®) para obtencdo do DNA complementar (CDNA),
conforme a indicagdo do fabricante (Tabelas 3 e 4). Para sintese do cDNA foi utilizado oligo
(DT) 18, um oligonucleotideo que possui uma sequéncia alvo linear com 18 nucleotideos de
timidina que hibridiza simultaneamente com todos os RNAs mensageiros de eucariotos nas
regides da cauda poliadenosinas (cauda poli-A). Essas caracteristicas proporcionam uma
maior sensibilidade na reacdo e a utilizacdo do mesmo cDNA para amplificagdo de todos os

genes analisados.

Tabela 3. Reagentes utilizados para sintese de cDNA.

Componente Concentracéo Quantidade — volume final 20 pLL
Primer Oligo (DT) 182 0,5 pg/pL 1L

dNTP Mix? 10mM (cada) 1 uL

RNA Total 150ng e

Agua DEPC (Kit)? q.s.p. q.5.p.

Tampdo RT!? 10X 2 uL

SuperScript IIT™ ! 200 U/ uL 1 uL

RNase OUT™ 2 40 U/ puL 0,5 uL

Agua DEPC (Kit)2 - 6,5 uL

Fonte: Sigma-Aldrich® 1- Sigma, 2- Invitrogem

Tabela 4. Condigdes para sintese de cDNA.

Passos Desnaturacao Pareamento Sintese de cDNA Desnaturacéo da enzima
Temperatura 70°C 23°C 37°C 94°C

Tempo 10 minutos 10 minutos 50 minutos 10 minutos

Volume 20 puL

Fonte: Sigma-Aldrich®
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3.6 PCR Quantitativo

A técnica PCR em tempo real (QPCR) tem sido empregada em diversos estudos de
andlises de expressao génica. Possui alta sensibilidade e permite a quantificacdo de transcritos
raros e pequenas mudancas na expressdo génica. Os métodos mais utilizados na quantificacéo
de RNA por qPCR sao: (i) quantificacdo absoluta, fornece o nimero de copias do transcrito
de interesse, a qual é obtida por meio de uma curva padréo e (ii) quantificacdo relativa, onde
0s niveis de expressdo sdo mensurados por meio de gene alvo e gene controle, sendo que 0
controle deve apresentar niveis de expressdo estaveis em diferentes analises (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001; ANDERSEN; JENSEN; GRNTOFT, 2004).

Neste estudo os resultados foram analisados com o método de quantificacdo relativa
para avaliar a variagdo da expressdo de quatro genes alvo utilizando dois genes controle. Os
genes yGCS, GSH2, ODC e TRYR (Tabela 5), que codificam proteinas com funcGes
envolvidas no metabolismo de tiol e proliferacdo do parasita foram avaliados como genes
alvos. Os genes ACTIN e S8 foram utilizados para normalizacdo dos resultados, visto que
esses sdo expressos constitutivamente em Leishmania  (ADAUI et al.,, 2010). Os
experimentos foram realizados em triplicatas técnicas para garantir a reprodutibilidade dos

ensaios.

Para obtencdo de dados fidveis oriundos da qPCR, faz se necessario o controle de
alguns parametros. Foi determinado a concentracdo ideal dos oligonucleotideos e a eficiéncia
do cDNA. O gradiente de concentracdo testado foi de 100 nM, 200 nM, 300 nM, 400 nM,
500 nM, 600 nM e 700 nM de iniciadores senso e antisenso.



Tabela 5. Genes avaliados nos experimentos de expressao

Gene Proteina Sequéncia do oligonucletideo Conc. final Tamanho do fragmento Tm

Gama glutamilcisteina 5 CTACGACTCTATCTCCATCTTCATCA 3 59.35

yGCS , . . 200nM 115
sintetase 5 CACACCAGCCTTCTCCAGC 3 60.67
) . 5" ACGAAGAGCGACGACCCA Y 60.98

GSH2 Glutationa sintetase i i 200nM 158
5 GTGACGCCGTAGATGCCA 3 59.82
. . 5 GAAAAGGATGGCGAGGTGC 3 59.20

TRYR Tripanotiona redutase 200mM 76
5 AGATGCCTACGCTCTGAATGAT 3’ 59.37
i ] 5 CAGTCTGTCGTGCCGATGGA 3° 62.21

oDbC Ornitina descarboxilase 200nM 121
5 CGTTCAGCAGGAGAAGCGTC 3’ 61.35
. 5" GGCGAACGAGGAGTCATTTG ¥ 59.28

ACTIN?? Actina 400nM 99
5" ATCAGCGACGGCTTGAACAG 3 61.02
) 5 CGACTTGGATGCGGGGA 3’ 59.01

S8l2 Ribossomal 40S 400nM 111
5 GGCGAAGCCTTGTTCACG 3’ 59.44

37

1Genes considerados constitutivos em Leishmania. Oligonucleotideos desenhados por (ADAUI et al., 2011). Tm: Temperatura de melting. 2Oligonucleotideos desenhados por

(DECUYPERE, 2007).
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A eficiéncia do cDNA foi obtida por meio de diluigfes seriadas em 5 pontos. 1:1,
1:10, 1:100, 1:1000 e 1:10000 com todos os genes e calculada através do slope com a funcéo
logaritmica da curva de calibracdo, conforme descrito por Livak e Schmittegen (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001).

Para o teste de expressdo génica foi utilizado o detector SYBR® Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems®). Os iniciadores senso e antisenso dos genes estdo especificados
na Tabela 5. As triplicatas foram colocadas em tubos dpticos da MicroAmp® de 0.2 mL. Para
controle da reacdo foi incluido um controle negativo sem amostra de cDNA por gene. Os
experimentos foram realizados no equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System conforme

descrito nas Tabelas 6 e 7.

Para andlise de expressdo de RNA extraidos da lesdo foram utilizados os mesmos
genes descritos na Tabela 5, com 0 mesmo sistema de deteccdo, SYBR® Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems®). Os experimentos moleculares dessa analise estdo contidos em
um outro projeto do Laboratério Epidemiologia Genética/FIOCRUZ/RO, sendo utilizado
neste estudo os dados para comparacdes entre as variaveis avaliadas, a expressao génica de

RNA extraido da leséo versus expressdo génica em cultura.

Tabela 6. Reagentes da qPCR.

Componente Concentracao Quantidade
SYBR® Green 1x 12,5 uL
Oligonucleotideos senso/antisenso 200MM a 400 nM* 0,50 uL a 1 pL*
cDNA 150 ng de RNA total 2 uL

Agua Mili-Q q.8.p. g.s.p.

Volume final e 25 pL

*Concentracao e quantidade variaveis de acordo com o gene, ver na Tabela 5.
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Tabela 7. Condigdes da qPCR

Ativacgdo da enzima Ciclos (40)

por agquecimento
Passos Desnaturacao Pareamento/extensdo
Temperatura 95°C 95°C 60°C
Tempo 10 minutos 15 segundos 1 minuto

Fonte: Applied Biosystems®

3.7Analises dos dados

A analise de dados oriundos de gPCR por quantificacdo relativa pode ser realizada de
diversas formas, até o0 momento ndo ha um consenso em relagdo a melhor a ser utilizada
(BUSTIN et al., 2009). Neste estudo foi utilizado o método de Cq (ciclo de quantificacdo)
comparativo. O Cq é definido pelo ponto onde o sinal da fluorescéncia atravessa um limiar.
Os dados do Cqg apresentam a fase exponencial da amplificacdo, sendo esse valor
inversamente proporcional a quantidade de amplificacdo na reacdo. O método comparativo é
dado pela equacdo »-44Ct = [(Cq gene de interesse —Cq do gene controle) amostra A — (Cq
gene de interesse —Cq do gene controle) amostra B)] (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Apos a obtencdo dos dados de expressdo de cada gene nas diferentes fases da curva de
crescimento, foi aplicada a andlise de variancia (ANOVA) dois fatores, que avalia se ha
diferenca estatisticamente significativa entre as varidveis, fase de crescimento (estacionaria e
tardia), RNA extraido da lesdo e espécie do parasita. Posteriormente foi aplicado o pds teste
de Tukey, que realiza maltiplas comparac@es, indicando quais médias apresentaram diferencgas
significativas no teste de ANOVA. Essas analises foram realizadas com o programa
GraphPad Prism v.6.0.

A analise da variacdo na expressdo génica entre as fases de crescimento e RNA
extraidos da les&o foi realizada por meio dos valores de fold-change com quatro comparacées
diferentes: (i) fase logaritmica tardia versus estacionaria, (ii) fase logaritmica tardia versus
RNA extraido da lesdo, (iii) fase estacionaria versus RNA extraido da lesdo e (iv) fase
logaritmica tardia e estacionaria versus RNA extraido da lesdo. Para visualizacdo dessas
comparagOes foram produzidos gréaficos do tipo heatmap, baseados em disténcia euclidiana e

em agrupamento hierarquico, por meio da biblioteca gplots, utilizando a linguagem de
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programacédo R, na versdo 3.2.4, dentro do ambiente de desenvolvimento Rstudio na verséo
0.98.50. Os valores de fold-change foram plotados de forma linear, com tons de verde ou
vermelho atribuidos a cada valor, onde os genes subexpressos foram representados pelos tons
de vermelho (valores negativos) e 0s genes superexpressos foram representados pelos tons
verdes (valores positivos). O algoritmo agrupa na horizontal genes com perfis de expresséo

similares e na vertical o agrupamento entre as cepas de Leishmania.
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4 RESULTADOS

4.1 Perfil de crescimento de Leishmania

A curva de crescimento foi observada diariamente durante oito dias com contagens em
camara de Neubauer. A espécie L. braziliensis atingiu a fase logaritmica tardia no 5° dia de
crescimento e a fase estacionaria no 6° dia de crescimento (Figura 8). A espécie L. guyanensis
atingiu a fase logaritmica tardia no 4° dia de crescimento e fase estacionéria no 5° dia de
crescimento (Figura 9).

Figura 8. Perfil de crescimento de L. braziliensis.
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Os parasitas foram cultivados a 23°C em meio Schneider contendo 30% soro fetal bovino (SFB) e 2% de urina

humana.
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Figura 9. Perfil de crescimento de L.guyanensis.
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Os parasitas foram cultivados a 23°C em meio Schneider contendo 30% soro fetal bovino (SFB) e 2% de urina
humana.

4.2 Padronizacao da qPCR.
4.2.1. Otimizacéo da concentracao de oligonucleotideos.

A avaliagdo para concentracgdo ideal dos iniciadores foi realizada por meio de dados
obtidos da qPCR, que avaliaram a amplificacdo e a curva de dissociacdo de cada gene em
todas concentracfes. As reacdes para 0s genes y-GCS, TRYR, GSH2 e ODC apresentaram
uma amplificacdo ideal na concentracdo de 200nWM e as reagdes para os genes ACTIN e S8
apresentaram uma amplificagdo ideal na concentragdo de 400 nM na PCR em tempo real
(Figura 10 a 21).
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Figura 10. Gradiente de concentracdo de yGCS
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A figura representa o gradiente de concentracdo para o gene yGCS. A linha verde representa o limiar de amplificacdo. A Ordenada representa a fluorescéncia dada por Delta Rn e
abscissa representa os ciclos de amplificagdo. A concentracdo ideal definida para esse gene foi de 200nM.

Figura 11. Curva de dissociacéo de yGCS
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A figura representa a curva de dissociacdo para o gene YGCS, que apresenta uma temperatura de melting entre 80°C e 85°C, sugestiva de uma boa amplificacdo, sem
formacdo de dimeros. A ordenada representa a derivada e a abscissa representa a temperatura de melting.
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Figura 12. Gradiente de concentracdo de TRYR
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A figura representa o gradiente de concentracdo para o gene TRYR. A linha verde representa o limiar de amplificacdo. A Ordenada representa a fluorescéncia dada por Delta Rn e
abscissa representa os ciclos de amplificagdo. A concentracdo ideal definida para esse gene foi de 200nM.

Figura 13. Curva de dissociacdo de TRYR
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A figura representa a curva de dissociacdo para 0 gene TRYR, que apresenta uma temperatura de melting entre 80°C e 85°C, sugestiva de uma boa amplificacdo, sem
formacdo de dimeros. A ordenada representa a derivada e a abscissa representa a temperatura de melting.



Figura 14. Gradiente de concentracdo de GSH2
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A figura representa o gradiente de concentragdo para o gene GSH2. A linha verde representa o limiar de amplificacdo. A Ordenada representa a fluorescéncia dada por Delta Rn e
abscissa representa os ciclos de amplificagdo. A concentracdo ideal definida para esse gene foi de 200nM.

Figura 15. Curva de dissociagdo de GSH2
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A figura representa curva de dissociagdo para o gene GSH2, que apresenta uma temperatura de melting entre 80°C e 85°C, sugestiva de uma boa amplificagdo, sem formacéao
de dimeros. A ordenada representa a derivada e a abscissa representa a temperatura de melting.



Figura 16. Gradiente de concentracdo de ODC
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A figura representa o gradiente de concentracéo para o gene ODC. A linha verde representa o limiar de amplificacdo. A Ordenada representa a fluorescéncia dada por Delta

Rn e abscissa representa os ciclos de amplificacdo. A concentracdo ideal definida para esse gene foi de 200nM.

Figura 17. Curva de dissociacdo de ODC
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A figura representa curva de dissociacdo para o gene ODC, que apresenta uma temperatura de melting entre 80°C e 85°C, sugestiva de uma boa amplificacdo, sem formacéo

de dimeros. A ordenada representa a derivada e a abscissa representa a temperatura de melting.
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Figura 18. Gradiente de concentracdo de ACTIN
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A figura representa o gradiente de concentragdo para o gene ACTIN. A linha verde representa o limiar de amplificagdo. A Ordenada representa a fluorescéncia dada por Delta Rn e
abscissa representa os ciclos de amplificagdo. A concentracdo ideal definida para esse gene foi de 400nM.

Figura 19. Curva de dissociacdo de ACTIN
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A figura representa curva de dissociacdo para o gene ACTIN, que apresenta uma temperatura de melting entre 80°C e 85°C, sugestiva de uma boa amplificacdo, sem
formacdo de dimeros. A ordenada representa a derivada e a abscissa representa a temperatura de melting.
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Figura 20. Gradiente de concentracdo de S8
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A figura representa o gradiente de concentragdo para o gene S8. A linha verde representa o limiar de amplificacdo. A Ordenada representa a fluorescéncia dada por Delta Rn e abscissa
representa os ciclos de amplificacdo. A concentragdo ideal definida para esse gene foi de 400nM.

Figura 21. Curva de dissociagdo de S8
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A figura representa curva de dissociacdo para o gene ACTIN, que apresenta uma temperatura de melting entre 80°C e 85°C, sugestiva de uma boa amplificacdo, sem
formacao de dimeros. A ordenada representa a derivada e a abscissa representa a temperatura de melting.
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4.2.2. Eficiéncia de amplificagcdo do cDNA.

A eficiéncia de amplificacdo do cDNA foi obtida por meio de dilui¢des seriadas em 5
pontos, testada com todos os genes em estudo. Os valores obtidos expressam bons resultados
na curva de calibracdo com uma eficiéncia proxima de 1 nos pontos analisados, considerando
que 1 representa uma eficiéncia de 100%. Os valores de eficiéncia estdo na Figura 22

representados por R*

Figura 22. Eficiéncia de amplificagdo do cDNA.
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E Gene S8 y=33x+1491 F Gene ACTIN y =352+ 16,46
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A figura representa a curva de calibragdo com os genes. A ordenada apresenta os valores de Cq e abscissa
apresentas as diluigdes de cDNA. A figura A representa curva de calibracéo para o gene yGCS (A), TRYR (B),
GSH2 (C), ODC (D), ACTIN (E) e S8 (F).

4.3 Perfil de variacéo da expressao génica nos isolados de L. braziliensis e L. guyanensis.

A gPCR foi realizada com 22 cepas de L. braziliensis e 15 cepas de L. guyanensis, nas
fases de crescimento logaritmica tardia e estacionaria. Para avaliar a variacdo da expressao
nessas cepas foi utilizada a metodologia do Cq comparativo, dada pela equagéo 4Ct:. Cq gene
de interesse — Cq do gene controle. Foram obtidos valores de Cq dos genes yGCS, GSH2,
TRYR e ODC, utilizando como controle os genes ACTIN e S8 (tabela 8). O gene ACTIN
candidato a gene controle apresentou valores de Cq com uma variacdo significante nas cepas.
Portanto os célculos para perfil de expressao neste trabalho foram realizados apenas com o
gene S8 como controle.



Tabela 8. Valores de ACq médio com os genes controles.

GENE FASE ESPECIE N AC,ZTIN 8,8
ACq MEDIO ACq MEDIO

LOG. TD L.b. 22 3,00801409 5,937908029
GCS L.g. 15 2,510997778 3,902220222
! EST L.h. 22 3,702689079 5,968486061
. L.g. 15 3,580109089 4,925664667
LOG. TD L.h. 22 2,296586364 5,226480303
GSH?2 L.g. 15 2,322555111 3,713777556
EST L.h. 22 2,182485413 4,412988621
L.g. 15 2,939553533 4,285109111
LOG. TD L.h. 22 0,763290152 3,571517424
TRYR L.g. 15 0,780221778 2,171444222
EST L.b. 22 1,807135413 3,965912106
L.g. 15 1,8447802 3,190335778
LOG. TD L.b. 22 0,637725455 3,640649697
oDC L.g. 15 0,187888667 1,579111111
EST. L.b. 22 1,304360794 3,563716485
L.g. 15 0,201889333 1,547444911

A tabela apresenta os valores de ACq médio com os genes controles, ACTIN e S8. LOG. TD representa a fase
logaritmica tardia, EST. a fase estacionaria, L.b., L. braziliensis, L.g., L. guyanensis e N, o nimero de isolados
analisados.

4.3.1 Expressao dos genes em L. braziliensis e L. guyanensis.
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Foi analisada o perfil de variacdo da expressdo génica nos 37 isolados, quanto as

espécies de Leishmania e as fases de crescimento dado pelo valor de ACq. O valor de ACq é

inversamente proporcional ao perfil de expressdo. Neste estudo foi observado que o gene

yGCS apresentou 0 menor perfil de expressdao entre 0s genes nas duas espécies de

Leishmania. O gene ODC apresentou o maior perfil de expressdo entre 0s genes nas duas

espécies, no entanto houve diferenca significativa entre as espécies (p = 0,0003). Entre as

fases de crescimento ndo foi observada diferenca estatistica significativa no perfil de

expressao. (Figura 23).
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Figura 23. Expressao génica em L.braziliensis e L. guyanensis.
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A figura representa o perfil de expressdo dos genes yGCS, GSH2, TRIR e ODC. A ordenada representa as
espécies de Leishmania. Lb, L. braziliensis e Lg, L. guyanensis. A abscissa representa os valores médios de ACq
apresentados nos genes. LT, representa a fase logaritmica tardia e ET, a fase estacionaria* Valor significativo de

p<0,05.

4.3.2 Variagédo na expressao génica entre as cepas de L. braziliensis e L. guyanensis e as
fases de crescimento.

No gene yGCS foi observada variagdo na expressédo entre L. braziliensis e L.
guyanensis na fase logaritmica tardia com significancia estatistica (p = 0,0025). Os
genes GSH2 e TRYR ndo apresentaram diferenca estatistica significativa entre as
espécies de Leishmania em nenhuma das duas fases. O gene ODC apresentou
diferenca significativa entre as espécies de Leishmania tanto na fase logaritmica tardia
guanto na fase estacionaria, respectivamente para ambas (p < 0,0001).

Entre as fases de crescimento, logaritmica tardia versus estacionaria intra
espécie, ndo foi observada diferenca estatistica significativa na expressdo génica

(Figura 24).
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Figura 24. Variacdo da expressao génica entre as espécies de Leishmania estudadas e as fases de crescimento.
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Os gréaficos representam a variacdo de expressao dos genes nas fases de crescimento em 22 cepas de L. braziliensis e 15 cepas de L. guyanensis. Figura A representa o gene
yGCS, figura B, 0 gene GSH2, figura C, o gene TRYR e figura D, o gene ODC. A ordenada representa os valores de ACq e a abscissa as fases de crescimento. LT representa
a fase logaritmica tardia e E, a fase estacionaria. Lb representa Leishmania braziliensis e Lg, Leishmania guyanensis. * Diferenca significativa (p<0,05).
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4.3.3. Variacdo na expressao génica entre as fases de crescimento e em RNA extraido de
lesdo nas cepas de L. braziliensis e L. guyanensis.

Foi analisada a variacdo na expressdo dos genes yGCS, TRYR, GSH2 e ODC em 22
cepas de L. braziliensis e 4 cepas de L. guyanensis de modo a comparar entre as fases de
crescimento logaritmica tardia e estacionaria (forma promastigota) com a expressdo génica
em RNA extraido da lesdo (forma amastigota). Para esta analise foram utilizados os valores

de ACq apresentados pelos genes.

Os genes yGCS e ODC apresentaram variacdo na expressdo com diferenca
significativa quando comparado o perfil de expressdo em cultura com o RNA extraido da
lesdo, tanto entre a fase logaritmica tardia quanto entre a estacionéria de L. braziliensis
(respectivamente: p< 0,0001 - Figura 25A; e p = 0.1280 (Figura 25D). Os genes TRYR e
GSH2 ndo apresentaram variacdo significativa na expressdo entre as variaveis analisadas
(Figuras 25B e C). Em L. guyanensis nao foi observada diferenca significativa na expressao

de nenhum dos genes avaliados entre cultura e leséo.

4.3.4. Analise de agrupamentos do perfil de expressdo génica em cepas de L. braziliensis
e L.guyanensis

A analise de agrupamento do perfil de expressdo génica foi realizada com as seguintes
comparacOes: (i) fases de crescimento, logaritmica tardia versus estacionaria (Figura 26A),
(i) RNA extraido da lesdo versus cultura, fase logaritmica tardia (Figura 26B), (iii) RNA
extraido da lesdo versus cultura, fase estacionaria (Figura 26C) e (iv) RNA extraido da lesdo
versus cultura, fases logaritmica tardia e estacionaria (Figura 26D). Para essa analise foram

utilizados os valores de fold change.

Os resultados dessa analise demonstram que houve formacéo de agrupamentos, mas 0s
grupos gerados estdo relacionados com a variacdo da expressao entre as cepas de Leishmania
e ndo com as especies do parasita. Essa variacdo formou dois grupos: um com tons verdes
para a maioria dos genes/cepa e que representam superexpressao, outro em tons vermelhos
que apresentam subexpressdo. Na analise de agrupamento entre os genes em todas as
variaveis foi observado que hd uma relacdo aparente entre os niveis de expressao apresentados
nos mesmos. Na comparacdo simultaneamente entre as fases de crescimento e o RNA

extraido da lesdo foi observado que a variagdo entre as fases de crescimento é baixa, sendo
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que essas apresentaram variagdes similares em todos os genes analisados (Figura 26D). Essa
comparagdo corrobora a ANOVA com os resultados de expresséo avaliados, dado que néo

foram observadas variacdes significativas entre as fases de crescimento.
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Figura 25. Variacdo na expressdo génica entre as fases de crescimento e em RNA extraido de lesdo nas cepas de L. braziliensis e L. guyanensis.
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As figuras representam a variagdo de expressdo génica em cultura, nas duas fases de crescimento, comparadas com RNA extraido da lesdo em 22 cepas de L. braziliensis e
4 de L. guyanensis. A representa o gene YGCS, B, o gene GSH2, C, o gene TRYR e D, 0 gene ODC. A ordenada representa os valores de ACq e a abscissa representa as fases
de crescimento em cultura e 0 RNA extraido da lesdo. CULT-LT representa o perfil de expressdo em cultura na fase logaritmica tardia, lesdo representa o perfil de expressao
em RNA extraido da lesdo e CULT- E, o perfil de expressdo em cultura na fase estacionaria. Lb representa Leishmania braziliensis e Lg, Leishmania guyanensis. * Diferenca
significativa (p<0,05).
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Figura 26. Anélise de agrupamentos do perfil de expressdo génica em cepas de L. braziliensis e L.guyanensis.
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Agrupamentos em formato heatmap utilizando os valores de fold change baseado em perfil de expressdo similares em 22 cepas de L. braziliensis e 4 de L. guyanensis. O eixo
horizontal representa os agrupamentos entre os genes e a vertical entre as cepas de Leishmania. Quanto mais verde, maior é o perfil de expressdo, quanto mais, vermelho
menor é a expressdo. Figura A representa as comparacgGes entre as fases de crescimento logaritmica tardia versus estacionaria e figura B representa as comparages entre

cultura na fase logaritmica tardia versus RNA extraido da les&o.
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Agrupamentos em formato heatmap utilizando os valores de fold change baseado em perfil de expressao similares em 22 cepas de L. braziliensis e 4 de L. guyanensis. O eixo
horizontal representa os agrupamentos entre os genes e a vertical entre as cepas de Leishmania. Quanto mais verde, maior é o perfil de expressdo, quanto mais, vermelho
menor é a expressao. Figura C representa as comparagdes entre cultura na fase estacionaria versus RNA extraido da lesdo e figura D comparagdes entre as fases de
crescimento, logaritmica tardia e estacionaria versus RNA extraido da lesdo. LT representa a fase logaritmica tardia e E, fase estacionaria.
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5 DISCUSSAO

As leishmanioses sdo doencas caracterizadas por uma variedade de espectros clinicos,
atingem principalmente paises subdesenvolvidos, consideradas negligenciadas, com elevado
namero de infectados anualmente no mundo (WHO, 2015). A auséncia de uma vacina como
prevencédo da patologia aumenta a necessidade da utilizagdo de drogas efetivas no tratamento,
principalmente devido os problemas que podem surgir oriundos de resisténcia ao tratamento
(BACON et al., 2013). A eficiéncia do tratamento depende de varios fatores, entre eles, a
resposta imunoldgica do hospedeiro, a farmacocinética da droga e fatores inerentes ao parasita
(KAUR; RAJPUT, 2014). Os antimoniais pentavalentes, droga de primeira escolha, utilizada
no tratamento das leishmanioses, possuem um elevado numero de casos relatados com
resisténcia (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). Uma melhor compreensdo dos eventos
moleculares e biolégicos de Leishmania spp. pode fornecer informacgdes importantes no
mecanismo de resisténcia, assim como, evidenciar possiveis alvos moleculares para novas
terapias (MONTE-NETO et al., 2011).

A utilizacdo de genes controle nas analises de expressdo relativa é essencial para a
normalizacdo dos dados e os critérios de escolha desse gene podem determinar a
confiabilidade dos resultados (BUSTIN et al., 2009). O gene ACTIN vem sendo proposto
com gene controle em diferentes organismos (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), entretanto,
algumas analises vem demonstrando variacGes nos seus niveis de expressdo (ADAUI et al.,
2011). As analises de expressdo desse gene no presente estudo mostraram padrdes
semelhantes aos dos genes alvos o que corrobora a existéncia de variacdo ja descrita
anteriormente (ADAUI et al., 2011) e reforcam a importancia da escolha do gene controle na

interpretagdo dos resultados.

O gene yGCS apresentou a menor expressao entre as cepas de L. braziliensis e L.
guyanensis no conjunto de genes analisados. O perfil expresso desse gene pode refletir nos
niveis de tripanotiona, um tiol responsavel pela detoxificacdo celular (GRONDIN et al.,
1997). Em alguns estudos foi observado que esse gene pode sofrer variacdo na expressao de
acordo com o perfil de sensibilidade das cepas. Torres e colaboradores em 2010, em contraste
com o presente estudo, observou uma superexpressédo do yGCS em cepas de L. guyanensis
com falha terapéutica e em L. braziliensis observou que 0 mesmo apresentou expressao

estavel em cepas isoladas de pacientes com cura clinica e falha terapéutica. A contradigédo
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observada entre esses estudos pode estar relacionada a diversos fatores ndo esclarecidos,
dentre eles ao perfil clinico dos pacientes quanto a cura ou falha clinica. Dessa forma, os
resultados apresentados reforcam a importancia da avaliacdo do perfil clinico dos pacientes

para comparac6es mais conclusivas.

O gene ODC apresentou a maior expressdo entre 0s genes nos isolados de L.
braziliensis e L. guyanensis. Em estudos com cepas de L. donovani, a superexpressao em
ODC foi correlacionada com elevados niveis de tiol apresentados no parasita e por
conseguinte com cepas resistentes. Embora esse gene tenha apresentado expresséo elevada em
cepas sensiveis ao ShV, as cepas resistentes apresentaram niveis significativamente ainda
mais elevados de expressdo (RAI et al., 2013). Adaui e colaboradores (2010) observaram a
superexpressdo de ODC em cepas de L. braziliensis resistentes ao SbV, mas, apesar de ter
sido 0 gene mais expresso nas anélises deste estudo, ndo foi possivel avaliar caracteristicas do
tratamento e desfecho clinico dos pacientes de origem das cepas. Além disso, sdo necessarios
testes de sensibilidade aos antimoniais in vitro ou quantificacdo dos niveis de tiol produzidos

pelas cepas analisadas para correlagbes mais conclusivas.

Assim como observado por Torres e colaboradores (2010) que comparou o perfil de
expressdo no gene TRYR em cepas de L. braziliensis e L. guyanensis oriundas de pacientes
com falha e cura clinica, esse gene ndo apresentou variacdo significativa no perfil de
expressao entre as cepas analisadas neste estudo. Adaui e colaboradores em 2011, observaram
também que esse gene apresentou expressao estavel em 4 cepas das 5 analisadas no ciclo de
vida de L. braziliensis. No entanto, em um estudo anterior com cepas de L. braziliensis, Adaui
e colaboradores (2010) observaram que o TRYR apresentou variacdo na expressao com
superexpressdo em percentuais mais elevados quando oriundas de pacientes com falha
terapéutica. Os dados de Torres e colaboradores (2010) e Adaui e colaboradores (2011)
condizem com os resultados encontrados nesse estudo e divergem dos dados de Adaui e
colaboradores (2010). Essa divergéncia na expressao do TRYR em L. braziliensis, pode estar
relacionada a alta variabilidade genética observada entre cepas e subpopulacGes dessa espécie
(CUPOLILLO et al., 2003; BOITE et al., 2012).

O gene GSH2 apresentou um perfil de expressdo mais modulada, com a menor
variagdo de expressdo nas cepas entre os genes analisados. Adaui e colaboradores em 2010 e

2011 demonstraram em estudo com cepas de Leishmania braziliensis que GSH2 né&o
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apresentou variacdo na expressdo, expressando perfil de gene constitutivo, resultados esses
que corrobora nossos achados.

O perfil de expressdo génica analisado em promastigotas (fase estacionéria e
logaritmica) versus amastigotas (RNA extraido da lesdo) apresentou variacdes significativas
nos genes yGCS e ODC em L. braziliensis. Nos isolados de L. guyanensis ndo houve
variacOes significativas nas comparagOes cultura/lesdo ou promastigota/amastigota em
nenhum dos genes analisados. Alcolea e colaboradores (2010) observaram em L. infantum
que a forma amastigota expressa diferencialmente varios genes quando comparada com a fase
logaritmica e estacionaria de promastigotas. Adaui e colaboradores (2010; 2011) observaram
que alguns genes de L. braziliensis envolvidos no metabolismo de tiol, transporte e reducéo
da droga expressam diferencialmente entre promastigota e amastigota, sendo baixo expressos
em amastigota. Os dados de Alcolea e colaboradores (2010) e Adaui e colaboradores (2010;
2011) sdo corroborado pelos resultados encontrados neste estudo, embora deva ser
considerado que a expressdo génica em promastigotas foi realizada com parasitas em meio de
cultura (como nos estudos anteriores) e a expressao génica de amastigotas foi realizada a
partir do RNA extraido da lesdo. Esse tratamento diferenciado entre as amostras pode

influenciar nessas varia¢Ges apresentadas entre as formas de L. braziliensis.

As comparagdes entre promastigotas e amastigotas de L. guyanensis ndo apresentaram
variacdes significativas em nenhuma das variaveis, o que pode ser explicado pelo reduzido

namero de amostras de lesdo com essa espécie disponiveis para as analises.

O perfil de expressdo génica analisado entre L. braziliensis e L. guyanensis mostrou
diferenca significativa nos genes yGCS e ODC. Essas espécies pertencem ao mesmo
subgénero, no entanto possuem caracteristicas distintas quanto a manifestacdo clinica
(MATTA et al., 2009) como por exemplo o fato de infecgdes por L. guyanensis apresentarem
menores taxas de cura clinica em relacdo as causadas por L. braziliensis (ROMERO et al.,
2001). Torres e colaboradores (2010) comparou o perfil de expresséo de genes envolvidos no
metabolismo de tiol entre essas espéecies e observou que apenas o gene yGCS apresentou
variacdo na expressdo entre essas especies. Os diferentes resultados para o gene ODC entre as
espécies obtidos neste estudo e em Torres e colaboradores (2010) pode estar relacionada ao

fato de que dentro de cada espécie foi observada variagéo entre cepas.



62

O estudo entre as fases de crescimento logaritmica tardia e estacionéria ndo mostrou
diferencas significativas nos perfis de expressdo assim como observado por Torres e
colaboradores (2010). Por outro lado, estudos realizados com expressao génica em todo ciclo
de vida do parasita mostraram diferencas significativas na expressdo de genes envolvidos no
metabolismo de tiol, reducéo e transporte da droga (DECUYPERE et al., 2008; ADAUI et al.,
2011). O contraste observado nesses dados pode estar relacionado a elevada variagdo na
expressdo e ao baixo nimero de cepas utilizadas por Decuypere e colaboradores (2008) e
Adaui e colaboradores (2011).

As analises apresentadas nos heatmaps demonstraram que ndo houve formacao de
agrupamentos por espécies, mas sim, de forma geral, relacionados a expressdo génica
individual das cepas. Esses dados sugerem que exista uma variagdo significativa na expresséo
intra espécie, principalmente em L. braziliensis, descrita anteriormente como sendo uma
espécie com alta variabilidade genética (CUPOLILLO et al., 2003; BOITE et al., 2012).

Os resultados apresentados aqui demonstraram que ha uma variabilidade na expressao
dos diferentes genes, mas que essa variacdo pode estar associada a variabilidade das cepas e
de cada gene. Quando analisada a variagdo no conjunto de genes, foi observado que a mesma
foi significativa nos mesmos genes para ambas formas do parasita (promastigota e

amastigota) e para as espécies de Leishmania.

Assim, a avaliacdo da variacdo na expressdo dos genes deste estudo mostrou
diferencas significativas, quando comparadas inter e intra espécies de Leishmania para 2
genes e variacOes significativas no perfil de expressdo entre as formas promastigotas e

amastigotas.
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Este estudo apresentou perfil de expressdo dos genes y-GCS, TRYR, ODC e GSH2,
em dois pontos da curva de crescimento de cepas de L. braziliensis e L. guyanensis isoladas
de pacientes com leishmaniose tegumentar da regido norte do Brasil. O gene ODC foi mais
expresso e o0 gene y-GCS foi 0 menos expresso dentre 0s genes analisados nas cepas deste
estudo. A variacdo observada entre as cepas de Leishmania sugere que poucos isolados néo
determinam um perfil de expressdo génica caracteristico de uma espécie, portanto para
estudos comparativos de expressdo génica entre espécies de Leishmania é necessario avaliar

um namero significativo de isolados.

Os resultados apresentados foram bem padronizados, de forma que podem ser Uteis na
comparacdo com novos isolados obtidos por outros pesquisadores, por exemplo, de isolados

supostamente resistentes aos antimoniais utilizados no tratamento.

Concluimos a partir dos nossos resultados que o gene ACTIN néo apresentou perfil de
gene constitutivo, sugerimos para estudos posteriores com expressao génica em Leishmania

gue 0 mesmo nao seja avaliado como possivel gene controle.

Considerando os resultados obtidos, avaliamos que pode ser promissora a
continuidade dos estudos de expressdo génica, comparando as informacGes clinicas dos
pacientes em relacdo a cura ou falha clinica, com o perfil de expressao génica apresentado nas

cepas.
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