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RESUMO 

 

Transportadores ABC (ATP-binding cassette) abrangem proteínas transmembrana, que 

utilizam a energia resultante da hidrólise de ATP, para transportar uma variedade de 

moléculas através de membranas biológicas, incluindo drogas quimioterapêuticas. Alguns 

membros dessa superfamília ABC estão associados com quimioresistência através da 

superexpressão de proteínas de resistência a múltiplas drogas (multidrug resistance 

associated protein – MRP). Uma dessas proteínas é a Pgp (P-glicoproteína), que está 

relacionada à resistência através da extrusão de compostos tóxicos da célula. O gene 

MRPA, um transportador da subfamília ABCC, está envolvido na resistência pelo sequestro 

do conjugado metal-tiol em vesículas próximas da bolsa flagelar da Leishmania. Neste 

estudo, formas promastigotas de populações sensíveis e resistentes ao antimonial trivalente 

(SbIII) de quatro espécies de Leishmania, L. (V.) guyanensis, L. (L.) amazonensis, L. (V.) 

braziliensis e L. (L.) infantum chagasi, foram analisadas quanto: a localização 

cromossômica, presença de amplificação extracromossomal e análise da amplificação do 

gene MRPA; níveis de mRNA dos genes MRPA e MRP; expressão da proteína Pgp e 

determinação do nível intracelular de SbIII. Ensaios de PFGE indicaram a associação de 

amplificação cromossomal e extracromossomal do gene MRPA com o fenótipo de 

resistência à droga nas espécies de Leishmania estudadas. Os resultados obtidos através 

de lise alcalina dos parasitos mostraram a presença de amplificação extracromossomal 

apenas na amostra resistente de L. (V.) braziliensis. Análises de Southern blot com as 

endonucleases BamHI e HindIII indicaram a presença de polimorfismos na sequência do 

gene MRPA em algumas amostras de Leishmania analisadas. Adicionalmente, foi 

observada amplificação desse gene nas populações de Leishmania resistentes ao SbIII. 

Ensaios de PCR quantitativo em tempo real mostraram aumento dos níveis de mRNA do 

gene MRPA nas populações resistentes de L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis, 

comparado com seus respectivos pares sensíveis. Os níveis de mRNA do gene MRP estão 

aumentados em todas as populações de Leishmania resistentes ao SbIII analisadas neste 

estudo. Os resultados de Western blot revelaram que a proteína Pgp está mais expressa 

nas populações resistentes de L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis. Os dados obtidos 

de quantificação dos níveis intracellulares de SbIII por espectrometria de absorção atômica 

em forno de grafite mostraram uma redução no acúmulo de SbIII, nas populações 

resistentes de L. (V.) guyanensis, L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis, quando 

comparadas às respectivas populações sensíveis. Nossos resultados indicam que os 

mecanismos de resistência ao antimônio são diferentes entre as espécies de Leishmania 

analisadas. 
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ABSTRACT 

 

ATP-binding cassette (ABC) transporters comprise transmembrane proteins that use 

energy from ATP hydrolysis to transport a variety of molecules across biological 

membranes, including chemotherapeutic drugs. Some members of this ABC superfamily 

are associated with chemoresistance by overexpression of multidrug resistance 

associated proteins (MRP). One of these proteins is the Pgp (P-glycoprotein), which is 

associated with resistance by extruding toxic compounds outside the cell. The MRPA 

gene, a transporter of ABCC subfamily, is involved in the resistance by sequestering 

metal-thiol conjugate in vesicles close to the flagellar pocket of Leishmania parasite. In 

this study, promastigote forms of susceptible and trivalent antimony (SbIII)-resistant 

populations of four Leishmania species, L. (V.) guyanensis, L. (L.) amazonensis, L. (V.) 

braziliensis and L. (L.) infantum chagasi, were analyzed for: chromosomal location, 

presence of extrachromosomal amplification and analysis of amplification of the MRPA 

gene; the mRNA levels of MRPA and MRP genes; Pgp protein expression and 

determination of intracellular SbIII level. PFGE analysis indicated the association of 

chromosomal and extrachromosomal amplification of MRPA gene with SbIII-resistance 

phenotype in Leishmania species studied. The results obtained by alkaline lysis of these 

Leishmania samples showed the presence of extrachromosomal amplification only in the 

SbIII-resistant L. (V.) braziliensis population. Southern blot analysis with the 

endonucleases BamHI and HindIII indicated the presence of polymorphisms in the 

sequence of MRPA gene in some Leishmania samples analyzed. Additionally, we 

observed amplification of this gene in all SbIII-resistant Leishmania populations 

analyzed. Real-time quantitative RT-PCR assays showed increased levels of mRNA 

MRPA gene in SbIII-resistant populations of L. (L.) amazonensis and L. (V.) braziliensis 

compared to their respective susceptible counterparts. The levels of mRNA MRP gene 

are increased in all SbIII-resistant Leishmania populations analyzed in this study. 

Western blot analysis revealed that Pgp protein is more expressed in SbIII-resistant L. 

(V.) guyanensis and L. (L.) amazonensis populations. The intracellular level of SbIII 

quantified by graphite furnace atomic absorption spectrometry showed a reduction in the 

accumulation of Sb in SbIII-resistant L. (V.) guyanensis, L. (L.) amazonensis and L. (V.) 

braziliensis populations when compared to their respective susceptible populations. Our 

results indicate that the mechanisms of antimony-resistance are different between 

species of Leishmania analyzed. 
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1.1 Epidemiologia e formas clínicas das leishmanioses 

 

1.1.1 Epidemiologia 

 

Leishmanioses são doenças causadas por protozoários parasitos do gênero 

Leishmania (Ordem Kinetoplastida; Família Trypanosomatidae). Segundo a 

Organização Mundial da Saúde (OMS), elas são doenças classificadas como 

negligenciadas e representam um grande problema de saúde pública em diversos 

países do mundo. Os protozoários dessa família são organismos unicelulares 

flagelados, cuja característica principal é a presença do cinetoplasto, organela 

próxima à base do flagelo que contém sequências repetidas de DNA (kDNA) 

(Balaña-Fouce et al., 1998). 

As leishmanioses apresentam alta morbidade e mortalidade em vários países 

do mundo (WHO, 2011). De acordo com a OMS, as leishmanioses estão entre as 

seis maiores doenças tropicais nos países em desenvolvimento, sendo endêmicas 

em 88 países (66 no Velho Mundo e 22 no Novo Mundo) e de notificação obrigatória 

em apenas 32 países (Desjeux, 2004). Elas acometem principalmente o norte da 

África, Ásia, Mediterrâneo e América Latina (Ashford, 1992; Desjeux, 1996). Estima-

se que 12 milhões de indivíduos estejam infectados com Leishmania (Desjeux, 

1996) e que cerca de 350 milhões de pessoas vivem em áreas de risco de 

transmissão da doença tanto no Novo quanto no Velho Mundo (Desjeux, 2004; 

Murray et al., 2005). A incidência anual dessa doença é de dois milhões de casos, 

com estimativa de 70.000 mortes (Murray et al., 2005). No Brasil, foram notificados, 

no período de 1990 a 2007, 561.673 casos de leishmanioses (Brasil, s.d.). 

 

1.1.2 Formas clínicas 

 

Várias espécies de Leishmania são patógenos humanos (Tabela 1) e 

responsáveis por uma das três formas clínicas da doença, que inclui cutânea, 

mucocutânea e visceral (Ouellette et al., 2004). Essas manifestações clínicas 

abrangem uma diversidade de sinais, sintomas e graus de virulência, e dependem 

das espécies de parasitos, fatores genéticos e resposta imune do hospedeiro 

(Herwaldt 1999; Murray et al., 2005; Reithinger, 2007).  
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TABELA 1 – Espécies de Leishmania encontradas em humanos 

Subgênero Leishmania Leishmania Viannia Viannia 

Velho 

Mundo 

L. donovani 
L. infantum 

L. major 
L. tropica 
L. killickia 
L. aethiopica 
L. infantum 

  

Novo 

Mundo 

L. infantum 
chagasi 

L. infantum 
chagasi 
L. mexicana 
L. pifanoia 
L. venezuelensis
L. garnhamia 
L. amazonensis 

L. braziliensis 
L. guyanensis 
L. panamensis 
L. shawi 
L. naïffi 
L. lainsoni 
L. lindenbergi 
L. peruviana 
L. 
colombiensisb 

L. braziliensis 
L. 
panamensis 

Tropismo 

principal 
Viscerotrópica Dermotrópica Dermotrópica Mucotrópica 

a Status das espécies em discussão. 
b Posição taxonômica em discussão. 

Fonte: WHO, 2010. 

 

1.1.2.1 Leishmaniose cutânea 

 

 Diversas espécies de Leishmania podem causar leishmaniose cutânea (LC) 

em crianças e adultos, principalmente L. (Leishmania) major, L (L.) tropica e L. (L.) 

aethiopica (Velho Mundo); L. (L.) infantum e L. (L.) chagasi (região do Mediterrâneo 

e mar Cáspio); L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis, L. (Viannia) braziliensis, L. (V.) 

panamensis, L. (V.) peruviana e L. (V.) guyanensis (Novo Mundo). LC é a forma 

mais comum da doença e abrange uma diversidade de manifestações clínicas. A 

infecção cutânea pode permanecer subclínica ou tornar-se clinicamente aparente, 

após variável período de incubação, que dura em média várias semanas. 

Inicialmente, uma pápula é formada no local da picada pelo flebotomíneo, 

desenvolve-se um nódulo e, geralmente, úlceras são produzidas após 1-3 meses, 

nas partes expostas do corpo, como face, braços e pernas (Fig. 1A) (Dowlati, 1996; 

Machado et al., 2002; Magill, 2005). No Velho Mundo, podem ser desenvolvidas 

lesões planas, hiperqueratósicas ou semelhantes a verrugas. Entretanto, a maioria 

das lesões são pápulas, nódulos ou nódulo-úlceras (Dowlati, 1996), enquanto lesões 
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ulcerativas são mais comuns no Novo Mundo (Palacios et al., 2001). Os indivíduos 

podem ter mais de uma lesão primária, lesões satélites, linfagite nodular (comum em 

infeções causadas por L. (V.) panamensis e L. (V.) guyanensis), adenopatia regional 

(infecção por L. (V.) braziliensis), lesões com prurido, dor e desenvolver infecção 

bacteriana secundária (Herwaldt, 1999). A infecção por espécies de Leishmania do 

Velho Mundo, como L. (L.) major ou L. (L.) tropica, ou espécies do Novo Mundo 

como L. (L.) mexicana, podem causar lesões cutâneas localizadas que, geralmente, 

podem evoluir para cura espontânea, resultando em imunidade ao longo da vida 

(Desjeux, 1996). Na LC Americana, muitas lesões podem curar espontaneamente 

formando um novo epitélio após alguns meses. Neste caso, origina cicatrizes típicas 

com o centro despigmentado e borda pigmentada com afinamento da pele 

(Reithinger, 2007). Determinantes da história natural e patogenicidade da LC não 

são totalmente compreendidos, mas inclui fatores relacionados ao comportamento 

do vetor, a virulência do parasito, a imunidade inata e adquirida do hospedeiro 

(Herwaldt et al., 1992; Weigle e Saravia, 1996).  

Dados da OMS indicam uma incidência mundial de LC de 1,5 milhão de casos 

por ano, sendo que 90% ocorrem no Afeganistão, Brasil, Peru, Arábia Saudita, Irã e 

Síria (Fig. 2A) (Richens, 2004). No Brasil, LC é um importante problema de saúde 

pública, com mais de 20.000 casos relatados anualmente ao Ministério da Saúde 

(Brasil, 1997), e seis espécies de Leishmania causam a doença, sendo L. (V.) 

braziliensis e L. (V.) guyanensis com maior prevalência (Lainson e Shaw, 1987; 

Grimaldi et el., 1989; Shaw, 1994). Ao analisar a evolução dessa forma de 

leishmaniose no Brasil, observa-se uma expansão geográfica. No início da década 

de 80, foram registrados casos autóctones em 19 Unidades Federadas (UFs) e, no 

ano de 2003, foi confirmada autoctonia em todas as UFs do país. A região Norte 

apresenta a maior proporção de casos da doença (cerca de 37%). De 2006 a 2009, 

Minas Gerais apresentou 5.338 casos de LC Americana, com 164 casos (3%) 

ocorrendo em Belo Horizonte (Brasil, s.d.). 

 

1.1.2.2 Leishmaniose mucocutânea 

 

 A leishmaniose mucocutânea (LMC) é uma forma crônica da doença (Amato, 

2007). LC e LMC causadas por L. (V.) braziliensis e L. (V.) panamensis são 

consideradas um importante problema de saúde em países da América Latina, como 
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Brasil, Bolívia, Peru, Venezuela e Guatemala (Herwaldt, 1999; WHO, 2001). Essa 

forma da doença é ocasionalmente relatada fora da América Latina, adquirida por 

viajantes (Osman et al., 2000; Aliaga et al., 2003; Ahluwalia, 2004). Apesar dos 

fatores de risco para LMC serem pouco compreendidos, eles incluem: sexo 

masculino, idade, tempo da doença, estado nutricional, local das lesões na pele, 

doenças concomitantes, falta de tratamento da LC adquirida anteriormente (Passos, 

2001; Machado-Coelho, 2005) e características genéticas, como a presença de 

alelos que codificam fatores de necrose tumoral α e β (Cabrera et al., 1995). A forma 

mucocutânea começa com uma inflamação nasal típica, seguida de ulceração da 

mucosa e perfuração do septo nasal (Fig. 1B). Em alguns casos, os lábios, 

bochechas, palato mole, faringe, laringe, cavidades e tecidos circundantes também 

são afetados. LMC nunca cicatriza espontaneamente e infecções bacterianas 

secundárias são comuns (Reithinger, 2007). Se não tratada, a doença pode causar 

danos graves e desfiguração e, em alguns casos, levar a óbito (Vélez, 1997; 

Reithinger, 2007). Além disso, tentativa de suicídio pode ocorrer devido ao estigma 

social associado à doença (González et al., 2009). Em algumas áreas da América do 

Sul, LMC representa aproximadamente 12,5% dos casos relatados de LC Americana 

(Davies, 2000).  

 

1.1.2.3 Leishmaniose visceral 

 

Leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar, é causada por 

L. (L.) donovani no subcontinente indiano, Ásia e África, por L. (L.) infantum ou L. 

(L.) chagasi na região Mediterrânea, Sudoeste e Ásia Central, e por L. (L.) infantum 

chagasi na América do Sul (Desjeux, 2001; Guerin et al. 2002; Desjeux, 2004). A 

infecção pode ser assintomática ou subclínica em muitos casos, ou atingir um curso 

subagudo, agudo ou crônico. As manifestações clínicas da LV (Fig. 1C) podem ser 

caracterizadas por febre irregular, suor, fraqueza, palidez, anorexia, substancial 

perda de peso e hepatoesplenomegalia, com progresso ao longo de semanas a 

meses. Anemia, leucopenia, trombocitopenia e hipergamaglobulinemia também são 

características. A LV pode produzir profunda caquexia e sangramentos, causar 

imunossupressão do hospedeiro, tornando-o susceptível a infecções secundárias e 

pode ser letal, se não for tratada (Davidson, 1998; Osman et al., 2000; Collin et al., 

2004; WHO, 2011). Crianças podem desenvolver diarreia e retardo do crescimento. 
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No Brasil, a infecção pode ser assintomática, podendo ocorrer melhora 

espontaneamente ou evoluir para calazar (Badaro et al., 1986; Gama et al., 2004).  

A incidência mundial de LV é de 0,5 milhão de casos por ano, sendo que 90% 

ocorrem na Índia, Nepal, Sudão, Bangladesh e Brasil (Fig. 2B) (Desjeux, 1992; Bora, 

1999; Desjeux, 2004). No Brasil, no período entre 2003 e 2009, foram registrados 

34.583 casos de LV no país. Em 2009, a região Nordeste representou 47,5% dos 

casos, seguida pelas regiões Norte (19,2%), Sudeste (17,4%), Centro-Oeste (7,4%) 

e Sul (0,2%). Atualmente, está distribuída em 21 UFs, atingindo as cinco regiões 

brasileiras, sendo mais frequente no sexo masculino (63,9%) e em crianças menores 

de 10 anos (48,9%) (Brasil, s.d.). 

 

 

Figura 1: Formas clínicas das leishmanioses: cutânea (A), mucocutânea (B) e 

visceral (C) (Herwaldt, 1999; Murray et al., 2005). 

 

 

 

Figura 2: Distribuição das leishmanioses cutânea (A) e visceral (B) no Velho Mundo 

e Novo Mundo. As áreas afetadas estão marcadas em vermelho, segundo a OMS 

(Santos et al., 2008). 
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1.2 Ciclo biológico do parasito 

 

O gênero Leishmania possui ciclo biológico heteroxênico, cujas formas de 

desenvolvimento alternam-se entre hospedeiros vertebrados e insetos vetores, que 

transmitem o parasito durante o repasto sanguíneo (Killick-Kendrick, 1979; Sacks e 

Perkins, 1984). Os hospedeiros invertebrados são dípteros da família Psychodidae, 

subfamília Phlebotominae, representados pelos gêneros Phlebotomus (Velho 

Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo) (Bates, 1994). 

Todas as espécies de Leishmania são morfologicamente similares e mostram 

dois principais estágios de desenvolvimento através de seu ciclo de vida. Formas 

amastigotas (Fig. 3A) se multiplicam em células do sistema mononuclear fagocitário, 

principalmente macrófagos do hospedeiro vertebrado, e formas promastigotas (Fig. 

3B) que replicam no intestino de um flebotomíneo (Killick-Kendrick e Molineux, 

1981).  

 

 

Figura 3: Formas amastigotas infectando um macrófago (A) e promastigotas (B) de 

L. (L.) amazonensis (Santos et al., 2008). 

 

O ciclo de vida do parasito inicia-se quando o hospedeiro vertebrado é picado 

por um flebotomíneo infectado, que ao realizar o repasto sanguíneo libera as formas 

promastigotas metacíclicas junto com a saliva. A saliva do inseto contém fatores 

químicos que potencializam o poder infectivo do parasito e exercem um efeito 

quimiotático sobre células do sistema mononuclear fagocitário, as quais são atraídas 

para o local de inoculação. Os parasitos são então fagocitados por essas células. No 

interior destas células, no vacúolo parasitóforo, os promastigotas diferenciam-se em 

amastigotas e multiplicam-se intensamente até o rompimento da célula, ocorrendo a 

liberação das formas amastigotas, que serão fagocitadas por novos macrófagos em 
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um processo contínuo. Para espécies dermotrópicas de Leishmania, a lesão 

permanece na pele, mas para Leishmania viscerotrópica, o parasito se dissemina a 

partir do sítio da infecção inicial da pele para o fígado, baço e medula óssea. 

Quando um novo flebotomíneo pica um hospedeiro vertebrado infectado, ele ingere 

macrófagos parasitados por formas amastigotas de Leishmania. No trato digestivo 

do inseto, ocorre o rompimento dos macrófagos e a liberação dos parasitos que se 

diferenciam em formas promastigotas procíclicas que se reproduzem por divisão 

binária. Posteriormente, as formas promastigotas colonizam o esôfago e a faringe do 

vetor e se diferenciam em formas infectantes, prontas para serem reinoculadas em 

um hospedeiro vertebrado (Fig. 4) (Ponte-Sucre, 2003; CDC, 2010). 

 

 

Figura 4: Ciclo de vida de Leishmania (Adaptado de CDC, 2010). 

 

1.3 Estrutura e organização genômica de Leishmania 

 

 Leishmania apresenta peculiaridades moleculares que a diferencia de outros 

organismos eucariotos. A característica mais marcante da família Trypanosomatidae 

é a presença de uma só mitocôndria na qual está situado o cinetoplasto, uma 

organela especializada que contém o DNA mitocondrial ou do cinetoplasto, também 

conhecido como kDNA (kinetoplast DNA). Este DNA mitocondrial é formado por 

maxicírculos e minicírculos que se unem para formar uma rede gigante de DNA, que 
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representa 10-15% do DNA total do parasito. Nos maxicírculos, se encontra o DNA 

que codifica RNAs ribossomais e transportadores, enquanto os minicírculos contêm 

os RNAs guia (Simpson, 1987; Shapiro e Englund, 1995; Morris et al., 2001).  

Apresentam transcrição policistrônica, gerando RNAs imaturos que contêm 

mais de um gene, como ocorre em organismos procariotos (González et al., 1985; 

Muhich e Boothroyd, 1988). A maturação do mRNA ocorre através de um processo 

de transplicing, de modo que na região 5’ dos RNAs codificantes é adicionada uma 

sequência de 39 nucleotídeos denominada miniexon ou spliced leader (SL), e na 

região 3’ uma cauda de poliadenilação, mediante um mecanismo em que ambos 

processos parecem estar acoplados (Borst, 1986; LeBowitz et al., 1993). A região 

intergênica 5’ possui um sítio AG que atua como receptor do SL. Além disso, a 

região 3’ de cada mRNA está poliadenilada a uma distância entre 100 e 400 

nucleotídeos acima dos sinais para o transplicing do miniexon do gene seguinte 

(Papadopoulou, 2003). Dessa maneira, formam-se unidades de tradução 

monocistrônicas, compostas pelo miniexon, gene e cauda de poliadenilação. Essa 

estrutura cap ou miniexon protege o mRNA da ação de nucleases, prolongando sua 

vida média, além de assegurar a tradução, porque faz do mRNA uma estrutura 

reconhecida pelos ribossomos.  

Em Leishmania, não foi identificado nenhum promotor específico para DNA 

polimerase (Pol II) e a transcrição de genes a partir de vetores não requer esse 

promotor (Kapler, 1990; Kelly et al., 1992; Freedman e Beverley, 1993; Kelly, 1995). 

Quase todos os genes de tripanosomatídeos não possuem íntrons, mas dependem 

da presença das regiões intergênicas para a expressão de genes, o que sugere que 

estas podem conter os sinais necessários para a transcrição e maturação do mRNA 

(Papadopoulou, 2003). Assim, para a expressão transitória de genes em Leishmania 

se utilizam vetores de expressão circulares que contenham a sequência de um gene 

repórter flanqueado por regiões intergênicas do parasito.  

A edição de RNA mitocondrial ou RNA editing consiste na inserção e 

eliminação de uracila em RNAs sem sentido genético com a finalidade de obter 

mensageiros com sentido (Stuart e Panigrahi, 2002). Um complexo de moléculas de 

RNA e proteínas, auxiliado pelos RNAs guia, está envolvido no mecanismo de 

transcrição. Foram isolados da mitocôndria de tripanosomatídeos numerosos 

fatores, que formam complexos que interagem dinamicamente durante o processo 

de edição (Simpson et al., 2003). Os RNAs que são editados estão codificados no 
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DNA dos maxicírculos do cinetoplasto, enquanto os RNAs guia se localizam, na sua 

maioria, no DNA dos minicírculos (Shapiro e Englund, 1995). Outra característica 

peculiar é a ausência visível de condensação cromossômica em todo seu ciclo de 

vida (Vickerman e Preston, 1970). Além disso, esses organismos se caracterizam 

por sua grande plasticidade cromossômica, apresentam diploidia para a maioria dos 

genes e aneuploidia para outros (Lighthall e Giannini, 1992). 

 Sequenciamento dos genomas de três protozoários da Ordem Kinetoplastida 

(L. (L.) major, Trypanosoma brucei e T. cruzi) mostrou alta preservação da sintenia 

dos genes na evolução desses parasitos. Há cerca de 6.200 genes conservados na 

família Trypanosomatidae e mais de 1.000 genes específicos de Leishmania, muitos 

dos quais ainda não foram caracterizados. A arquitetura dos cromossomos de 

Leishmania difere de outras espécies de tripanosomatídeos pela ausência de 

regiões subteloméricas extensas, nas quais há genes espécie-específicos (Peacock 

et al., 2007). 

 Apesar de uma divergência de aproximadamente 46 milhões de anos, a 

análise comparativa do genoma de três espécies de Leishmania, L. (L.) major (cepa 

Friedlin), L. (L.) infantum (cepa JPCM5) e L. (V.) braziliensis (cepa M2904), mostrou 

um alto grau de conservação da sintenia dos genes e pequeno número de genes 

espécie-específicos desses parasitos (Ivens et al., 2005; Peacock et al., 2007; Lukes 

et al., 2007). A análise comparativa destes três genomas (Peacock et al., 2007) 

mostrou que aproximadamente 200 genes (pseudogenes) são diferentes, incluindo 

78 genes que foram restritos a uma única espécie. Segundo os autores, o pequeno 

número de genes diferentes entre as três espécies pode ser compensado por um 

maior controle pós-transcricional (Peacock et al., 2007). A maioria desses genes 

espécie-específicos codifica proteínas de funções desconhecidas e tem sido 

proposto que contribuem para o tropismo do parasito e estejam associados com as 

diferentes formas de leishmanioses (Peacock et al., 2007, Smith et al., 2007). Vários 

genes específicos de L. (L.) donovani foram expressos em L. (L.) major e mostraram 

aumento significativo da sobrevivência do parasito em vísceras de camundongos, 

indicando que genes individuais podem contribuir para o tropismo no hospedeiro 

(Zhang et al., 2008; Zhang e Matlashewski, 2010). Dessa maneira, foi observado 

que a sintenia está conservada em mais de 99% dos genes preditos nesses 

genomas; as sequências de aminoácidos têm em média 77 a 92% de identidade, e 

as sequências de nucleotídeos, 81 a 94%.  
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O número de cromossomos é de 36 em L. (L.) major e L. (L.) infantum e 35 

em L. (V.) braziliensis, como resultado da fusão dos cromossomos 20 e 34 (Britto et 

al., 1998; Peacock et al., 2007). O genoma de L. (L.) mexicana apresenta 34 

cromossomos, com dois eventos de fusão ocorridos entre os cromossomos 8 e 29, e 

entre os cromossomos 20 e 36 (Britto et al., 1998). Recentemente, os genomas de 

L. (L.) mexicana e L. (L.) tarentolae foram sequenciados. Rogers et al. (2011) 

encontraram dois genes únicos presentes no genoma de L. (L.) mexicana (cepa 

U1103), os quais codificam proteínas de função desconhecida. Além disso, esses 

autores relataram a presença de grupos ortólogos dessa espécie mais em comum 

com L. (L.) infantum do que qualquer outra espécie de Leishmania. Raymond et al. 

(2011) encontraram um limitado número de regiões cromossômicas divergentes 

entre as espécies L. (L.) tarentolae e L. (L.) infatum e um compartilhamento do 

conteúdo gênico maior que 90% de L. (L.) tarentolae com outras espécies de 

Leishmania. Esses autores também identificaram 95 sequências codificantes que 

são únicas em L. (L.) tarentolae e 250 genes que estavam ausentes nessa espécie. 

 

1.4 Quimioterapia das leishmanioses 

 

 Apesar do considerável progresso nos estudos de bioquímica, fisiologia e 

biologia molecular de Leishmania, a ausência de vacinas e programas eficazes de 

controle vetorial, faz com que a quimioterapia seja uma das principais ferramentas 

para o controle das leishmanioses. Entretanto, ela apresenta problemas devido à 

toxicidade, alto custo e presença de parasitos resistentes às drogas. Dessa maneira, 

para interferir com o desenvolvimento normal de um parasito intracelular, uma droga 

deve alcançar o compartimento onde o parasito vive e causar a sua morte 

diretamente ou através de vários mecanismos de morte celular dirigidos pela droga 

ativa na célula hospedeira (Ponte-Sucre, 2003). A figura 5 mostra algumas drogas 

utilizadas no tratamento das leishmanioses. 
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Figura 5: Drogas utilizadas no tratamento das leishmanioses (Croft et al., 2006; 

Santos et al., 2008). 

 

1.4.1 Antimoniais pentavalentes 

 

O tratamento de primeira escolha para todas as formas de leishmanioses é a 

administração de compostos contendo antimônio pentavalente: estibogluconato de 

sódio (Pentostam®) ou N-metilglucamina (Glucantime®) (Ouellette et al., 1998b).  O 

sal orgânico de antimônio pentavalente (SbV) tem sido a droga de escolha para o 

tratamento das leishmanioses por mais de 60 anos em vários países (Herwaldt, 

1999). Variações na resposta clínica aos antimoniais pentavalentes em LV, LC e 

LMC têm sido um problema persistente no tratamento das leishmanioses nos últimos 

50 anos. Uma explicação para esse fenômeno é a diferença intrínseca na 

sensibilidade das espécies de Leishmania a essas drogas (Croft et al., 2006). 

Estudos usando o modelo macrófago-amastigota, mostraram que L. (L.) donovani e 

L. (V.) braziliensis foram três a cinco vezes mais sensíveis ao estibogluconato de 

sódio do que L. (L.) major, L. (L.) tropica e L. (L.) mexicana (Berman, 1981; Allen e 

Neal, 1989; Neal et al., 1995). Isso também foi demonstrado em estudos anteriores 

por Berman e colaboradores, utilizando outro modelo macrófago-amastigota, no qual 
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houve ampla variação na sensibilidade a antimoniais pentavalentes em isolados de 

LC (Berman et al., 1982). 

 

1.4.2 Anfotericina B 

 

Anfotericina B é um antibiótico polieno que tem sido usado como droga de 

segunda escolha no tratamento das leishmanioses, desde os anos 1960. Esse 

composto tem ação seletiva contra fungo, bem como em Leishmania. A seletividade 

é devido a maior afinidade da anfotericina B ao ergosterol, o principal esterol da 

membrana celular desse parasito. Vários estudos confirmaram que a atividade 

leishmanicida dessa droga causa a formação de poros na membrana que alteram a 

permeabilidade a íons, que por sua vez, promovem sua desorganização e 

despolarização (Ramos et al., 1994; Azas et al., 2001). Diferenças de sensibilidade 

das espécies de Leishmania são esperadas devido à variação no tipo e quantidade 

de esteróis nas membranas de diferentes espécies (Beach et al., 1988). Em áreas 

onde há altos níveis de resistência ao antimonial pentavalente, anfotericina B é a 

droga de escolha e resistência a ela parece não emergir rapidamente. Embora seja 

muito eficaz, essa droga é tóxica e está associada a efeitos colaterais graves, 

limitando o uso desse composto (Mishra et al., 1992). Recentes formulações 

lipídicas dessa droga retêm sua atividade antifúngica, enquanto diminui 

drasticamente sua toxicidade. Uma situação paralela é observada quando usada 

para tratar Leishmania, em que várias formulações lipídicas da droga foram 

altamente ativas e associadas com baixa toxicidade (Sundar et al., 2000; Sundar et 

al., 2004). Em LV, anfotericina B lipossomal tem efetividade maior que 95%, 

entretanto, seu alto custo a torna inacessível em países endêmicos (Zilberstein e 

Ephros, 2002).  

 

1.4.3 Pentamidina  

 

Pentamidina tem sido usada no tratamento de leishmanioses há mais de 40 

anos. Atualmente, é também considerada uma droga de segunda escolha para 

casos que não respondem ao antimônio, em LV e LC (Becker et al., 1999; Sereno et 

al., 2001a). A pentamidina, uma diamidina aromática, entra em formas 

promastigotas e amastigotas de Leishmania através de processo mediado por 
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transportador, pelo qual diamidinas de alta afinidade são reconhecidas (Basselin et 

al., 2002). A mitocôndria é um importante alvo da pentamidina e essa droga está 

envolvida na ligação e desintegração de DNA do cinetoplasto (Basselin et al., 2002; 

Croft e Coombs, 2003; Croft et al., 2006). Topoisomerases são enzimas envolvidas 

na modulação do DNA nuclear e do cinetoplasto (kDNA) (Cheesman, 2000) e 

pentamidina age provavelmente como um inibidor de topoisomerase I (Jean-Moreno 

et al., 2006). Em parasitos resistentes à pentamidina, alterações foram observadas 

na sequência de minicírculos de kDNA, especialmente em regiões ricas em AT, 

conhecidas por serem os sítios de ligação da droga (Basselin et al., 1998). 

Resistência à pentamidina tem sido produzida em laboratório para L. (L.) donovani e 

L. (L.) amazonensis, e apesar dessa droga ter sido amplamente abandonada na 

Índia, a pentamidina continua sendo usada sozinha ou em combinação com outras 

drogas em outros países (Basselin et al., 1997; Nacher et al., 2001). Na Índia, a 

eficácia da droga tem diminuído rapidamente, sugerindo que parasitos têm se 

tornado resistentes (Sundar, 2001). Além disso, a considerável toxicidade associada 

à pentamidina (hipotensão, hipoglicemia, diabetes, nefrotoxicidade) tem restringido 

seu uso. 

 

1.4.4 Miltefosina 

 

Miltefosina (hexadecilfosfocolina), originalmente desenvolvida como um 

agente neoplásico, tem sido aprovada como a primeira droga oral para 

leishmanioses. Ela pode ser usada em pacientes que respondem ou não ao 

antimônio (Sundar et al., 1999). Apesar de mostrar boa eficácia em países do Velho 

Mundo, miltefosina é muito cara e tem uma longa vida no organismo (Sundar e 

Murray, 2005). A droga mostrou ser ativa contra L. (L.) donovani in vitro (Croft et al., 

1987). Em alguns estudos, foi demonstrado que essa droga apresentou um índice 

terapêutico favorável para LV na Índia (taxas de cura maiores que 95%) e LC no 

Paquistão (taxas de cura comparáveis com antimônio pentavalente), e está sendo 

submetida em ensaios clínicos para uso em vários outros países (Soto et al., 2004; 

Sundar et al., 2006; Simeen et al., 2007). Um ensaio clínico de fase III em adultos 

mostrou que, por via oral, miltefosina foi altamente ativa contra LV (Sundar et al., 

2002) e isso deve ser considerado um dos principais avanços na quimioterapia anti-

Leishmania. Foi demonstrado ter atividade leishmanicida in vitro e in vivo, 
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provavelmente através de efeitos sobre vias de células sinalizadoras e de síntese de 

membrana (Croft et al., 1987; Kuhlencord et al. 1992). Entretanto, Morais-Teixeira et 

al. (2011) mostraram que miltefosina apresentou menor atividade em espécies de 

Leishmania do Novo Mundo, quando comparado com L. (L.) donovani. O modo de 

ação de miltefosina não é conhecido com precisão, mas acredita-se que ele está 

associado com mudanças no metabolismo de lipídeos alquila e biossíntese de 

fosfolipídeos (Lux et al., 2000). No estágio promastigota, foi observado que essa 

droga poderia induzir o processo de morte celular por apoptose (Paris et al., 2004). 

 

1.4.5 Paramomicina 

 

 Paramomicina, um antibiótico aminoglicosídeo, tem sido utilizada no 

tratamento de LV em ensaios clínicos de fase III (formulação parenteral) e LC 

(formulações tópica e parenteral) (Croft et al., 2006). Em ambos os modelos 

experimentais e casos clínicos de LC, lesões causadas por L. (L.) major tratadas 

com pomada de paramomicina melhoraram rápida e completamente do que lesões 

causadas por L. (L.) amazonensis e L. (V.) panamensis (el-On e Hamburger, 1987). 

Uma análise in vitro sobre a sensibilidade de amastigotas, em um modelo macrófago 

murino, mostrou que isolados de L. (L.) major e L. (L.) tropica foram mais sensíveis 

do que isolados de L. (V.) braziliensis e L. (L.) mexicana (Neal et al., 1995). Essa 

droga age na síntese de RNA e modifica lipídeos polares da membrana, afetando, 

assim, a fluidez da membrana e alterando sua permeabilidade (Maarouf et al., 1997). 

Resistência à paramomicina foi descrita in vitro para cepas de L. (L.) donovani e L. 

(L.) tropica (Fong et al., 1994; Maarouf et al., 1998). 

 

1.4.6 Sitamaquina 

 

 Sitamaquina, uma lepidina conhecida anteriormente como WR6026, está em 

ensaios clínicos de fase II para o tratamento de LV (Croft et al., 2006). A droga 

apresenta grande atividade contra protozoários (Yeates, 2002), mas apresenta uso 

clínico limitado e sem relato de resistência. Sitamaquina foi 200 vezes mais ativa do 

que primaquina contra L. (L.) donovani em hamsters, mas apresenta apenas duas 

vezes maior resistência em ensaios in vitro (Kinnamon et al., 1978). Esse composto 

é biotransformado em dois metabólitos polares por microssomas, que podem ter um 
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papel na eficácia in vivo da droga (Theoharides et al., 1985). O modo de ação dessa 

droga não é conhecido. Os efeitos colaterais incluem leve e reversível 

metemoglobinemia e aumento transitório dos níveis de transaminase hepática 

(Sherwood et al., 1994). 

 

1.5 Mecanismo de ação dos antimoniais 

 

 O transporte de antimônio foi estudado pela primeira vez em ambos os 

estágios (amastigota e promastigota) de L. (L.) mexicana e L. (L.) donovani, 

utilizando Pentostam (SbV) (Berman et al., 1987b). Os antimoniais pentavalentes 

(SbV) são pró-drogas que necessitam de redução biológica para forma trivalente 

(SbIII) para terem atividade leishmanicida. O local desta redução, se dentro do 

parasito (forma amastigota) ou no macrófago, e o mecanismo de redução 

(enzimático ou não enzimático) permanecem com resultados controversos na 

literatura. Entretanto, alguns estudos têm relatado que amastigotas axênicos, 

cultivados na ausência de macrófagos, são susceptíveis ao SbV, enquanto em 

promastigotas este composto não é ativo, sugerindo que alguma redução ocorre nas 

formas amastigotas do parasito (Callahan et al., 1997; Ephros et al., 1997; Ephros et 

al., 1999; Goyard et al., 2003). 

O mecanismo pelo qual amastigotas reduzem SbV em SbIII não é claro. 

Tanto glutationa quanto tripanotiona podem reduzir não enzimaticamente SbV a 

SbIII sob condições ácidas (Ouellette et al., 1991; Frézard et al., 2001; Santos 

Ferreira et al., 2003; Yan et al., 2003a; Yan et al., 2003b). Entretanto, a relevância 

fisiológica dessas observações é uma questão a ser investigada devido ao fato das 

taxas de redução serem bastante lentas. Além disso, promastigotas contêm 

concentrações intracelulares maiores de tripanotiona e glutationa do que 

amastigotas (Ariyanayagam e Fairlamb, 2001; Wyllie et al., 2004) e ambos estágios 

mantêm valores intracelulares de pH próximos ao neutro, independentemente do pH 

externo (Glaser et al., 1988). Assim, é difícil explicar a ação seletiva de SbV contra o 

estágio amastigota por um mecanismo não enzimático. Como ambos os estágios 

podem absorver SbV e SbIII, a insensibilidade de promastigotas ao SbV não pode 

ser atribuída a exclusão da droga (Brochu et al., 2003). 

 SbIII é capaz de entrar em formas amastigotas e promastigotas de 

Leishmania, entretanto as rotas de entrada de SbIII e SbV diferem (Brochu et al., 
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2003). Estudos recentes mostram que SbIII entra em Leishmania através de uma 

aquagliceroporina denominada AQP1 (Gourbal et al., 2004). Para ser ativo contra 

Leishmania, SbV tem que entrar na célula hospedeira, atravessar a membrana 

fagolisossomal e agir contra as formas amastigotas intracelulares (Shaked-Mishan et 

al., 2001). Acredita-se que SbV entra no parasito através de uma proteína que 

reconhece uma estrutura semelhante a um açúcar compartilhado com gluconato 

(Brochu et al., 2003).  

É possível que a redução de SbV a SbIII ocorra tanto no hospedeiro quanto 

no parasito. Em bactéria e levedura, a redução de metal é mediada por enzimas 

(Rosen, 2002) e isso pode também acontecer em Leishmania. Recentemente, uma 

enzima específica do parasito denominada tiol dependente redutase (TDR)1, que 

contém domínios com similaridades a ômega glutationa transferase, mostrou-se 

catalisar a conversão de SbV a SbIII, usando glutationa como um redutor (Denton et 

al., 2004). Uma nova enzima antimoniato redutase, ACR2, foi caracterizada em 

Leishmania e mostrou-se reduzir SbV e aumentar a sensibilidade de células de 

Leishmania ao SbV (Zhou et al., 2004). Alternativamente, há evidência que um 

número de tióis, incluindo tióis parasito-específicos tais como tripanotiona, assim 

como tióis macrófagos-específicos tais como glicilcisteína, podem reduzir SbV a 

SbIII, não enzimaticamente (Fig. 6) (Santos Ferreira et al., 2003).  

Estudos iniciais sugerem que o SbV inibe a biossíntese de macromoléculas 

em amastigotas (Berman et al., 1985), possivelmente via perturbação do 

metabolismo energético, devido à inibição de glicólise e β-oxidação de ácidos graxos 

(Berman et al., 1987a). Entretanto, os alvos específicos nessas vias não estão bem 

identificados. Estudos mais recentes têm relatado apoptose em amastigotas tratados 

com SbIII, envolvendo fragmentação de DNA e externalização de fosfatidilserina na 

superfície externa da membrana plasmática (Sereno et al., 2001b; Sudhandiran e 

Shaha, 2003). Entretanto, esses efeitos não envolvem a via clássica mediada por 

caspase (Sereno et al., 2001b) e não correspondem à mais rigorosa definição de 

apoptose (Jiang e Wang, 2004). Além disso, estudos sugerem que SbIII causa 

distúrbios no potencial tiol redox do parasito, levando à morte celular (Wyllie et al., 

2004). 
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Figura 6: Modo de ação e resistência ao antimonial pentavalente em forma 

amastigota de Leishmania (Ouellette et al., 2004). 

 

1.6 Resistência aos antimoniais 

 

 Para interferir na multiplicação de um patógeno, uma droga deve ser capaz de 

atravessar a membrana, tornar-se ativa, encontrar o seu alvo intracelular, e provocar 

o dano celular propriamente dito. Além disso, o efeito deverá ser suficiente para que 

o patógeno seja eliminado pela ação direta da droga, tenha sua replicação inibida, 

ou torne-se susceptível ao sistema imunológico do hospedeiro ou finalmente, uma 

combinação desses efeitos. A resistência a uma droga consiste em deter sua ação 

em algum dos passos anteriores. Assim, principais mecanismos de resistência 

incluem: diminuição da absorção ou aumento da extrusão da droga, diminuição da 

ativação da droga, alteração do complexo alvo-droga, aumento da tolerância à droga 

ou aumento do reparo do dano causado pela droga (Borst, 1991; Singh, 2006). 

Muitos desses mecanismos têm sido observados em parasitos e tais modificações 

podem surgir nessas populações por meio de adaptações fisiológicas, mutações 

espontâneas seguidas por seleção e alterações na expressão gênica (amplificação) 

(Singh, 2006). Dessa maneira, a resistência consiste na diminuição de sensibilidade 

à droga devido a um declínio na eficácia da droga contra uma população de 

parasitos, previamente susceptíveis ao composto (Natera et al., 2007). 
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 Um aumento em larga escala na resistência clínica de Leishmania aos 

antimoniais pentavalentes tem sido relatado na Índia (Lira et al., 1999). Variações na 

eficácia de drogas para o tratamento de leishmanioses são frequentemente uma 

consequência do estado imune do paciente, das propriedades farmacocinéticas da 

droga e das diferenças intrínsecas de cada espécie de Leishmania quanto a 

sensibilidade à droga (Cohen, 1992; Croft et al., 2006). A resistência de Leishmania 

contra uma determinada droga pode ser natural ou adquirida quando parasitos são 

expostos a doses sub-ótimas da droga (Cohen, 1992). Fenótipos de resistência 

selecionados in vitro são geralmente obtidos pelo cultivo de parasitos sensíveis, sob 

pressão contínua e crescente de uma droga. Sendo assim, os mecanismos pelos 

quais espécies de Leishmania adquirem resistência aos antimoniais têm sido objeto 

de intensa pesquisa nas últimas décadas. 

O fenômeno de resistência de Leishmania aos antimoniais é complexo, 

multifatorial e envolve diversas vias, que apresentam aspectos similares a outros 

microrganismos. Essas vias incluem a entrada, o metabolismo, o efluxo e/ou o 

sequestro de determinada droga, bem como a morte celular do parasito através da 

ação do fármaco (Jeddi et al., 2011). 

 O comprometimento da atividade da droga pode ser observado caso a 

redução de SbV a SbIII não ocorra ou seja diminuída. De fato, uma diminuição 

dessa redução foi demonstrada em formas amastigotas de L. (L.) donovani 

resistentes aos antimoniais pentavalentes (Shaked-Mishan et al., 2001). Foi 

observado também que os níveis intracelulares de SbIII estavam reduzidos em 

isolados clínicos resistentes a essa droga, provavelmente devido a uma baixa 

expressão de AQP1, demonstrando seu efeito modulador na resistência aos 

antimoniais (Gourbal et al., 2004) 

O aumento dos níveis de tripanotiona foi observado em algumas linhagens de 

Leishmania selecionadas para resistência ao SbIII ou arsenito (Mukhopadhyay et al., 

1996). Isso é devido ao aumento dos níveis da taxa limitante de enzimas envolvidas 

na síntese de glutationa (γ-glutamilcisteína sintetase) (Grondin et al., 1997) e 

poliaminas (ornitina decarboxilase) (Haimeur et al., 1999), os dois metabólitos 

precursores da tripanotiona. Aumento da síntese de glutationa e tripanotiona a partir 

de cisteína pode ajudar a substituir tióis perdidos devido ao efluxo, bem como 

auxiliar no restabelecimento do potencial tiol redox perturbado pelo acúmulo de 

dissulfetos (Wyllie et al., 2004). 
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O destino do complexo Sb-tiol permanece incerto, mas duas vias de 

eliminação do complexo foram descritas. A primeira envolve sequestro destes 

compostos em um compartimento intracelular, e a outra se eles são eliminados 

diretamente das células através da membrana plasmática (Fig. 6). Estudos 

anteriores observaram que PgpA (P-glycoprotein A), um membro dos 

transportadores ABC (ATP-binding cassette), está amplificado em algumas 

linhagens de Leishmania resistentes (Callahan e Beverley, 1991; Ouellette e Borst, 

1991). Posteriormente, ficou demonstrado que esse transportador não é responsável 

pelo efluxo da droga através da membrana plasmática. Primeiro, a superexpressão 

de PgpA está associada à diminuição da entrada de Sb ao invés de aumentar o 

efluxo. Este fato pode ser devido a um efeito dominante negativo através de 

interações com outras proteínas de membrana (Callahan et al., 1994). Segundo, 

superexpressão de PgpA não mediou um aumento no efluxo de arsenito radioativo 

das células (Dey et al.,  1994) ou transporte de arsenito através da membrana 

plasmática (Mukhopadhyay et al., 1996). A identidade da bomba de efluxo na 

membrana plasmática e seu papel na resistência aos antimoniais continuam a ser 

investigados. No entanto, os estudos descritos acima identificaram PgpA como 

sequestrador de SbIII em um compartimento intracelular vacuolar em Leishmania.  

Após a infecção, macrófagos sofrem uma explosão respiratória, produzindo 

espécies reativas de oxigênio (EROs) tais como H2O2 (peróxido de hidrogênio), OH- 

(radical hidroxila) e O2
- (ânion superóxido), para destruir microrganismos invasores 

(Beaman e Beaman, 1984). Por outro lado, patógenos intracelulares desenvolveram 

mecanismos enzimáticos para detoxificar tais EROs. Em vários sistemas, quatro 

enzimas têm sido relacionadas à defesa antioxidante: catalase, glutationa 

peroxidase, superóxido dismutase (SOD) e peroxirredoxinas. As duas primeiras 

enzimas não foram encontradas em Leishmania. No entanto, alto nível de SOD está 

presente em promastigotas (Meshnick e Eaton, 1981). Dois tipos de gene SOD, 

SOD-A e SOD-B, foram clonados de L. (L.) chagasi. Assim, foi demonstrado que o 

crescimento in vitro de promastigotas de L. (L.) chagasi transfectados com os genes 

SOD-A ou SOD-B é mais resistente ao nitroprussiato de sódio ou paraquat, quando 

comparado ao seu par sensível (Paramchuk et al., 1997).  

Amplificação gênica é um fenômeno que ocorre em alguns microrganismos e 

está associada com resistência à droga (Grondin et al., 1993). Em Leishmania, a 

amplificação de genes é um marco para a resistência a uma determinada droga, 
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principalmente quando a resistência é induzida in vitro (Beverley, 1991; Segovia 

1994; Borst e Ouellette, 1995). Genes amplificados têm sido observados em 

mutantes de Leishmania selecionados para resistência a metais como antimoniais e 

arsenito, anfotericina B, análogos de nucleosídeos, antifolatos e DL-α-

difluorometilornitina (DFMO). Amplificação de genes foi também mostrada em 

células de Leishmania selecionadas para resistência a outras drogas que não são 

utilizadas no tratamento da doença (Papadopoulou et al., 1998). Um destes 

exemplos é a amplificação de um gene homólogo à Pgp que foi relatada em 

algumas espécies selecionadas para resistência à vinblastina (Henderson et al., 

1992; Chow et al., 1993; Gueiros-Filho et al., 1995; Chiquero et al., 1998). 

Leishmania selecionada para resistência à tunicamicina tem o gene da N-

acetilglucosamina-1-fosfato transferase amplificado (Liu e Chang, 1992). Diferentes 

loci do genoma de espécies de Leishmania sensíveis e resistentes estão 

amplificados, mas o exato papel destes genes na resistência ainda está sendo 

elucidado (Beverley, 1991).  

O surgimento de amostras de Leishmania resistentes à droga e o aumento da 

propagação de espécies resistentes desse parasito enfatizam a importância de 

identificação de mecanismos diretamente envolvidos na resistência à droga, assim 

como as mudanças fisiológicas que podem ocorrer nesses parasitos. Tais mudanças 

fisiológicas, relacionadas ou não a mecanismos de resistência à droga, contribuem 

para as características globais do fenótipo de resistência. Além disto, novas 

estratégias quimioterapêuticas contra leishmanioses poderiam ser desenvolvidas a 

partir destes estudos de resistência (Ponte-Sucre, 2003). 

 

1.7 Transportadores ABC 

 

 Transportadores ABC (ATP-binding cassette) compreendem uma superfamília 

de proteínas conservadas evolutivamente que vão desde as bactérias aos seres 

humanos (Dassa e Bouige, 2001). Essas proteínas transmembrana utilizam a 

energia resultante da hidrólise de ATP para transportar uma variedade de moléculas 

através de membranas biológicas, incluindo aminoácidos, açúcares, peptídeos, 

lipídeos, íons e drogas quimioterapêuticas (Higgins, 1992). Uma de suas 

características é que o movimento das moléculas através desses transportadores 
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pode ser para dentro (importação) ou para fora (exportação, secreção) (Holland e 

Blight, 1999; Saurin et al., 1999). 

 Proteínas ABC estão envolvidas em muitos processos celulares. Em sistemas 

procariotas, esses transportadores podem exportar substratos, como drogas e 

antibióticos, ou mediar a absorção de nutrientes essenciais (Sheps e Ling, 2007) 

como histidina, maltose, peptídeos ou ribose (Ehrmann et al. 1998; Holland e Blight, 

1999). A maioria dos transportadores ABC encontrados em fungos e parasitos 

funcionam quase exclusivamente como exportadores, mediando o transporte de 

substratos do citosol para fora da célula ou para organelas intracelulares (Saurin et 

al., 1999; Sheps e Ling, 2007). Alguns transportadores ABC encontrados em 

bactérias, fungos patogênicos e parasitos estão envolvidos na resistência a drogas 

antimicrobianas (Klokouzas et al., 2003; Lage, 2003; McKeegan et al., 2004). 

 Proteínas da superfamília ABC contêm em suas sequências um conservado 

domínio de ligação a nucleotídeos (NBD) com três motivos principais. Os motivos 

Walker A e B, encontrados em muitas famílias ATPase, estão separados por 

aproximadamente 90-120 aminoácidos, e o motivo C, sequência chamada 

assinatura ABC, que está localizado entre os outros dois motivos Walker, logo acima 

do Walker B (Hyde et al., 1990). A sequência assinatura ABC é específica para 

transportadores ABC e os distinguem das outras proteínas de ligação à ATP (Walker 

et al., 1982). Proteínas ABC também contêm domínios transmembrana (TMD) 

compostos de múltiplas α-hélices transmembrana, que fornecem a especificidade 

para o substrato. Os domínios NBD estão localizados no citoplasma e transferem a 

energia para transportar o substrato através da membrana (Fig. 7) (Dean et al., 

2001). 
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Figura 7: Diagrama de uma típica proteína transportadora ABC. (A) O diagrama da 

estrutura de uma proteína ABC representativa é mostrado com a bicamada lipídica 

em amarelo, os domínios transmembrana (TMD) em azul e os domínios de ligação a 

nucleotídeos (NBD) em vermelho. (B) O NBD de um gene ABC contém os motivos 

Walker A e B, e uma assinatura ou motivo C. Os aminoácidos mais comuns 

encontrados nesses motivos são mostrados acima do diagrama; subfamílias 

frequentemente contêm resíduos característicos nessas e em outras regiões (Dean 

et al., 2001). 

 

 Os genes ABC de eucariotos são organizados como transportadores 

completos contendo dois TMDs e dois NBDs ou como transportadores incompletos 

contendo apenas um domínio de cada (Fig. 8) (Hyde et al., 1990). Esses 

transportadores incompletos devem formar homodímeros ou heterodímeros para 

constituir um transportador funcional. 

Com base na similaridade da estrutura gênica, na ordem dos domínios e na 

homologia das sequências dos domínios NBD e TMD, as proteínas ABC eucarióticas 

podem ser divididas em oito subfamílias (ABCA a ABCH), sete das quais (ABCA a 

ABCG) são encontradas no genoma humano (Allikmets et al., 1996). A subfamília 

ABCH, a qual inclui membros contendo apenas um único domínio ABC, foi 

identificada pela primeira vez em Drosophila melanogaster (Dean et al., 2001). 

 Recentemente, uma pesquisa detalhada dos genomas de L. (L.) major e L. 

(L.) infantum para sequências ABC ajudaram a identificar a superfamília de 

proteínas ABC em Leishmania. O genoma desse parasito contém 42 genes ABC 

com membros representantes de cada subfamília (ABCA a ABCH) frequentemente 

encontrados em eucariotos (Leprohon et al., 2006). Comparado a outros 

microrganismos eucariotos, Leishmania é o parasito com maior número de genes 

ABC. Essa diferença parece ser devido ao grande número de genes das subfamílias 

ABCA, ABCC e ABCG (Tabela 2) (Sauvage et al., 2009).  
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Figura 8: Organização esquemática de proteínas ABC em protozoários parasitos. 

Muitos transportadores das subfamílias ABCA, ABCB e ABCC contêm dois TMDs 

(TMD1 e TMD2) e dois NBDs (NBD1 e NBD2) fundidos em um único polipeptídeo 

com a tipologia (TMD-NBD)2. Os transportadores ABCA (completos ou incompletos) 

são caracterizados por um longo extracitoplasmático loop entre a primeira e segunda 

α-hélices, enquanto membros MRP (ABCC) contém um longo N-terminal citosólico 

ou transmembrana. Outros transportadores ABC são conhecidos como 

transportadores incompletos com um único TMD fundido a um único NBD. O TMD 

pode ser N-terminal (TMD-NBD como em membros ABCB e ABCD) ou C-terminal 

(NBD-TMD como em membros ABCG) da proteína. Membros representativos de 

cada classe para protozoários parasitos são mencionados na figura com seus 

nomes originais (Sauvage et al., 2009). 
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TABELA 2 – Distribuição do número de genes ABC por subfamílias  

em protozoários parasitos 

Subfamílias 
Leishmania 

spp.* 

Trypanosoma 

brucei 
T. cruzi 

Plasmodium 

falciparum 

Toxoplasma 

gondii 

ABCA 10 2 5 0 0 

ABCB 4 2 2 7 6 

ABCC 8 3 4 2 2 

ABCD 3 3 3 0 0 

ABCE 1 1 1 1 1 

ABCF 3 3 3 1 1 

ABCG 6 4 4 1 5 

ABCH 3 1 3 2 4 

Outra 4 3 3 1 1 

Total 42 22 28 15 20 

* Leishmania spp. corresponde a L. (L.) major e L. (L.) infantum. 

Fonte: Adaptado de Sauvage et al., 2009. 

 

 L. (L.) major e L. (L.) infantum têm 10 membros homólogos à subfamília 

ABCA de mamíferos (ABCA1 - ABCA10). Cada um dos dois genes ABCA de L. (L.) 

major, LmABCA4 e LmABCA8, tem um homólogo no genoma de L. (L.) tropica, 

denominado LtrABCA4 (LtrABCA2) (Araújo-Santos et al., 2005) e LtrABCA8 

(LtrABC1.1) (Parodi-Talici et al., 2003), respectivamente. LtrABCA8 e LtrABCA4 

parecem desempenhar um papel no tráfico de fosfolipídeos. A superexpressão 

desses genes pode resultar em modificações na superfície e afetar moléculas 

específicas envolvidas na infectividade do parasito (Sauvage et al., 2009).  

 Quatro genes pertencentes à subfamília ABCB têm sido identificados no 

genoma de Leishmania. Dois são correspondentes a homólogos de Pgp, ABCB4 

(mdr1) e ABCB2 (mdr2) e os outros dois, denominados ABCB1 e ABCB3, são de 

funções desconhecidas. ABCB4 foi o primeiro homólogo Pgp identificado em 

linhagens de Leishmania resistentes à vinblastina ou daunorubicina, com resistência 

cruzada a drogas hidrofóbicas não relacionadas, incluindo puromicina, adriamicina e 

doxorubicina (Pérez-Victoria et al., 2001). L. (L.) mexicana e L. (L.) donovani 

resistentes à pentamidina acumularam menos droga devido à alteração do 

transportador e/ou exclusão de pentamidina da mitocôndria (alvo da droga) 
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(Mukherjee et al., 2006). Em L. (L.) enrietti, o número de cópias do gene ABCB4 foi 

encontrado relacionado com acúmulo de pentamidina. Foi proposto que os níveis de 

ferro poderiam modular a capacidade desse gene para transportar a droga em um 

compartimento intracelular que está conectado à mitocôndria (Wong e Chow, 2006). 

ABCB4 poderia ser responsável pela importação de pentamidina na mitocôndria e 

resistência a essa droga pode ser devido à reduzida atividade de importação. A 

localização subcelular deste transportador sugere que resistência nesse parasito 

pode ser mediada por mecanismos que são diferentes do mecanismo de efluxo 

convencional através da membrana plasmática, como observado em Pgp de 

mamíferos (Sauvage et al., 2009). MDR1 foi encontrado amplificado em mutantes de 

L. (L.) donovani selecionados para resistência à vinblastina ou daunomicina e foi 

mostrado conferir resistência a múltiplas drogas por experimentos de transfecção 

(Henderson et al., 1992; Chow et al., 1993; Gueiros-Filho et al., 1995; Chiquero et 

al., 1998; Katakura et al., 1999). O segundo membro ABCB é a proteína LaABCB2 

(LaMDR2) identificada em L. (L.) amazonensis. A superexpressão desse gene exibiu 

reduzido acúmulo de 5-fluorouracil, sugerindo que LaABCB2 está envolvido na 

extrusão de xenobióticos (Katakura et al., 2004).  

 A subfamília ABCC, a segunda maior subfamília, apresenta oito proteínas 

ABC identificadas em Leishmania, das quais seis foram descritas e são membros 

MRP. O primeiro gene ABC a ser identificado nessa subfamília foi o ABCC3 

(PgpA/MRPA). Outros membros denominados ABCC2 (PgpB), ABCC1 (PgpC), 

ABCC5 (PgpD) e ABCC4 (PgpE) foram também identificados. As sequências de 

nucleotídeos de PgpB e PgpE são conhecidas e os produtos gênicos são altamente 

semelhantes à PgpA. Análises das sequências parciais de PgpC e PgpD também 

sugerem que esses genes são homólogos à PgpA. Estudos de resistência cruzada e 

experimentos de transfecção gênica falharam em mostrar o papel de resistência à 

droga para qualquer um desses quatro membros (Légaré et al., 1994). Entretanto, o 

homólogo LtABCC4 em L. tropica (LtrABCC4) mostrou-se superexpresso em uma 

linhagem de células resistente ao metotrexato (Gamarro et al., 1994). O último 

membro ABCC descrito, ABCC7, também chamado PRP1 (proteína de resistência à 

pentamidina 1), mostrou conferir resistência à pentamidina quando foi transfectado 

em formas promastigotas e amastigotas de L. (L.) major e L. (L.) infantum (Coelho et 

al., 2003; Coelho et al., 2007). Por outro lado, isso não é observado em L. (L.) 

amazonensis quando a resistência é gerada por pressão à droga (Coelho et al., 
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2008). ABCC7 é uma proteína intracelular associada a elemento túbulovesicular 

(Coelho et al., 2006; Coelho et al., 2007), que está relacionada a exocitose e 

endocitose (Ghedin et al., 2001). Portanto, foi proposto que essa proteína poderia 

conferir resistência pelo sequestro de pentamidina em vesículas que seriam 

eliminadas para fora da célula através da bolsa flagelar (Coelho et al., 2006). 

Proteínas da subfamília ABCG foram caracterizadas em Leishmania. ABCG4 

está localizada na membrana plasmática do parasito e está envolvida na 

translocação de análogos de fosfatidilcolina, além de conferir resistência a 

fosfolipídeos alquila e à miltefosina em L. (L.) infantum (Castanys-Muñoz et al., 

2007). A superexpressão do transportador ABCG6 confere resistência à 

camptotecina em L. (L.) donovani (BoseDasgupta et al., 2008), miltefosina em L. (L.) 

infantum e, provavelmente, está envolvida também no tráfico de fosfolipídeos, uma 

vez que reduz o acúmulo de fosfolipídeos análogos de fosfatidilcolina, 

fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina (Castanys-Muñoz et al., 2008). ABCG1, 

ABCG2 e ABCG3 são transportadores repetidos em tandem que especificamente 

translocam fosfatidilserina endógena, induzindo sua externalização durante a 

metaciclogênese. A função de ABCG5 continua a ser elucidada (Campos-Salinas et 

al., 2011). 

Membros das subfamílias ABCD, ABCE, ABCF e ABCH, bem como quatro 

proteínas não classificadas, não foram caracterizados em Leishmania (Sauvage et 

al., 2009). 

Microarranjos de DNA foram utilizados para análises do estágio específico de 

expressão de genes ABC em Leishmania. Foi demonstrado que ABCA3 e ABCG3 

estavam preferencialmente expressos no estágio amastigota, enquanto ABCF3 

estava mais abundantemente expresso em promastigotas. Isso sugere que ABCF3 

está envolvido no estágio específico de regulação do gene, enquanto ABCA3 e 

ABCG3 são necessários no transporte e armazenamento de lipídeos. Nenhum outro 

gene ABC mostrou uma significativa expressão diferencial em qualquer dos dois 

estágios de vida do parasito (Leprohon et al., 2006).  

 

1.7.1 Gene MRPA 

 

 O gene MRPA, também conhecido como PgpA, foi o primeiro transportador 

ABCC identificado em Leishmania. Foi originalmente localizado em um DNA 
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extracromossômico, o círculo H, amplificado em linhagem celular promastigota de L. 

(L.) tarentolae (LtPgpA) selecionada para resistência ao metotrexato. Esse círculo H 

contém repetições invertidas de 30 Kb, separadas por sequências únicas de 4 e 5 

Kb (Fig. 9) (Ouellette et al., 1990; Ouellette et al., 1991). O gene homólogo em L. (L.) 

major, LmPgpA, foi estudado por Beverley e colaboradores, e mostrou conferir 

resistência ao arsenito em transfectados (Callahan e Beverley, 1991). LtPgpA está 

também amplificado em linhagens de células resistentes à terbinafina, primaquina e 

arsenito (Ellenberger e Beverley, 1989). A sequência do gene LtPgpA prediz uma 

estrutura similar a outros transportadores ABC (Ouellette et al., 1990). Estudos 

recentes indicam que esse gene está mais relacionado ao gene MRP (33%) do que 

MDR (22%) (Cole et al., 1992; Légaré et al., 1994). 

 

 

Figura 9: Localização do gene PgpA no círculo H de L. (L.) tarentolae. O círculo H 

tem 68 Kb com repetições invertidas de 30 Kb (linha fina) com duas regiões únicas 

de 4 Kb (retângulos aberto e pontilhado). Setas dentro do círculo indicam a 

localização do gene PgpA. B, BamHI; D, DraI; R, EcoRI; G, BglII; H3, HindIII. 

(Ouellette et al., 1990). 

 

MRPA está frequentemente amplificado em espécies de Leishmania 

selecionadas para resistência a drogas contendo arsenito e antimônio (Callahan e 

Beverley, 1991; Haimeur et al., 2000). Estudos de transfecção mostram que esse 

gene está envolvido na resistência a metais (Callahan e Beverley, 1991; 

Papadopoulou et al., 1994; Papadopoulou et al., 1996; Légaré et al., 1997). A 

expressão de LtPgpA em transfectados de L. (L.) tarentolae resultou em baixo nível 

de resistência (aumento de duas vezes) ao arsenito e antimonial pentavalente 
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(Papadopoulou et al., 1994). No entanto, experimentos similares em L. (L.) major 

com LmPgpA resultou em um aumento de dez vezes no nível de resistência ao 

arsenito e antimonial trivalente, mas não ao antimonial pentavalente, zinco, cádmio 

ou a drogas citotóxicas como vinblastina e puromicina (Callahan e Beverley, 1991). 

Os níveis de resistência descritos para LtPgpA e LmPgpA foram dependentes da 

espécie de Leishmania em que os genes foram transfectados. Em linhagens 

celulares de Leishmania resistentes à droga, a superexpressão de LtPgpA tem sido 

atribuída ao aumento do número de cópias do plasmídeo H que contém LtPgpA 

(Légaré et al., 1994). Amplificação gênica extracromossomal é um mecanismo 

comum de superexpressão gênica em Leishmania resistente à droga, o que deve 

explicar em parte porque muitos genes ABC amplificados têm sido observados em 

mutantes resistentes (Grondin et al., 1996; Ouellette et al., 1998a). Alguns autores 

demonstraram que MRPA confere resistência a SbV e a SbIII (El Fadili et al., 2005) 

e está amplificado em isolados clínicos de pacientes que não respondem aos 

antimoniais (Mukherjee et al., 2007). Dados da literatura mostram que a 

superexpressão do gene MRPA medeia a resistência ao SbIII em L. (L.) major 

através da diminuição da absorção de antimônio ao invés do aumento do efluxo. 

Isso se deve provavelmente a um efeito dominante negativo através da interação 

com outras proteínas de membrana (Callahan et al., 1994). Amplificação 

intracromossomal é rara em Leishmania, mas frequente em Plasmodium (Cowman e 

Lew, 1989). 

 Dada a semelhança estrutural de LtPgpA a membros MRP, foi sugerido que 

LtPgpA poderia mediar o efluxo ativo de metais como um complexo metal-tiol, similar 

às MRP1 e 2 de mamíferos, e, portanto, as concentrações intracelulares de tiol em 

Leishmania seriam um importante fator na resistência do organismo (Borst e 

Ouellette, 1995; Borst et al., 2000). Além da amplificação de LtPgpA, linhagens de 

parasitos que são altamente resistentes ao arsenito e antimônio também têm 

elevados níveis de tripanotiona (TSH), um conjugado de glutationa com espermidina 

(Haimeur et al., 2000). A biossíntese de TSH, que é o principal tiol reduzido em 

Trypanosomatidae, envolve algumas enzimas, incluindo γ-glutamilcisteína sintetase 

(GSH1) e ornitina decarboxilase (ODC). Ambas as enzimas mostraram 

superexpressão com LtPgpA em parasitos resistentes, e, portanto, PgpA foi 

proposto ser um transportador metal-tiol (Grondin et al., 1997; Légaré et al., 2001). 

Entretanto, amplificação de GSH1 não foi observada em L. (L.) tropica e L. (L.) 
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mexicana transfectados com PgpA. Além disso, LtPgpA marcado com proteína 

verde fluorescente mostrou estar localizada na membrana vesicular intracelular 

próxima à bolsa flagelar, sugerindo que PgpA confere resistência pelo sequestro de 

conjugados metal-tiol em vesículas intracelulares (Légaré et al., 2001). 

 

1.7.2 Gene MRP e Pgp 

 

 Alguns membros da superfamília ABC estão associados à quimioresistência, 

através da superexpressão de proteínas de resistência a múltiplas drogas (MRP – 

multidrug resistance associated protein). Uma dessas proteínas é a Pgp, que tem 

sido relacionada com resistência a drogas em células tumorais e em microrganismos 

(Gottesman e Pastan, 1993; Ouellette et al., 1994). Um grupo de genes pertencentes 

à família de genes Pgp e cujos produtos gênicos conferem baixos níveis de 

resistência à vinblastina, arsenito e antimonial trivalente têm sido caracterizados em 

L. (L.) tarentolae e L. (L.) major (Ouellette et al., 1991; Papadopoulou et al., 1994). 

Esses genes estão também amplificados em linhagens celulares resistentes à 

terbinafina e primaquina (Ellenberger e Beverley, 1989). A conformação estrutural de 

seus produtos gênicos é semelhante à de outros genes Pgp, com duas 

hemiproteínas, cada uma com seis segmentos de membrana, 22% de homologia ao 

produto gênico mdr1 humano e altos níveis de homologia com a MRP (Cole et 

al.,1994). Transfecção de LtPgpA em parasitos sensíveis desencadeia um aumento 

nos níveis de poliaminas e tripanotiona e um decréscimo no acúmulo de Pentostam 

(Mukhopadhyay et al., 1996; Haimeur et al., 2000). Os produtos das proteínas 

desses genes mostram funções importantes como transportadoras ATPases 

intracelulares de metal-tiol nas etapas precoces de resistência (Légaré et al., 2001). 

Em outros estudos, promastigotas de L. (L.) tarentolae selecionados para resistência 

ao Pentostam e mutantes resistentes a drogas contendo antimônio e resistência 

cruzada ao arsenito, mostraram amplificação de um locus sem significativa 

homologia a sequências descritas anteriormente (Haimeur e Ouellette, 1998). 

Recentemente, em L. (L.) tarentolae resistente ao metotrexato foi demonstrada uma 

deleção de transportadores de ácido fólico, diminuindo os níveis intracelulares deste 

composto e levando à resistência (Richard et al., 2002). 

 Em experimentos de transfecção em L. (L.) enrietti, foi demonstrada a 

superexpressão do gene Pgp (homólogo ao mdr1 humano) em parasitos resistentes 
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a drogas. Posteriormente, em L. (L.) tropica resistente à daunomicina também foi 

observada amplificação extracromossomal do gene Ltmdr1, envolvido no baixo 

acúmulo intracelular da droga (Chiquero et al., 1998). Experimentos de transfecção 

do gene Lamdr1 em parasitos sensíveis mostraram que este gene conferiu um 

significativo nível de resistência à vinblastina, doxorubicina e actinomicina-D (Ponte-

Sucre, 2003).  

Portanto, no modelo de resistência à droga, a proteína Pgp está localizada na 

superfície celular e funciona como uma bomba de efluxo para reduzir a 

concentração intracelular da droga (Fig. 10A). Em contraste à proteína MRPA, o 

modelo de sequestro de resistência à droga propõe que a molécula de transporte 

tem uma localização subcelular e medeia a resistência à droga pelo sequestro da 

mesma em uma organela subcelular, separando assim a droga do seu alvo (Fig. 

10B) (Chow e Volkman, 1998). 

 

 

Figura 10: Modelos de resistência à droga. Em (A) é representado o modelo de 

efluxo característico da proteína Pgp, e em (B), o modelo de sequestro realizado 

pela proteína MRPA (Chow e Volkman, 1998). 
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2 JUSTIFICATIVA 
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 Variações na eficácia de drogas utilizadas no tratamento das leishmanioses 

estão relacionadas a diferenças na sensibilidade de espécies de Leishmania à 

droga, ao sistema imune do hospedeiro e às propriedades farmacocinéticas da 

droga (Croft et al., 2006). Esses fatores associados ao desenvolvimento de 

resistência constitui uma das principais razões para falhas no tratamento 

quimioterápico. Todavia, a quimioterapia ainda continua sendo uma das principais 

formas de controle da doença. 

A busca pela compreensão dos mecanismos bioquímicos e moleculares que 

contribuem para o fenótipo de resistência em espécies de Leishmania tem sido 

objeto de pesquisas científicas nas últimas décadas. Estudos de tais mecanismos 

são baseados principalmente em trabalhos conduzidos com amostras de Leishmania 

selecionadas in vitro, sob pressão contínua e crescente de uma determinada droga. 

Dessa maneira, estudos experimentais de resistência são de grande importância, 

pois podem permitir a identificação de novos alvos quimioterápicos e o entendimento 

dos mecanismos de resistência do parasito.  

A grande maioria dos estudos relata resistência aos antimoniais em espécies 

de Leishmania do Velho Mundo, e pouco se sabe a respeito desse fenômeno nas 

espécies predominantes no Novo Mundo. Nessa perspectiva, o trabalho de seleção 

e caracterização fenotípica de quatro espécies de Leishmania do Novo Mundo (L. 

(V.) guyanensis, L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.) infantum chagasi) 

resistentes ao tatarato potássico de antimônio (SbIII), desenvolvido por Liarte e 

Murta (2010), permitiu novas possibilidades de estudo de caracterização de genes 

diretamente envolvidos na resistência. De acordo com a literatura, os genes MRP e 

MRPA são relatados como genes que apresentam associação com o fenótipo de 

resistência a múltiplas drogas. Dessa maneira, neste estudo foi realizada a 

caracterização molecular desses genes nessas quatro espécies de Leishmania, com 

o intuito de verificar se eles estão realmente envolvidos na resistência ao SbIII, bem 

como na possibilidade de utilizá-los como um alvo quimioterápico. Além disso, foi 

feito um estudo comparativo sobre a concentração intracelular de SbIII nas formas 

promastigotas desses parasitos, verificando a ocorrência de acúmulo ou efluxo da 

droga, nas espécies de Leishmania sensíveis e resistentes ao SbIII. 
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3 OBJETIVOS 
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3.1 Objetivo geral 

 

Fazer a caracterização molecular de transportadores ABC e analisar os níveis 

intracelulares de antimônio em populações de Leishmania spp. do Novo Mundo 

sensíveis e resistentes ao antimonial trivalente. 

 

3.2 Objetivos específicos 

  

Nas populações de Leishmania do Novo Mundo sensíveis e 

experimentalmente resistentes ao antimonial trivalente: 

 Verificar a localização do gene MRPA nos cromossomos; 

 Verificar a presença de amplificação extracromossomal do gene MRPA; 

 Analisar a amplificação do gene MRPA;  

 Determinar o nível de mRNA dos genes MRPA e MRP; 

 Avaliar o nível de expressão da proteína Pgp; 

 Analisar os níveis intracelulares de antimônio nas formas promastigotas. 
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4 METODOLOGIA 
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4.1 Amostras de Leishmania spp. 

 

Neste estudo, foram utilizadas formas promastigotas de populações sensíveis e 

resistentes de quatro espécies de Leishmania (Tabela 3). As populações resistentes 

foram previamente selecionadas in vitro, sob sucessivas passagens em meio 

contendo pressão contínua e crescente de antimonial trivalente (SbIII) (Liarte e 

Murta, 2010). Os parasitos foram cultivados em estufa BOD a 26ºC em meio definido 

M199, acrescido de soro fetal bovino (10%), gentamicina (50 g/mL), Hepes (40 

mM), biotina (1 µg/mL), hipoxantina (14 µg/mL), bicarbonato de sódio (0,36 mg/mL), 

adenina (0,1 mM), biopterina (6 µM) e hemina (250 µg/mL), pH 7,4.  

 

TABELA 3 – Espécies utilizadas neste estudo 

Espécies Cepas 
IC50 (µM) 

Sensível   Resistente 

Índice de 

resistência 

L. (V.) 

guyanensis 
IUMB/BR/85/M9945 0,09 1,64 19 

L. (L.) 

amazonensis 
IFLA/BR/67/PH8 0,28 1,71 6 

L. (V.) 

 braziliensis 
MHOM/BR/75/M2904 0,15 3,04 20 

L. (L.)  

infantum chagasi 
MHOM/BR/74/PP75 0,33 1,40 4 

IC50: concentração de SbIII (µM) que diminui a taxa de crescimento celular em 50%. 

Fonte: Liarte e Murta, 2010. 

 

4.2 Extração de RNA total  

 

O RNA total das amostras de Leishmania spp. foi extraído com TRIZOL de 

acordo com o protocolo do fabricante (Invitrogen). O sedimento de parasitos (cerca 

de 1 x 109 promastigotas) foi ressuspendido no TRIZOL (vol/vol). Após a adição de 

200 μL de clorofórmio, a suspensão foi homogeneizada e incubada por 15 min no 

gelo e, posteriormente, centrifugada a 13.400 xg por 10 min. O sobrenadante foi 

cuidadosamente transferido para outro tubo, contendo o mesmo volume de 

isopropanol 95%, e incubado a -20oC por 12-18h. O RNA assim precipitado foi então 
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lavado com etanol 70%, secado e ressuspendido em água autoclavada, estéril e 

livre de RNAse. A concentração do RNA total foi determinada por espectrofotômetro 

(NanoDrop), considerando 1 unidade de absorbância 260nm = 40 μg/mL. 

 

4.3 Extração de DNA 

 

O sedimento de promastigotas das populações sensíveis e resistentes de 

Leishmania foi ressuspendido em tampão de extração contendo 50 mM de Tris-HCl, 

50 mM EDTA, 100 mM de NaCl e 0,5% de SDS, pH 8,0 e incubado com 100 µg/mL 

de proteinase K por 12h a 37ºC. Posteriormente, o DNA foi extraído com fenol, 

fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (1:1:24) e clorofórmio/álcool isoamílico (1:24) e 

precipitado pela adição de 3 volumes de etanol 100% e acetato de sódio 0,3 M, a      

-20ºC por 12h. O DNA foi então lavado 2X com etanol 70% e ressuspendido em   

100 µL de tampão TE (Tris-HCl 10 mM e EDTA 1 mM, pH 8,0). A concentração do 

DNA obtido foi determinada por espectrofotômetro (NanoDrop), considerando 1 

unidade de absorbância 260nm = 50 μg/mL. 

 

4.4 Reação em cadeia da polimerase (PCR)  

 

A PCR foi utilizada para amplificação do fragmento da sequência codificante 

dos genes MRP, MRPA e SSU (small subunit) para ser utilizado em ensaios de PCR 

de colônia, PCR quantitativo em tempo real e preparo de sonda. Os iniciadores 

(Tabela 4) foram desenhados a partir da sequência nucleotídica depositada no 

banco de dados GenBank. 

Cada reação continha tampão de reação (50 mM KCl e 10 mM de Tris-HCl pH 

8,5); 1,5 mM MgCl2; dNTPs (200 mM de cada um dos desoxirribonucleotídeos); 10 

pmoles de cada iniciador; enzima Taq DNA Polimerase; DNA de Leishmania spp. 

(10 ng/μL), em volume final de 10 μL. As reações foram realizadas no termociclador 

GeneAmp® PCR System 9700 utilizando o seguinte programa: desnaturação inicial 

95ºC por 5 min; 30 ciclos de 95ºC por 1 min, anelamento 60ºC por 1 min e extensão 

72ºC por 1 min, e ao final dos 30 ciclos foi feita uma extensão final por 5 min a 72ºC.  
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TABELA 4 – Iniciadores utilizados neste estudo 

Ensaio Gene Sequência do iniciador 

Tamanho 

do 

fragmento 

Real time MRPA 

F 5’-AAGTGGGCAG  

CGACTCAAA-3’ 

R 5’- CCAGTTCAG 

CGTCTCCGTT-3’ 

81 pb 

Sonda MRPA 

F 5’- TCGTGATTATT 

CCGTGCGCGTT-3’ 

R 5’- ACGCTCCACGC 

TGTTCATGTTT-3’ 

452 pb 

Real time MRP 

F 5’-CAACCACCAA 

TCAGACCCG-3’ 

R 5’-CGGTACTACTA  

CGGGTGGGTG-3’ 

151 pb 

Real time SSU 

F 5’- TCTAGGCTACC 

GTTTCGGCTT-3’ 

R 5’-CACACACCGA 

ACCGAAGTTG-3’ 

60 pb 

    F – forward (senso); R – reverse (anti-senso). 

 

4.5 Eletroforese de DNA em gel de poliacrilamida 

 

O produto de PCR (3 µL) foi submetido à análise em gel de poliacrilamida a 

8%. Para a polimerização do gel foram utilizados persulfato de amônio (APS) 10% 

(v/v) e TEMED (N,N,N’,N’-tetrametil-etilenodiamina) 0,05% v/v. O gel foi fixado em 

150 mL de solução de etanol a 10% (v/v) com 0,5% de ácido acético (v/v), e 

impregnado por nitrato de prata a 0,3%. Finalmente, o gel foi lavado em água 

deionizada e revelado em solução aquosa de hidróxido de sódio 3% (p/v) com 0,5% 

de formaldeído (v/v), até o aparecimento das bandas (Sanguinetti et al., 1994). 
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4.6 Purificação do produto de PCR 

 

Os fragmentos de DNA amplificados por PCR foram purificados utilizando 

o Kit QIAquick, de acordo com o protocolo do fabricante (QIAGEN). Inicialmente 

foi adicionado um tampão com detergente PB ao produto de PCR, para a ligação 

do DNA na coluna. O DNA permaneceu ligado na coluna e os outros 

componentes da reação de PCR (magnésio, tampão de reação e outros) foram 

lavados com o tampão PE, contendo etanol por centrifugação a 17.900 xg por 1 

min. O DNA foi eluído após a adição de 50 μL de água deionizada, aquecida a 

95°C por 2 min e centrifugação da coluna. 

 

4.7 Preparação de bactérias eletrocompetentes 

 

As bactérias Escherichia coli da linhagem TOP 10F’ foram preparadas 

para a transformação por choque térmico. Primeiramente, foi preparado um pré-

inóculo, no qual 200 µL do glicerinado da cepa E. coli  TOP 10 F’ foram 

colocados em 15 mL de meio líquido LB por 12h-16h a 37ºC, sob agitação, a 200 

rpm. Após 16 horas, 1 mL do pré-inóculo foi transferido para 100 mL de meio 

líquido LB e, em seguida, submetido à agitação constante a 200 rpm, até atingir a 

densidade óptica (OD) de 600 nm entre 0,4 e 0,6. Atingido este crescimento, as 

bactérias foram incubadas no gelo por 10 min e, posteriormente, centrifugadas a 

4.170 xg a 4ºC por 10 min. O sedimento foi ressuspendido em 25 mL de solução 

de cloreto de cálcio (100 mM CaCl2, 10 mM Hepes, pH 7,0) e centrifugado a 

4.170 xg por 15 min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento 

ressuspendido e lavado novamente com a solução de cloreto de cálcio, seguido 

de centrifugação por 15 min. O sedimento foi novamente ressuspendido em 

solução de cloreto de cálcio contendo glicerol 10% no volume final de 160 μL. As 

células foram aliquotadas (60 μL/tubo) e armazenadas a -70ºC. 

 

4.8 Clonagem dos genes MRP, MRPA e SSU 

  

A clonagem dos fragmentos dos genes MRP, MRPA e SSU (normalizador) foi 

realizada para obtenção de diluições seriadas como curva padrão para a reação de 

PCR em tempo real.  
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Para a etapa de ligação, foram utilizados: 1 μL do tampão de reação com 

NaCl,  4 μL do produto de PCR purificado e 1 μL do vetor pCR®2.1-TOPO®. A reação 

foi incubada durante 10 min à temperatura ambiente. Para clonagem dos três genes, 

a etapa de transformação foi feita por choque térmico e foram utilizados 100 μL da 

bactéria E. coli  TOP 10 F’. Após este procedimento, foi adicionado 1 mL de meio LB 

líquido sem antibiótico ao produto transformado e incubado por 1h no agitador. Após 

este período, o produto foi plaqueado em meio LB sólido (ágar) contendo 100 μg/mL 

de Ampicilina, 4 μL de IPTG e 40 μL de X-Gal e incubado a 37ºC durante 12h. 

A confirmação da clonagem foi feita através de PCR das colônias 

transformadas com os iniciadores específicos (conforme protocolo descrito em 4.4), 

porém, ao invés de DNA genômico, foram utilizadas as colônias transformadas com 

o plasmídeo recombinante. As colônias positivas foram induzidas ao crescimento em 

meio LB contendo Ampicilina 100 μg/mL (1 μg/mL de meio), sob agitação, durante 

10-12h.  

Posteriormente, uma alíquota de 400 μL foi criopreservada em glicerol 50% e 

o restante da cultura foi utilizado para purificação do DNA plasmidial, utilizando o Kit 

mini-prep, de acordo com o protocolo do fabricante (QIAGEN). O sedimento de 

bactérias foi ressuspendido em 250 μL de tampão de ressuspensão. Posteriormente, 

foi adicionado ao tubo 250 μL de tampão de lise e 350 μL de tampão de 

neutralização. A suspensão foi aplicada na coluna, centrifugada por 10 min e o 

eluato descartado. A coluna foi lavada e o DNA plasmidial foi eluído em 50 μL de 

água deionizada aquecida a 95ºC por 2 min e por centrifugação da coluna. O DNA 

plasmidial purificado foi dosado no espectrofotômetro (NanoDrop) e foi feita a 

diluição seriada para obtenção da curva padrão para PCR em tempo real.  

 

4.9 RT-PCR quantitativo em tempo real  

 

O PCR quantitativo em tempo real foi utilizado para quantificar a expressão 

diferencial dos genes MRP e MRPA, nas diferentes amostras de Leishmania spp. 

Inicialmente foi realizada uma RT-PCR, utilizando a enzima transcriptase reversa e o 

oligo dT para converter os mRNAs em cDNA. Para a síntese da primeira fita de 

cDNA, foram utilizados os seguintes reagentes: 2 μg de RNA total, 0,5 μg de oligo 

d(T), 1X tampão RT, 10 mM DTT, 0,5 mM dNTP, 40 U RNase e 200 U de 

transcriptase reversa Superscript II, em um volume final de 20 μL. Todos os 
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reagentes usados foram obtidos da Invitrogen (Carlsbald, CA). A reação do cDNA foi 

incubada a 42ºC por 60 min. Após a síntese da primeira fita, a reação foi inativada a 

70ºC por 20 min, e o cDNA foi diluído 15X em água deionizada.  

O cDNA foi submetido à reação de PCR em tempo real para amplificação e 

quantificação das sequências dos genes MRP e MRPA. A amplificação foi realizada 

pelo Sistema de Detecção da Sequência 7000 System SDS Software (Applied 

Biosystems). O gene constitutivo ribossomal SSU de L. braziliensis foi utilizado para 

normalizar a quantidade de amostra analisada.  

As reações foram preparadas contendo 10 pmoles de cada iniciador (Tabela 

4), tampão 1X SYBR GREEN (Applied Biosystems), 25 mM MgCl2, 200 μM dNTP,    

1 U AmpliTaq Gold DNA  polymerase, 5 μL de DNA diluído 15X e água deionizada 

para completar o volume final da reação de 20 μL. O corante SYBR GREEN 

intercala na fita dupla de DNA permitindo quantificar o produto de PCR a cada ciclo 

da reação. Os componentes da reação foram homogeneizados e os 20 μL foram 

adicionados em cada poço da placa. Após aplicar as amostras, a placa foi vedada 

com um selante e revestida em papel alumínio até ser colocada no equipamento.  

O programa de amplificação foi realizado nas seguintes etapas: 95ºC por 10 

min e 40 ciclos de desnaturação a 95ºC por 15 seg, e o anelamento/extensão a 60ºC 

por 1 min. Curvas padrão (107 a 102
 

moléculas) foram utilizadas para cada 

experimento, utilizando quantidades conhecidas do plasmídeo TOPO PCR 2.1 

(Invitrogen) contendo os genes MRP, MRPA e SSU clonados. Os resultados foram 

analisados utilizando o programa “Sequence Detection System” (Applied 

Biosystems), que permite avaliar a curva de dissociação, a intensidade de 

fluorescência da amostra a cada ciclo e quantificar o número de cópias conforme a 

curva padrão.  

 

4.10 Southern blot 

 

 A análise da organização e estimativa do número de cópias do gene MRPA 

no genoma de Leishmania spp. foi feita através da análise do perfil de restrição 

gerado por diferentes endonucleases. Foi realizada uma digestão com 10 µg de 

DNA genômico com a enzima BamHI e outra com a enzima HindIII a 37ºC, durante 

10-12h. Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% e 

corados com brometo de etídio (0,5 µg/mL). O gel foi fotografado no aparelho 
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ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare) e tratado com tampões de desnaturação 

ácida (HCl 0,25 M), neutralização (NaOH 0,5 M e NaCl 1,5 M) e equilíbrio (NaCl 1,5 

M e Tris-HCl 0,5 M, pH 7,4). Posteriormente, foi realizada a transferência para 

membrana de náilon (Hybond – Amersham Biosciences), em tampão SSC 10X. A 

membrana foi hibridizada com a sonda marcada com α[32P]dCTP correspondente ao 

gene de interesse. 

 

4.11 Eletroforese de Pulso Alternado (Pulsed Field Gel Electrophoresis – 

PFGE) 

 

 Para fazer a localização cromossômica do gene MRPA foi feita uma 

eletroforese de pulso alternado para separação dos cromossomos das diferentes 

espécies de Leishmania. 

 Para o preparo de blocos de agarose contendo células de Leishmania spp., 

um número de aproximadamente 2 x 109 de parasitos promastigotas foram lavados 

em solução salina 0,9% e ressuspendido em solução PSG (130 mM NaCl, 142 mM 

Na2HPO4, 8 mM NaH2PO4 e glicose 2%). Aos parasitos foi adicionada uma solução 

de agarose de baixo ponto de fusão, que foi então transferida para um molde de 

acrílico para formação dos blocos. Após polimerização da agarose, os blocos foram 

incubados em uma solução de lise de sarcosil 3%, 1 mg/mL de Proteinase K e 500 

mM de EDTA pH 8,0 por 48h a 50ºC. Em seguida, os blocos foram estocados em 

solução de EDTA 500 mM a 4ºC. 

 A eletroforese de pulso alternado foi realizada no equipamento Gene 

Navigator TM System (Amersham Biosciences). Os blocos contendo os parasitos 

foram colocados em canaletas separadas de um gel de agarose 1% em tampão TBE 

0,5X (45 mM Tris-HCl, 45 mM ácido bórico, 1 mM EDTA, pH 8,3). A eletroforese foi 

realizada com pulsos norte/sul, leste/oeste de 90s por 18h, 200s por 18h, 400s por 

22h, 600s por 7h a 90V e 9ºC. Ao final da corrida, o gel foi corado com brometo de 

etídio (1 µg/mL), fotografado no aparelho ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare) e 

tratado com tampões de desnaturação ácida (HCl 0,25 M), neutralização (NaOH 0,5 

M e NaCl 1,5 M) e equilíbrio (NaCl 1,5 M e Tris-HCl 0,5 M, pH 7,4). Posteriormente, 

os cromossomos foram transferidos do gel para membrana de náilon (Hybond – 

Amersham Biosciences), em tampão SSC 10X. A membrana foi utilizada para 
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hibridização com a sonda marcada com α[32P]dCTP correspondente ao gene de 

interesse. 

 

4.12 Ensaio para estudo de amplificação extracromossomal 

 

 Para verificar a presença de amplificação extracromossomal do gene MRPA, 

cerca de 1 x 109 parasitos das quatro espécies de Leishmania sensíveis e 

resistentes ao SbIII foram submetidos à lise alcalina utilizando o Kit Wizard Plus SV 

Minipreps, de acordo com o protocolo do fabricante (Promega). O DNA eluído foi 

submetido à eletroforese em gel de agarose 1% e corado com brometo de etídio (0,5 

µg/mL). O gel foi fotografado no aparelho ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare) e 

tratado com tampões de desnaturação ácida (HCl 0,25 M), neutralização (NaOH 0,5 

M e NaCl 1,5 M) e equilíbrio (NaCl 1,5 M e Tris-HCl 0,5 M, pH 7,4). Posteriormente, 

foi realizada a transferência para membrana de náilon (Hybond – Amersham 

Biosciences), em tampão SSC 10X. A membrana foi hibridizada com a sonda 

marcada com α[32P]dCTP correspondente ao gene de interesse. 

 

4.13 Sondas e ensaio de hibridização 

 

 As sondas utilizadas nos ensaios de PFGE, amplificação extracromossomal e 

Southern blot foram preparadas a partir da amplificação por PCR do DNA de L. (V.) 

guyanensis com iniciador específico para o gene MRPA (Tabela 4). Após a 

amplificação, o produto de PCR foi purificado e marcado com α[32P]dCTP conforme 

protocolo descrito por Feinberg e Vogelstein (1983). A pré-hibridização das 

membranas foi feita com 30 mL de solução constituída por 1% BSA, 500 mM 

NaH2PO4, 1 mM EDTA e 7% SDS (Church e Gilbert, 1984) durante 1h a 60ºC. 

Posteriormente, as sondas desnaturadas (95ºC durante 5 min) foram adicionadas a 

15 mL desta solução e as membranas foram hibridizadas durante 10-12h a 65ºC 

(PFGE), 60ºC (Southern blot e amplificação extracromossomal). Depois da 

hibridização, as membranas foram lavadas com SSC 2X e 0,1% SDS (duas 

lavagens de 20 min à temperatura ambiente para PFGE; três lavagens de 20 min a 

56ºC, 42ºC e à temperatura ambiente para Southern blot e amplificação 

extracromossomal). Após as lavagens, as membranas foram expostas aos filmes de 

raio X e incubadas a -70ºC. Posteriormente, os filmes foram revelados e fixados. 
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4.14 Extração de proteínas totais 

 

As formas promastigotas das espécies de Leishmania sensíveis e resistentes 

ao SbIII foram obtidas na fase exponencial de crescimento. Os parasitos foram 

lavados em PBS por 3X e o sedimento congelado a -70ºC. Posteriormente, as 

massas de parasitos foram submetidas à extração de proteínas de acordo com 

protocolo descrito por Gamarro et al. (1994). O sedimento de parasitos foi 

ressuspendido no tampão de lise pH 8,0 contendo 5 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, 

detergente NONIDET P-40 (Sigma) 1% e coquetel de inibidores de proteases (1000 

μg/mL Leupeptina, 2 μg/mL aprotinina e 5 mM EDTA). Após incubação por 10 min 

no gelo, os parasitos foram lisados através de choque térmico (3 ciclos de 

congelamento-descongelamento em nitrogênio (N2) líquido (-196ºC) e banho a 

37ºC). Em seguida as amostras foram centrifugadas a 350 xg por 10 min a 4ºC e o 

sobrenadante com as proteínas totais foi dosado, aliquotado e armazenado a -70ºC.  

 

4.15 Dosagem de proteínas 

 

 A dosagem das proteínas totais de Leishmania spp. foi realizada pelo método 

de Bradford (Bradford, 1976), utilizando uma placa de ELISA com 96 poços. Uma 

curva padrão foi feita com a albumina de soro bovino (BSA), em triplicatas nas 

seguintes concentrações: 0,6; 1,2; 2,4; 3,6 e 4,8 µg de BSA por poço. As amostras 

foram diluídas 40X em PBS. Posteriormente, foram pipetados 20 µL das amostras 

na placa e adicionados 180 µL do reagente de Bradford (100 mg Coomassie Brilhant 

Blue G 250; 50 mL etanol 95% e 100 mL ácido fosfórico 85%). A placa foi mantida à 

temperatura ambiente durante 5 min e submetida à leitura a 595 nm em um leitor de 

ELISA (BIO-RAD). A concentração das proteínas foi calculada com base na curva 

padrão de BSA. 

 

4.16 Eletroforese de proteínas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 

 

 Foi preparado um gel a partir da mistura de 0,8% de N,N’-metileno-bis-

acrilamida e 30% de acrilamida (p/v). O gel de separação (12%) foi feito 

adicionando-se a esta mistura Tris-HCl pH 8,8 e SDS nas concentrações finais de 

1,5 M e 0,01%, respectivamente. O gel foi polimerizado pela adição de persulfato de 
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amônio a 10% em água destilada (0,5% v/v) e TEMED (N,N,N’,N’-tetrametil-

etilenodiamina 0,05% v/v). O gel de concentração (4% de acrilamida) foi preparado 

como descrito anteriormente para o gel de separação, porém utilizando-se o tampão 

Tris-HCl pH 6,8 na concentração final de 0,5 M (Laemmli, 1970). 

 Para a eletroforese, as amostras foram ressuspendidas em tampão de 

amostra (SDS 10%, 0,5 mM Tris-HCl pH 6,8, azul de bromofenol 1%, 2β-

mercaptoetanol 5% e glicerol 10%), fervidas em banho maria por 5 min e aplicadas 

nas canaletas do gel de concentração. A eletroforese foi realizada a 50V para o gel 

de concentração e a 100V para o gel de separação, sendo a corrida acompanhada 

pelo azul de bromofenol presente no tampão de amostra. O tampão de corrida 

continha 25 mM de Tris-HCl, 192 mM de glicina e 0,1% de SDS em pH 8,3. Após a 

eletroforese, o gel foi corado durante 2 horas pelo azul de Coomassie (azul de 

Coomassie brilhante R-250 0,25%, metanol 50% e ácido acético 10%) à temperatura 

ambiente e, em seguida, descorado com várias trocas de solução descorante 

(metanol 10% e ácido acético 5%) até o fundo do gel se tornar incolor. 

 

4.17 Western blot  

 

A análise da expressão da proteína Pgp no parasito foi feita por Western blot, 

utilizando anticorpo monoclonal C219 anti-P glicoproteína (Abcam Ind, Cambridge 

MA, USA). Este anticorpo monoclonal reconhece um epitopo muito conservado em 

todos os organismos. O perfil das proteínas totais foi resolvido por eletroforese em 

gel de poliacrilamida-SDS 12% (Laemmli, 1970). Posteriormente, as proteínas foram 

transferidas para membranas de nitrocelulose (BIO-RAD) (Towbin et al., 1979) a 

100V por 1h e 30 min no gelo em tampão de transferência (25 mM Tris, 192 mM 

Glicina, Metanol 20%, pH 8,3).  

Após a transferência, as membranas foram bloqueadas com PBS-T contendo 

5% de leite em pó desnatado por 1h e lavadas em PBS-T por 2X de 5 min. Em 

seguida, foram incubadas com o anticorpo monoclonal C219, diluído a 1:100 a 4ºC 

durante 10-12h. As membranas foram lavadas e incubadas por 1h com o conjugado 

anti-IgG de camundongo marcado com peroxidase, diluído a 1:2000 (Promega). 

Depois de lavadas, as membranas foram reveladas por quimioluminescência com o 

Kit ECL Plus (Amersham), de acordo com o protocolo do fabricante.  
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4.18 Análise densitométrica 

 

 Foi realizada a análise densitométrica da intensidade das bandas do gene 

MRPA e da proteína Pgp visualizadas nos ensaios de PFGE, Southern blot e 

Western blot. As imagens foram capturadas pelo aparelho ImageQuant LAS 4000 

(GE Healthcare) e as análises realizadas através do software CP ATLAS 2.0. 

 

4.19 Incorporação de Sb  

 

 Após seis passagens em meio M199 sem droga, foram obtidas 1 x 108 formas 

promastigotas de Leishmania spp. em fase logarítimica de crescimento. As células 

foram lavadas 2X com tampão HG (Hepes 20 mM / NaCl 0,15 M / Glicose 10 mM) e 

centrifugadas a 5.000 rpm por 5 min a 4ºC. O sedimento foi ressuspendido em 

tampão HG e 1 mL da suspensão de parasitos foi aliquotada em tubos em 

quadruplicata, sendo quatro tubos apenas com parasitos (branco) e tubos contendo 

parasitos e 540 µM de SbIII. Os tubos foram incubados a 26ºC por 1 hora e mantidos 

sob agitação. Em seguida, eles foram centrifugados a 5.000 rpm por 5 min a 4ºC, e 

lavados 3X com tampão HG. Posteriormente, os parasitos foram ressuspendidos 

com 100 µL de tampão HG. Deste volume, foi retirada uma alíquota de 10 µL da 

suspensão para contagem do número de parasitos e utilização na normalização dos 

dados. Os tubos contendo 90 µL de amostra foram centrifugados a 5.000 rpm por 5 

min a 4ºC. Todo volume foi descartado e ao sedimento foi adicionado 100 µL de 

HNO3 65% para lise dos parasitos. Na última etapa, a concentração de Sb foi 

dosada por espectrometria de absorção atômica em forno de grafite no LabNano do 

Departamento de Fisiologia e Farmacologia do Instituto de Ciências Biológicas da 

UFMG, com a colaboração dos doutores Frédéric Frézard e Rubens do Monte Neto. 

 

4.20 Análise estatística 

 

 As diferenças nos níveis intracelulares de SbIII foram analisadas pelo teste t 

Student, utilizando o software GraphPad Prism 5.0. O nível de significância aceitável 

foi de 95% (p<0.05). 
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5 RESULTADOS 
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5.1 Localização cromossômica do gene MRPA 

 

 Os cromossomos de quatro espécies de Leishmania sensíveis e resistentes 

ao SbIII foram separados por eletroforese de pulso alternado (PFGE), com o objetivo 

de avaliar a localização do gene MRPA nesses cromossomos. Após a eletroforese, 

os cromossomos foram transferidos para membrana de náilon e hibridizados com a 

sonda específica para o gene MRPA marcada com α[32P]dCTP. 

 O tamanho e o número dos cromossomos do gene MRPA não apresentaram 

grande diferença entre as espécies de Leishmania analisadas (Fig. 11A). O perfil de 

hibridização dos cromossomos mostrou que a sonda específica para o gene MRPA 

reconheceu uma banda cromossômica de aproximadamente 990 Kb em todas as 

populações de Leishmania analisadas (Fig. 11B). A análise comparativa dessa 

banda com o gel corado com brometo de etídio mostrou um aumento de 4X na 

população de L. (L.) amazonensis resistente ao SbIII, quando comparada com seu 

respectivo par sensível. Um resultado interessante foi observado na população de L. 

(V.) braziliensis resistente ao SbIII, uma vez que a sonda para o gene MRPA 

reconheceu nesta amostra outras duas bandas de cerca de 365 e 1600 Kb. Este 

resultado é um indicativo de amplificação extracromossomal do gene MRPA nesta 

amostra resistente LbSbR que foi, posteriormente, investigado neste estudo. Além 

disto, outra banda de tamanho de aproximadamente 805 Kb foi visualizada apenas 

na amostra resistente de L. (L.) infantum chagasi. Dessa maneira, o aumento de 

expressão observado nas populações resistentes estudadas sugere que exista uma 

correlação entre a localização/amplificação do transportador MRPA e o fenótipo de 

resistência de Leishmania à droga. 
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Figura 11: Localização cromossômica do gene MRPA em diferentes populações 

sensíveis (WTS) e resistentes ao antimonial trivalente (Sb-R) de Leishmania. (A) 

Bandas cromossômicas de Leishmania spp. separadas por PFGE e coradas com 

brometo de etídio. (B) Perfil das bandas cromossômicas hibridizadas com sonda do 

gene MRPA marcada com α[32P]dCTP. Cromossomos de Saccharomyces cerevisae 

foram utilizados como marcador de peso molecular (M). 
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5.2 Amplificação extracromossomal do gene MRPA em Leishmania spp. 

 

 Para investigar a presença de amplificação extracromossomal do gene 

MRPA, formas promastigotas das quatro espécies de Leishmania sensíveis e 

resistentes ao SbIII foram cultivadas. Os sedimentos obtidos (cerca de 1 x 109 

parasitos) a partir dessas culturas foram submetidos à lise alcalina e, 

posteriormente, à corrida eletroforética em gel de agarose 1% (Fig. 12A). Foi feita a 

transferência para membrana de náilon e hibridização com a sonda do gene MRPA 

marcada com α[32P]dCTP.  

Os resultados mostraram a presença de uma banda de aproximadamente 

12.0 Kb do gene MRPA apenas na população de L. (V.) braziliensis resistente ao 

antimonial trivalente. Como controle de amplificação extracromossomal, utilizamos 

neste ensaio uma amostra de L. (L.) infantum (JPCM5) resistente a 2000 µM de SbIII 

obtida in vitro (Denise et al., 2006) (gentilmente cedida pelo colaborador Dr. Rubens 

do Monte Neto) (Fig. 12B). Como já foi descrito na literatura esta amostra de 

Leishmania também apresenta amplificação extracromossomal do gene MRPA, 

confirmando os nossos resultados de amplificação deste gene na população de L. 

(V.) braziliensis resistente (LbSbR).  
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Figura 12: Amplificação extracromossomal em L. (V.) braziliensis. (A) Gel de 

agarose 1% corado com brometo de etídio, mostrando os perfis de DNA submetido à 

lise alcalina usando o KIT Promega de extração de plasmídeos das diferentes 

espécies de Leishmania sensíveis (WTS) e resistentes ao SbIII (Sb-R). (B) Perfil da 

banda de DNA hibridizada com sonda específica para o gene MRPA marcada com 

α[32P]dCTP. M e Ldi Sb2000.1 (L. (L.) infantum (JPCM5) resistente ao SbIII) 

representam, respectivamente, o padrão de peso molecular e o controle utilizados 

neste experimento. 
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5.3 Análise de amplificação do gene MRPA 

 

A análise de amplificação do gene MRPA, em diferentes espécies de 

Leishmania sensíveis e resistentes ao SbIII, foi realizada através de ensaios de 

Southern blot. Para isso, o DNA genômico das oito populações de Leishmania foi 

digerido com as endonucleases de restrição BamHI e HindIII. Os produtos da 

digestão com essas enzimas foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 1% 

(Figuras 13A e 14A), transferidos para membranas de náilon e hibridizados com 

sonda específica para o gene MRPA marcada com α[32P]dCTP. 

A enzima de restrição BamHI apresenta único sítio de clivagem no interior do 

gene MRPA. O perfil do Southern blot com essa enzima mostrou que a sonda 

reconheceu um fragmento de 11.0 Kb em todas as populações analisadas (Fig. 

13B). Após normalização do resultado com sonda do gene RNA ribossomal (Fig. 

13C), a análise de densitometria indicou que a intensidade deste fragmento foi 2X, 

3X, 10X e 2X maior nas amostras resistentes ao SbIII de L. (V.) guyanensis, L. (L.) 

amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.) infantum chagasi, quando comparadas aos 

seus pares selvagens, respectivamente. Outro fragmento de cerca de 5.0 Kb foi 

observado nas populações sensíveis e resistentes de L. (L.) amazonensis e L. (L.) 

infantum chagasi, e apenas nas populações resistente de L. (V.) guyanensis e 

sensível de L. (V.) braziliensis (Fig. 13B). A intensidade deste fragmento mostrou um 

aumento de 3X na população de L. (L.) amazonensis resistente ao SbIII, quando 

comparado com seu par sensível LaWTS. Estes dados sugerem que o gene MRPA 

está amplificado no genoma das amostras de Leishmania resistentes ao SbIII.  

Por outro lado, o Southern blot utilizando a enzima HindIII, que não possui 

sítio de restrição na sequência do gene MRPA, apresentou um polimorfismo de 

sequência deste gene entre as amostras de Leishmania analisadas (Fig. 14B). Em 

relação à espécie de L. (V.) guyanensis, foi observado um fragmento de 

aproximadamente 12.0 Kb de igual intensidade em ambas populações LgWTS e 

LgSbR. Por outro lado, um fragmento de 4.5 Kb foi observado na população sensível 

LgWTS e outro de 8.0 Kb na população resistente LgSbR. Na espécie L. (L.) 

amazonensis, diferentes perfis de hibridização foram observados entre as amostras 

LaWTS e LaSbR. Na população sensível, um único fragmento de 10.0 Kb foi 

reconhecido pela sonda MRPA. Já na população resistente LaSbR, fragmentos de 

8.0 e 12.0 Kb foram visualizados na membrana. Em ambas populações LbWTS e 
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LbSbR de L. (V.) braziliensis, um único fragmento de 10.0 Kb foi reconhecido pela 

sonda. Após normalização do resultado com sonda do gene RNA ribossomal (Fig. 

14C),  a análise densitométrica mostrou que a intensidade deste fragmento foi 10X 

maior na população resistente LbSbR, quando comparado com seu par sensível 

LbWTS. Em relação a espécie L. (L.) infantum chagasi, fragmentos de 8.0 e 12.0 Kb 

de mesma intensidade foram reconhecidos pela sonda MRPA, em ambas 

populações LicWTS e LicSbR. 

                

 

           

 

Figura 13: Análise de Southern blot do gene MRPA em amostras de Leishmania 

sensíveis (WTS) e resistentes ao SbIII (Sb-R). (A) DNA total de Leishmania spp. 

digerido com a endonuclease BamHI e submetido à eletroforese em gel de agarose 

1% e, posteriormente, corado com brometo de etídio. (B) Perfil das bandas 

hibridizadas com sonda específica do gene MRPA marcada com α[32P]dCTP. (C) 

Resultado normalizado com sonda do gene RNA ribossomal. M representa o padrão 

de peso molecular utilizado neste ensaio. 
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Figura 14: Southern blot do gene MRPA em populações de Leishmania sensíveis 

(WTS) e resistentes ao antimonial trivalente (Sb-R). (A) DNA genômico de 

Leishmania spp. digerido com a endonuclease HindIII e submetido à corrida 

eletroforética em gel de agarose 1% e, posteriormente, corado com brometo de 

etídio. (B) Southern blot foi hibridizado com sonda específica do gene MRPA 

marcada com α[32P]dCTP. (C) Resultado normalizado com sonda do gene RNA 

ribossomal. M representa o padrão de peso molecular utilizado neste experimento. 
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5.4 Nível de mRNA dos genes MRP e MRPA 

 

 A técnica de PCR quantitativo em tempo real (qPCR) foi utilizada com a 

finalidade de quantificar o nível de mRNA dos genes MRP e MRPA nas diferentes 

espécies de Leishmania sensíveis e resistentes ao antimonial trivalente. A 

quantificação por qPCR é determinada pela relação entre o número de moléculas 

nas diferentes amostras, de acordo com o ciclo da reação. Ou seja, a intensidade de 

fluorescência de cada amostra, que é proporcional à quantidade de cDNA, é 

expressa pelo valor do ciclo da PCR, tendo como base de análise o Ct (cycle 

threshold). Dessa maneira, quanto menor o Ct, maior o número de moléculas de 

cDNA amplificadas e vice-versa. O número de moléculas de cDNA nas populações 

estudadas foi normalizado utilizando o gene constitutivo da subunidade menor do 

RNA ribossomal (SSU). Nesta análise, foi obtida uma curva padrão utilizando 

diluições seriadas (107 a 102 moléculas) de plasmídeos contendo os genes SSU, 

MRP e MRPA clonados no vetor pCR2.1 TOPO. Nos resultados, pode-se observar 

que as curvas padrões apresentaram boa linearidade para esses genes (r2=0.993 

para SSU, r2=0.991 para MRP e r2=0.997 para MRPA). Além disso, o slope indica a 

eficiência de amplificação da PCR. Um valor de slope próximo a -3.32 indica uma 

eficiência de 100%. Os dados obtidos de slope foram de -3.30, -3.22 e -3.33 para os 

genes SSU, MRP e MRPA, respectivamente (Figuras 15A, 16A e 17A). 

 Nos ensaios de qPCR, a detecção das moléculas de cDNA amplificadas foi 

determinada através da utilização do SYBR green I. Esse composto é um fluoróforo 

que se intercala preferencialmente em moléculas de DNA dupla fita, detectando não 

apenas alvos específicos, mas também dímeros de iniciadores e produtos de PCR 

não específicos. Dessa forma, a especificidade da PCR foi analisada através da 

curva de dissociação das amostras de cada gene estudado. Os gráficos de 

dissociação obtidos para os produtos de PCR amplificados com os iniciadores 

específicos para os genes SSU, MRP e MRPA apresentaram apenas um pico. Isso 

demonstra que o corante fluorescente foi emitido em apenas uma temperatura, 

sugerindo que somente um produto específico foi amplificado (Figuras 15B, 16B e 

17B). 

 A quantidade de cDNA amplificada nas diferentes amostras de Leishmania 

spp. foi determinada pela análise de regressão linear, utilizando os valores de Ct 

obtidos a partir da curva padrão gerada com as quantidades conhecidas dos 
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plasmídeos dos genes MRP e MRPA, normalizados com os valores de SSU. Os 

dados mostram uma diferença do nível de mRNA para os genes MRP e MRPA nas 

espécies analisadas. O nível de mRNA do gene MRP apresentou um aumento de 

3X, 42X, 3X e 2X em todas as populações de L. (V.) guyanensis, L. (L.) 

amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.) infantum chagasi resistentes ao SbIII 

respectivamente, quando comparado aos seus respectivos tipos selvagens (Fig. 

18A). É interessante observar que o nível de expressão de mRNA do gene MRPA 

também está aproximadamente duas vezes aumentado nas populações de L. (L.) 

amazonensis e L. (V.) braziliensis resistentes ao SbIII, quando comparadas com 

seus respectivos pares sensíveis. Entretanto, nossos resultados não foram 

conclusivos quanto ao nível de expressão de mRNA deste gene para a espécie L. 

(V.) guyanensis, e não foi observada diferença de expressão entre as populações 

sensível e resistente de L. (L.) infantum chagasi (Fig. 18B). 
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Figura 15: Amplificação do gene SSU (normalizador) por qPCR em diferentes 

espécies de Leishmania. (A) Curva padrão feita com diluições seriadas ao décimo 

de plasmídeos contendo o gene SSU. (B) Curva de dissociação do gene SSU. 
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Figura 16: Amplificação do gene MRP por qPCR em diferentes espécies de 

Leishmania. (A) Curva padrão feita com diluições seriadas ao décimo de plasmídeos 

contendo o gene MRP. (B) Curva de dissociação do gene MRP. 
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Figura 17: Amplificação do gene MRPA por qPCR em diferentes espécies de 

Leishmania. (A) Curva padrão feita com diluições seriadas ao décimo de plasmídeos 

contendo o gene MRPA. (B) Curva de dissociação do gene MRPA. 
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Figura 18: Nível de mRNA dos genes MRP e MRPA em espécies de Leishmania 

sensíveis (WTS) e resistentes ao antimonial trivalente (Sb-R). Diluições seriadas de 

construções de plasmídeos contendo fragmentos de DNA que codificam MRP, MRPA 

e SSU (normalizador) foram utilizados para quantificar o nível de expressão dos 

genes MRP (A) e MRPA (B) em diferentes amostras de Leishmania por qPCR. 

Barras representam o número médio de moléculas e o erro padrão da média de três 

experimentos independentes realizados em triplicata. Os números acima de cada 

barra indicam a razão entre o número de moléculas de populações Sb-R e WTS. 
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5.5 Nível de expressão da proteína Pgp 

 

 Ensaios de Western blot foram utilizados para avaliar o nível de expressão da 

proteína Pgp nas quatro espécies de Leishmania deste estudo. Para isso, extratos 

de proteínas totais das populações de Leishmania sensíveis e resistentes ao 

antimonial trivalente foram submetidos à eletroforese em gel SDS-PAGE 12%. O 

perfil eletroforético das proteínas coradas com azul de Coomassie demonstrou a 

presença de proteínas com massa molecular variando de 37 a 250 kDa (Fig. 19A). 

Outro gel foi utilizado para transferir as proteínas totais para uma membrana de 

nitrocelulose e posterior incubação com o anticorpo monoclonal C219 (Abcam Ind, 

Cambridge MA, USA) na diluição 1:100. Esse anticorpo é dirigido contra o domínio 

citoplasmático de Pgp de mamífero.  

Os resultados obtidos através da revelação por quimioluminescência 

mostraram que o anticorpo anti-Pgp reconheceu um polipeptídeo de 

aproximadamente 170 kDa em algumas amostras analisadas. Conforme dados da 

literatura, este polipeptídeo corresponde ao tamanho esperado para a proteína Pgp 

(Cornwell et al., 1987). Na figura 19B, pode-se observar que a proteína Pgp foi 

reconhecida apenas nas populações resistentes de L. (V.) guyanensis e L. (L.) 

amazonensis, demonstrando que a Pgp está mais expressa nestas populações 

resistentes. Por outro lado, ambas populações sensível e resistente de L. (L.) 

infantum chagasi apresentaram o mesmo nível de expressão da Pgp, devido a 

mesma intensidade deste polipeptídeo nestas duas populações. Posteriormente, a 

membrana será incubada com anticorpo anti-tubulina para normalizar a quantidade 

de proteína analisada das diferentes populações de Leishmania. 

É importante salientar também que o anticorpo anti-Pgp não reconheceu a 

proteína de 170 kDa em nenhuma das populações de L. (V.) braziliensis. Este 

resultado pode ser devido à ausência de superexpressão da proteína Pgp na 

população resistente LbSbR não conseguindo ser detectada, ou devido a falha de 

reconhecimento do anticorpo pela proteína Pgp. Outra hipótese seria em relação ao 

resultado de análise de expressão do gene MRP por qPCR, uma vez que ele 

mostrou que em L. (V.) braziliensis o número de moléculas do transcrito deste gene 

é bem menor, comparado com as outras espécies. Diante disto, outra explicação 

para este resultado pode ser devido à quantidade de proteína Pgp ser bem menor 

nesta espécie e, mesmo tendo algum aumento de expressão, o anticorpo não 
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conseguiu detectar. Além disso, pode ter ocorrido alteração na sequência de 

aminoácidos na região do epitopo da proteína e, provavelmente, não houve 

reconhecimento do anticorpo por esta proteína. 

 Adicionalmente, o anticorpo C219 reconheceu além da Pgp outro polipeptídeo 

de cerca de 48 kDa nas amostras sensíveis e resistentes de L. (V.) guyanensis, L. 

(V.) braziliensis e L. (L.) infantum chagasi, e apenas na população resistente de L. 

(L.) amazonensis (Fig. 19B).  

Devido ao fato da Pgp ser uma glicoproteína transmembrana, foi levantada a 

hipótese se o protocolo utilizado para a extração das proteínas totais do parasito 

teria sido mais adequado para investigar o nível de expressão desse polipeptídeo 

nas diferentes amostras analisadas. Dessa forma, foi utilizado o protocolo descrito 

por Grogl et al. (1991) para se obter as frações enriquecidas de proteínas de 

membrana separadamente das frações de proteínas solúveis. Após a extração, as 

frações de proteínas de membrana das espécies de Leishmania foram submetidas à 

eletroforese e transferidas para membrana de nitrocelulose para incubação com o 

anticorpo C219. Entretanto, os resultados de Western blot obtidos não diferiram 

daqueles apresentados anteriormente utilizando as proteínas totais (resultados não 

mostrados). 
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Figura 19: Nível de expressão da proteína Pgp em Leishmania spp. (A) Perfil 

eletroforético de proteínas totais de populações de Leishmania sensíveis (WTS) e 

resistentes ao SbIII (Sb-R). Proteínas foram separadas em gel SDS-PAGE 12% e 

corado com azul de Coomassie. (B) Análise de Western blot utilizando o anticorpo 

monoclonal C219. M representa o padrão de peso molecular utilizado. 
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5.6 Análise do nível intracelular de antimônio 

 

 Neste estudo, formas promastigotas de diferentes amostras de Leishmania 

spp., sensíveis e resistentes ao antimonial trivalente, foram expostas ao SbIII na 

presença de tampão HG, como descrito na Metodologia. Posteriormente, o nível 

intracelular de SbIII desses parasitos foi quantificado por espectrometria de 

absorção atômica em forno de grafite.  

Foi observada uma diferença de incorporação de SbIII nas populações 

estudadas, como apresentado na figura 20. A redução da incorporação desse 

antimônio trivalente foi estatisticamente significativa (p<0.05) em três das quatro 

espécies analisadas. Os dados mostram que os níveis de SbIII foram 

aproximadamente 7X, 5X e 2X menores nas populações resistentes ao SbIII de L. 

(V.) guyanensis (Fig. 20A), L. (L.) amazonensis (Fig. 20B) e L. (V.) braziliensis (Fig. 

20C), respectivamente, quando comparadas aos seus respectivos pares sensíveis. 

Entretanto, as populações sensível e resistente de L. (L.) infantum chagasi (Fig. 

20D) não apresentaram diferença estatisticamente significativa de incorporação de 

SbIII. 
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Figura 20: Níveis de SbIII em formas promastigotas de populações de quatro 

espécies de Leishmania sensíveis (WTS) e resistentes ao antimonial trivalente (Sb-

R). O nível intracelular de SbIII foi quantificado por espectrometria de absorção 

atômica em forno de grafite, e as diferenças nos níveis intracelulares de SbIII entre 

as populações WTS e Sb-R foram analisadas, utilizando o teste t Student. Os 

valores obtidos de três experimentos independentes em quadruplicata, a 

concentração média de SbIII e o erro padrão da média, e o valor p estão 

representados em cada gráfico para as espécies L. (V.) guyanensis (A), L. (L.) 

amazonensis (B), L. (V.) braziliensis (C) e L. (L.) infantum chagasi (D). 
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5.7 Resultados gerais 

 

 A tabela 5 sintetiza os resultados obtidos de amplificação do gene MRPA, 

níveis de expressão de mRNA dos genes MRPA e MRP, níveis de expressão da 

proteína Pgp e dosagem intracelular de SbIII para as quatro espécies de Leishmania 

analisadas neste estudo. 

 

TABELA 5 – Síntese dos resultados encontrados neste estudo 

        

 

Espécies 

Amplificação 

DNA (MRPA) 

Amplificação 

extracromossomal 

mRNA 
Proteína 

Pgp 

Dosagem 

SbIII MRPA MRP 

L. (V.) 

guyanensis 
2X Ausente NC 3X Maior R Menor R 

L. (L.) 

amazonensis 
3X Ausente 2X 42X Maior R Menor R 

L. (V.) 

braziliensis 
10X Presente 2X 3X NC Menor R 

L. (L.) infantum 

chagasi 
2X Ausente Igual 2X Igual Igual 

NC: Não Conclusivo / R: Resistente. 
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6 DISCUSSÃO 
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 Protozoários parasitos da família Trypanosomatidae são responsáveis por 

doenças graves que afetam milhares de pessoas nos países em desenvolvimento 

(WHO, 2011). Essas doenças incluem as leishmanioses, que constituem um grande 

problema de saúde pública nesses países. O controle da doença é baseado 

principalmente no tratamento quimioterápico, através da administração de drogas, 

os antimoniais pentavalentes, que são citotóxicos ao parasito Leishmania. Esses 

compostos foram introduzidos nos anos de 1940 e, em alguns países, ainda são 

eficazes contra todas as formas da doença. No entanto, a alta toxicidade desses 

fármacos, a necessidade de prolongados períodos de tratamento e o aumento do 

surgimento de parasitos resistentes dificultam o sucesso terapêutico.  

Estudos in vitro têm mostrado que Leishmania pode desenvolver resistência 

quando cultivada na presença de antimoniais pentavalentes (Grogl et al., 1989). 

Linhagens celulares desse parasito com diferentes índices de resistência a essas 

drogas têm sido desenvolvidas para ambos estágios promastigota e amastigota 

(Grogl et al., 1989, Ephros et al., 1997). Entretanto, a maioria dos experimentos de 

resistência in vitro é realizada com formas promastigotas, que são mais fáceis de 

cultivar e quantificar do que amastigotas. É importante ressaltar que essas formas 

promastigotas, todavia, não representam o estágio parasitário sobre o qual os 

antimonais atuam in vivo (Jeddi et al., 2011). A utilização do antimonial trivalente 

(SbIII), que não é a forma prescrita clinicamente, mas que representa a forma 

biologicamente ativa da droga, permite a seleção de populações resistentes do 

parasito para o estudo de diferentes mecanismos envolvidos na resistência em 

Leishmania. Dessa forma, neste trabalho foram utilizadas amostras de Leishmania 

sensíveis e resistentes ao SbIII com o objetivo de caracterizar transportadores ABC 

através de diversas técnicas moleculares, bem como determinar o nível intracelular 

da droga nessas populações. 

Em vários microrganismos, transportadores de membrana mostram um papel 

fundamental na resistência à droga. A superfamília de transportadores ABC 

apresenta um conjunto de proteínas envolvidas na resistência através do efluxo ou 

sequestro da droga. Sistema de bombas de efluxo foi descrito pela primeira vez em 

células tumorais e o fenótipo derivado foi denominado como resistência a múltiplas 

drogas (MDR). Este nome é devido ao fato das células apresentarem resistência 

cruzada a compostos citotóxicos que compartilham pouca ou nenhuma similaridade 

estrutural e funcional (Gros e Buschman, 1993). Em Leishmania, oito subfamílias de 



90 
 

genes transportadores ABC, presentes entre 19 cromossomos diferentes, foram 

identificados quando o genoma completo de L. (L.) major foi comparado com 

sequências de proteínas ABC (Leprohon et al., 2006). Duas subfamílias desses 

transportadores mostram envolvimento na resistência do parasito: transportadores 

com alta similaridade a fosfoglicoproteínas de mamíferos que conferem fenótipo 

MDR similar ao observado em células cancerosas, e transportadores homólogos a 

proteínas associadas à resistência a múltiplas drogas (MRP) em humanos (Légaré 

et al, 1994). MRPA é um dos transportadores ABC mais estudados em Leishmania e 

seu papel na resistência é bem relatado in vitro (Ouellette et al., 1990). Esse gene 

está frequentemente amplificado em células de Leishmania selecionadas para 

resistência a drogas contendo arsenito ou antimônio (Detke et al., 1989; Ouellette et 

al., 1991; Grondin et al, 1993; Ferreira-Pinto et al., 1996; Légaré et al., 1997; 

Haimeur et al., 2000). 

 Em nosso trabalho, o estudo da localização do gene MRPA nas diferentes 

amostras de Leishmania sensíveis e resistentes ao SbIII foi realizado através da 

eletroforese de pulso alternado (PFGE). Esta técnica permite observar diferenças 

nos cromossomos de diferentes populações por meio da variação do tempo de 

pulsos. Estudo da variação no cariótipo tem sido previamente investigado em 

Leishmania spp. (Rovai et al., 1992). Estas variações podem ocorrer 

espontaneamente durante o cultivo prolongado in vitro e/ou durante a seleção de 

parasitos resistentes a drogas. Nossos resultados mostraram uma separação dos 

cromossomos de 365 a 2200 Kb das amostras analisadas. Além disso, foi observado 

que a sonda específica para o gene MRPA reconheceu uma banda de 990 Kb em 

todas as populações estudadas. Entretanto, a diferença de intensidade dessa banda 

foi maior apenas na população de L. (L.) amazonensis resistente ao SbIII, quando 

comparada ao seu respectivo par sensível. Este resultado sugere que exista uma 

amplificação cromossomal deste gene nesta população resistente de Leishmania. 

Ainda, a sonda MRPA reconheceu duas bandas de tamanhos cromossômicos 

diferentes (365 e 1600 Kb) na amostra resistente de L. (V.) braziliensis. Esta banda 

cromossomal de menor tamanho demonstra que o gene MRPA, provavelmente, está 

presente em uma amplificação extracromossomal nesta espécie de Leishmania. 

Além disso, outra hipótese é que a presença da banda cromossomal de 1600 Kb 

seja parte de uma amplificação também extracromossomal, proveniente de um 

círculo contatenado a outra banda de 365 Kb nesta população resistente de L. (V.) 
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braziliensis. É importante salientar também que a sonda MRPA reconheceu uma 

banda de 805 Kb somente na população de L. (L.) infantum chagasi resistente ao 

antimonial trivalente. Está descrito na literatura que a variabilidade na localização 

cromossômica pode ser devido à presença de cromossomos homólogos de 

diferentes tamanhos, variação no tamanho das regiões teloméricas ou a pequenas 

deleções ou inserções (Murta et al., 2006). A presença de duas bandas 

cromossômicas na população de L. (L.) infantum chagasi resistente ao SbIII, pode 

ser devido à presença do gene MRPA em dois cromossomos de diferentes 

tamanhos. Além de estar presente na banda cromossomal de 990 Kb, ele está 

inserido na banda de 805 Kb.  Esses resultados de localização do gene por PFGE 

são um indicativo da associação da amplificação cromossomal e extracromossomal 

do gene MRPA, com o fenótipo de resistência à droga nessas espécies de 

Leishmania estudadas. 

A amplificação extracromossomal do gene MRPA foi, posteriormente, 

investigada nestas diferentes populações de Leishmania sensíveis e resistentes ao 

antimonial trivalente. Nesta análise, os parasitos foram submetidos à lise alcalina. 

Nossos resultados mostraram a presença de amplificação extracromossomal deste 

gene somente na população resistente de L. (V.) braziliensis. Anacleto et al. (2003) 

relataram a presença de amplificon extracromossomal de 30 Kb que contém o gene 

PgpA em amostras de L. (V.) guyanensis com resitência induzida in vitro ao 

glucantime. Através de experimentos de transfecção do gene PgpA (MRPA) nas 

amostras desta espécie de Leishmania, esses autores também mostraram que a 

amplificação deste gene é determinante na resistência ao glucantime. Todavia, 

Moreira et al. (1998) analisaram 13 amostras de Leishmania do Novo Mundo (L. (V.) 

guyanensis, L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis) isoladas de pacientes, 

reservatórios silvestres e vetores. Apenas cinco destes isolados estudados foram 

considerados resistentes, dos quais quatro foram obtidos de vetores e apenas um 

isolado obtido de paciente com infecção mucocutânea, que não respondeu ao 

tratamento com glucantime. Dessa maneira, os resultados destes autores 

demonstraram a ausência de amplificação com sonda específica para o gene PgpA, 

sugerindo que a amplificação deste gene não está envolvida na resistência ao 

glucantime nestas amostras de isolados estudadas. Chiquero et al. (1998) 

mostraram a presença de DNA circular extracromossomal, que contém o gene 

Ltrmdr1, em L. (L.) tropica resistentes à daunomicina.  
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Estudos anteriores sobre resistência aos antimoniais indicaram um aumento 

de expressão do transportador MRPA (Haimeur et al., 2000; El Fadili et al., 2005; 

Papadopoulou et al., 1994). Em Leishmania, a resistência aos antimoniais está 

relacionada com a amplificação de genes e a formação de amplicons 

extracromossômicos (Ouellette e Borst, 1991; Grondin et al., 1993). O gene MRPA 

está frequentemente localizado em uma amplificação extracromossomal, conhecida 

como círculo H (Ouellette et al., 1990; Légaré et al., 1994; Légaré et al., 1997; 

Haimeur et al., 2000; Guimond et al., 2003; El Fadili et al., 2005), que inicialmente 

pertence a um locus no cromossomo 23. Esse locus é flaqueado em cada lado por 

sequências repetidas de 1.389 pb, que apresentam uma homologia de 100% na 

sequência de L. (L.) infantum selecionada para resistência ao SbIII (Leprohon et al., 

2009). Essas repetições também foram encontradas no mesmo cromossomo de L. 

(L.) major e L. (V.) braziliensis (Dias et al., 2007). No entanto, foram localizadas em 

amplicon linear de L. (L.) mexicana selecionada para resistência ao arsenito (Légaré 

et al., 1997). O gene MRPA está frequentemente amplificado/superexpresso em 

cepas resistentes a metais pesados (Guimond et al., 2003; Leprohon et al., 2009). O 

nível de resistência está associado à amplificação como demonstrado por um estudo 

comparativo entre L. (L.) major e L. (V.) braziliensis selecionadas para resistência in 

vitro aos antimoniais (Dias et al., 2007). 

Monte Neto et al. (2011) observaram amplificação do gene MRPA devido à 

presença de amplicons lineares extracromossomais em alguns mutantes de L. (L.) 

amazonensis resistentes ao SbIII. Amplificação gênica também tem sido relatada em 

isolados clínicos (Segovia, 1994; Singh et al., 2003). Mukherjee et al. (2007) 

verificaram se o gene MRPA estava amplificado nos isolados clínicos de L. (L.) 

donovani resistentes ao estibogluconato de sódio (SAG) estudados. A amplificação 

desse gene foi observada em três dos quatro isolados clínicos resistentes ao SAG. 

Os resultados desses autores indicaram a natureza circular dos amplicons 

encontrados nessas amostras. 

Alguns mecanismos para amplificação de DNA têm sido propostos em células 

de mamíferos (Stark et al., 1989). Um desses mecanismos é a formação de 

amplicons a partir de precursores denominados epissomas (Carroll et al., 1988; 

Whal, 1989) ou amplissomas (Pauletti et al., 1990). Esses precursores circulares são 

menores (120-1.400 Kb) que os amplicons finais e são constituídos por repetições 

diretas ou invertidas (Whal, 1989). Mecanismos de amplificação têm sido estudados 
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no parasito Leishmania e envolvem recombinação entre sequências homólogas 

repetidas para produzir amplicons circular ou linear (Ouellette et al., 1991; Grondin et 

al., 1996). Em cepas de Leishmania resistentes à droga, amplicons são, geralmente, 

pequenos círculos extracromossômicos (30-120 Kb) que podem ter repetições 

diretas ou invertidas (Beverley et al., 1984; Ouellette et al., 1991; Stuart 1991). O 

tamanho dos amplicons encontrados em Leishmania, assim como o pequeno 

tamanho do genoma desse parasito (5x107 pb), torna a visualização e 

caracterização de amplicons mais fácil do que em células de mamíferos. 

Sampaio e Traub-Cseko (2003) relataram a presença de amplificação do 

transportador de biopterina em um cromossomo linear e estável de 245 Kb em L. 

(V.) braziliensis (cepa M2903). Segundo esses autores, essa amplificação pode 

estar relacionada à necessidade do parasito capturar melhor a biopterina presente 

no meio, sob circunstâncias específicas como em condições de falta de nutrientes. 

No entanto, os resultados obtidos por Dias e colaboradores (2007) sugerem que em 

L. (V.) braziliensis a geração de amplicons não é comum quando essa espécie é 

submetida à pressão de drogas. De acordo com esses autores a menor tolerância à 

formação de amplicons de DNA indica que L. (V.) braziliensis apresenta 

heterogeneidade fenotípica e mantém sua aptidão em mudanças ambientais, 

utilizando diferentes mecanismos. Tais mecanismos parecem não incluir rearranjos 

no genoma e/ou amplificação extracromossomal de genes importantes. Entretanto, 

nossos resultados mostram que em L. (V.) braziliensis resistente ao SbIII ocorre 

amplificação extracromossomal do gene MRPA, corroborando os dados de Sampaio 

e Traub-Cseko (2003). Uma possível explicação para a ausência de amplificação 

nas amostras de L. (V.) braziliensis analisadas por Dias et al. (2007) pode ser devido 

às diferenças nos níveis de resistência ao SbIII e ao protocolo de obtenção dos 

parasitos resistentes quando comparado à nossa amostra. Em uma próxima etapa 

deste nosso estudo, pretendemos sequenciar o genoma completo das populações 

de L. (V.) braziliensis sensível e resistente ao SbIII para analisar melhor estas 

amplificações gênicas.  

Ubeda et al. (2008) relataram a existência de outros dois mecanismos de 

resistência a drogas que normalmente ocorrem em Leishmania. Estes mecanismos 

envolvem eventos de deleção de genes que resultam na diminuição da expressão 

destes e o envolvimento da aneuploidia no genótipo de resistência à droga. De 

acordo com Downing et al. (2011), aneuploidia parece surgir frequentemente e ser 
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bem tolerada por Leishmania, e o número de cópias dos cromossomos pode variar 

consideravelmente entre espécies de diversas regiões geográficas. A plasticidade do 

genoma de Leishmania permite o parasito adaptar-se a diferentes ambientes e 

sobreviver em vários hospedeiros mamíferos e sob seleção de drogas (Leprohon et 

al., 2009). Rogers et al. (2011) identificaram diferenças no número de cópias de 

genes e de cromossomos entre espécies de Leishmania como uma principal fonte 

de variação genômica. Em Plasmodium, o aumento no número de cópias é pequeno 

(cerca de 2 a 5 vezes) (Cowman e Lew, 1989), enquanto elementos 

extracromossomais em Leishmania podem ser em 100 cópias (Papadopoulou et al., 

1993), as quais permitem altos níveis de resistência. Guimond et al. (2003) 

estudaram a modulação da expressão de vários genes em mutantes de Leishmania 

resistentes à droga. Esses autores encontraram genes superexpressos, amplificados 

ou deletados nesses mutantes e descobriram novos genes nos parasitos resistentes 

ao metotrexato.  

 Neste trabalho, a análise de amplificação do gene MRPA também foi 

investigada utilizando as quatro espécies de Leishmania sensíveis e resistentes ao 

SbIII. Para isso, foram realizados ensaios de Southern blot com o DNA genômico 

dessas espécies digerido com endonucleases de restrição. Resultados da digestão 

com BamHI mostraram que a sonda específica para o gene MRPA reconheceu um 

fragmento de 11.0 Kb, que apresentou maior intensidade em todas as populações 

resistentes analisadas, em comparação aos seus respectivos pares sensíveis. Além 

disso, outro fragmento de aproximadamente 5.0 Kb foi reconhecido em algumas das 

amostras estudadas. Entretanto, análise densitométrica desta banda revelou que o 

aumento foi expressivo apenas na espécie L. (L.) amazonensis resistente ao SbIII. 

Dessa maneira, nossos dados sugerem que o gene MRPA apresenta pelo menos 

duas cópias no genoma das espécies estudadas.  

Os resultados do Southern blot com a enzima de restrição HindIII mostraram 

um polimorfismo da sequência do gene MRPA nas populações de Leishmania 

estudadas. Foi observado um fragmento de 10.0 Kb de maior intensidade na 

população resistente de L. (V.) braziliensis, quando comparado ao seu tipo 

selvagem. Estes dados indicam a amplificação do gene MRPA no genoma das 

amostras resistentes de Leishmania, demonstrando a correlação do fenótipo de 

resistência à droga com o fenômeno de amplificação gênica.  
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Recentemente, foi demonstrado através de microarranjos de DNA que o 

transportador MRPA está superexpresso em amastigotas axênicos de L. (L.) 

infantum resistentes ao SbIII (El Fadili et al., 2005). Em 2011, Monte Neto et al. 

relataram superexpressão desse gene em mutantes de L. (L.) amazonensis 

resistentes ao SbIII, utilizando também microarranjos de DNA. Entretanto, o gene 

MRPA não apresentou aumento de expressão em estudo de transcriptoma de 

isolados clínicos de L. (L.) donovani resistentes ao antimônio (Decuypere et al., 

2005). 

Em nosso estudo, ensaios de qPCR foram realizados para analisar os níveis 

de mRNA das diferentes populações de Leishmania sensíveis e resistentes ao 

antimonial trivalente. Estes ensaios mostraram que os níveis de mRNA do gene 

MRPA está aumentado cerca de duas vezes nas amostras resistentes de L. (L.) 

amazonensis e L. (V.) braziliensis, quando comparadas aos seus pares selvagens. 

Esses dados apresentam correlação com a amplificação desse gene nessas duas 

espécies, como demonstrado nos ensaios de Southern blot. Outro transportador 

ABC, o MRP, também relacionado à subfamília ABCC em Leishmania, foi estudado 

quanto aos níveis de mRNA. Nossos dados revelaram um aumento de 2 a 42 vezes 

nas quatro espécies de Leishmania resistentes ao SbIII. Entretanto, outros estudos 

não foram conduzidos com esse transportador, o que não nos permite deduzir se 

existe uma associação desse aumento dos níveis de mRNA com a amplificação 

deste gene no genoma dos parasitos analisados. 

O mecanismo pelo qual RNA é superexpresso não é bem compreendido, uma 

vez que nenhum promotor foi caracterizado em Leishmania. Papadopoulou et al. 

(1998) relataram que considerável regulação ocorre ao nível de maturação (Quijada 

et al., 1997) e estabilidade (Aly et al., 1994; Svensson et al., 1997) do mRNA, e é 

possível que  o aumento do nível de RNA em mutantes de Leishmania resistentes 

ao arsenito e ao metotrexato é devido a um desses mecanismos. Rogers et al. 

(2011) levantaram a hipótese que Leishmania, provavelmente, aumenta os níveis de 

mRNA na ausência de atividade regulada por promotor utilizando dois mecanismos: 

duplicação gênica em cromossomos dissômicos, o que pode resultar na geração de 

arranjos multicópias de genes idênticos ou quase idênticos; número de cópias de 

genes pode aumentar através da formação de cromossomos supranumerários. 

O efluxo de uma droga ou de seus derivados é um mecanismo muito comum 

de resistência em bactérias, leveduras e fungos, e em vários protozoários 
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patogênicos como Plasmodium falciparum, Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, 

Trypanosoma cruzi, Trichomonas vaginalis e também em Leishmania (Haldar et al., 

2011). A proteína Pgp é um dos principais mediadores desse efeito de efuxo. Essa 

proteína é um transportador ABC que atua na remoção de compostos tóxicos da 

célula. Alterações nos níveis de expressão da Pgp estão relacionadas com o 

fenótipo MDR em células eucarióticas e em diversos parasitos. Em células 

cancerosas, esse fenótipo está frequentemente associado com a amplificação de 

genes e com a superexpressão de Pgp (Riordan et al., 1985; Gros et al., 1986). Os 

resultados obtidos por Messerli et al. (2009) mostraram níveis mais elevados de Pgp 

associado à reduzida susceptibilidade ao praziquantel em Schistosoma mansoni. 

Entretanto, Murta et al. (2001) observaram que o fenótipo de resistência do T. cruzi 

ao benzonidazol não está associado com a amplificação ou superexpressão de 

genes Pgp. A associação da superexpressão do polipeptídeo Pgp na resistência a 

drogas foi descrita em Leishmania resistente ao arsenito e antimoniais (Légaré et al., 

2001) e em P. falciparum resistente à cloroquina (Cowman et al., 1991). 

Para investigar o nível de expressão da proteína Pgp nas quatro diferentes 

espécies de Leishmania, neste estudo foram realizadas análises de Western blot 

com o anticorpo monoclonal C219 (anti-Pgp). A Pgp é uma glicoproteína 

transmembrana de 130-200 kDa (Cornwell et al., 1987). Este anticorpo C219 

reconhece um epitopo da Pgp muito conservado entre vários organismos. Em 

algumas de nossas amostras analisadas, o anticorpo anti-Pgp reconheceu um 

polipeptídeo de aproximadamente 170 kDa, correspondente ao tamanho esperado 

para a proteína Pgp. Nossos resultados mostraram que o nível de expressão dessa 

proteína está aumentado apenas nas populações resistentes de L. (V.) guyanensis e 

L. (L.) amazonensis. Isso demonstra que o aumento de expressão encontrado 

nessas espécies está associado ao fenótipo de resistência, indicando que a Pgp 

atua no efluxo da droga. Por outro lado, análise densitométrica da banda de 170 kDa 

revelou que não houve diferença de expressão da Pgp nas populações de L. (L.) 

infantum chagasi, sugerindo que a Pgp não está envolvida na resistência à droga 

nesta espécie de Leishmania. O anticorpo anti-Pgp não reconheceu a proteína de 

170 kDa em nenhuma das populações de L. (V.) braziliensis. Este resultado pode 

ser devido à ausência de superexpressão da proteína Pgp na população resistente 

LbSbR não conseguindo ser detectada, falha de reconhecimento do anticorpo pela 

proteína Pgp ou pela menor expressão desta proteína nesta espécie como indicado 
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pelo resultado de qPCR. Diante disto, não podemos afirmar se a Pgp está ou não 

associada com o fenótipo de resistência de L. (V.) brazilensis ao SbIII. 

Está descrito na literatura que esse mesmo anticorpo anti-Pgp (C219) 

reconhece polipeptídeos menores. Este anticorpo reconheceu polipeptídeos de 40-

42 kDa em Plasmodium berghei resistente à cloroquina e polipeptídeos de 96-106 e 

23-25 kDa em L. (L.) enrietti resistente ao Pentostam (Grogl et al., 1991). Os autores 

denominaram estes polipeptídeos de componentes “Pgp-like”. Outros autores 

também detectaram proteínas “Pgp-like” de 82 kDa em T. cruzi (Murta et al.; 2001) e 

em L. (V.) guyanensis (Anacleto et al., 2003), utilizando esse mesmo anticorpo. 

Nossos dados mostraram a presença de um polipeptídeo de 48 kDa que pode ser 

devido ao reconhecimento do anticorpo por um epitopo comum de outra proteína de 

Leishmania ou por um fragmento da proteína Pgp original.  

 O efeito de uma droga depende da quantidade transportada e do seu acúmulo 

no interior da célula. A redução do acúmulo de antimonial tem sido relatada como 

um mecanismo de resistência em Leishmania. Dessa maneira, estudos de 

transporte em células desse parasito (promastigotas e amastigostas) selecionadas 

para resistência ao SbIII in vitro têm sido conduzidos para examinar a absorção e 

determinar a concentração de antimônio em populações de Leishmania. Estudos 

anteriores utilizaram 125Sb e 73As (metal relacionado ao antimônio) para analisar 

propriedades de transporte em células de Leishmania (Croft et al., 1981; Dey et al., 

1994). Entretanto, a disponibilidade de metais na forma radioativa e o alto custo são 

fatores que limitam a utilização desses radioisótopos. Nesse sentido, técnicas como 

espectrometria de massas com fonte de plasma de acoplamento indutivo (ICP-MS) e 

de absorção atômica têm se mostrado eficazes na quantificação de Sb no parasito 

Leishmania.  

Neste estudo, utilizamos a técnica de espectrometria de absorção atômica em 

forno de grafite para mensurar a quantidade de SbIII nas quatro espécies de 

Leishmania analisadas. Essa técnica apresenta alta especificidade, sensibilidade, 

robustez e baixos limites de detecção para vários elementos em diferentes amostras 

(Freschi et al., 2000). Nossos dados mostraram que a incorporação de antimônio 

trivalente foi reduzida nas populações resistentes de L. (V.) guyanensis, L. (L.) 

amazonensis e L. (V.) braziliensis. Tem sido relatado que a aquagliceroporina 

(AQP1) é um importante transportador pelo qual SbIII pode acumular em células de 

Leishmania (Borgnia et al., 1999; Gourbal et al., 2004; Marquis et al., 2005). Dessa 
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forma, uma explicação para a diminuição da entrada da droga observada em nossas 

amostras resistentes pode ser devido à menor expressão de AQP1 nos mutantes. 

De fato, estudos anteriores têm demontrado que o reduzido acúmulo de SbIII em 

mutantes resistentes a esse composto poderia ser devido à diminuída atividade de 

AQP1 e que a perda de um alelo desse gene pode causar aumento na resistência 

(Gourbal et al., 2004; Marquis et al., 2005). O aumento do efluxo através da 

superexpressão Pgp é outro mecanismo relacionado à resistência ao antimonial em 

Leishmania. Nossos resultados de Western blot para análise da expressão de Pgp 

revelaram que essa proteína está aumentada nas populações resistentes de L. (V.) 

guyanensis e L. (L.) amazonensis. Isso indica que os níveis mais elevados dessa 

proteína contribuem para a diminuição do acúmulo de SbIII observado nas células 

do parasito, representando um mecanismo adicional de resistência nessas duas 

espécies. Por outro lado, não observamos diferença de incorporação de SbIII entre 

as populações sensível e resistente de L. (L.) infantum chagasi. A provável 

explicação para esse fato se deve ao baixo índice de resistência ao SbIII (4 vezes) 

obtido com essa espécie. 

Dados da literatura mostram estudos de incorporação de antimônio em 

Leishmania. Brochu et al. (2003) quantificaram o acúmulo de SbIII através de ICP-

MS nos estágios amastigota e promastigota das espécies L. (L.) infantum e L. (V.) 

panamensis. Esses autores demonstraram que a resistência ao SbIII nessas 

espécies está correlacionada com o decréscimo de acúmulo de antimônio. Isso 

porque os dados obtidos indicaram que os mutantes resistentes absorveram menos 

SbIII em ambos estágios dos parasitos, quando comparados aos seus respectivos 

pares sensíveis. Maharjan et al. (2008) também utilizaram ICP-MS para comparar o 

acúmulo de SbIII em isolados clínicos de L. (L.) donovani sensíveis e resistentes ao 

SAG. Os resultados mostraram que os isolados clínicos resistentes ao SAG 

acumularam cerca de 3 a 7 vezes menos SbIII em comparação a isolados clínicos 

sensíveis a essa droga. Todos estes dados da literatura corroboram com nossos 

achados, demonstrando que os parasitos resistentes acumulam menos antimônio 

comparado com os respectivos pares sensíveis. Estudos estão sendo realizados no 

laboratório para investigar se a diminuição da entrada do SbIII observada em nossas 

amostras de Leishmania resistentes é devido a menor expressão da AQP1 nesses 

parasitos. 
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Dessa maneira, em nosso estudo foi observada amplificação do gene MRPA 

na população de L. (V.) guyanensis resistente ao SbIII. No entanto, não foi possível 

estabelecer uma associação com o nível de transcrito deste gene, uma vez que não 

obtivemos um resultado conclusivo de qPCR para esta espécie. Por outro lado, na 

população resistente desta espécie de Leishmania, foi encontrado um aumento no 

nível da proteína Pgp e menor dosagem de SbIII. Na população de L. (L.) 

amazonensis resistente ao antimonial trivalente, foi encontrada amplificação do gene 

MRPA, aumento nos níveis de mRNA deste gene e da proteína Pgp, e baixo 

acúmulo de antimonial, sugerindo uma correlação com o fenótipo de resistência à 

droga nesta espécie. Em L. (V.) braziliensis resistente ao SbIII, foi verificada 

amplificação do gene MRPA de cerca de 10 vezes, e a presença deste gene em um 

amplicon extracromossomal. Entretanto, o nível de transcrito deste gene está 

aumentado cerca de duas vezes, sugerindo que a amplificação nesta espécie de 

Leishmania é devido a mudanças fisiológicas do parasito e não está diretamente 

associada com resistência à droga. Além disso, nossos resultados para o nível de 

expressão da proteína Pgp nesta espécie não foram conclusivos e o nível de 

antimonial trivalente foi menor na população resistente de L. (V.) braziliensis. Já na 

população de L. (L.) infantum chagasi resistente ao SbIII, foi observada amplificação 

do gene MRPA, contudo os níveis de mRNA deste gene, da proteína Pgp e de 

antimonial trivalente não estão aumentados. Isso demonstra que o gene MRPA, 

provavelmente, não apresenta correlação com resistência à droga nesta espécie de 

Leishmania.  
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 Ensaios de localização do gene MRPA mostraram a presença de uma banda 

cromossômica de 990 Kb em todas as populações de Leishmania estudadas. 

Além disso, na população de L. (V.) braziliensis resistente ao SbIII, foram 

reconhecidas outras duas bandas de cerca de 365 e 1600 Kb. Em L. (L.) 

infantum chagasi resistente ao antimonial trivalente, foi observada outra 

banda cromossômica de 805 Kb. 

 

 Amplificação extracromossomal do gene MRPA está presente apenas na 

amostra resistente de L. (V.) braziliensis. 

 

 Análises de Southern blot com as endonucleases BamHI e HindIII indicaram a 

presença de polimorfismos na sequência do gene MRPA em algumas 

amostras de Leishmania analisadas neste estudo. Adicionalmente, foi 

observada amplificação do gene MRPA nas populações de L. (L.) 

amazonensis e L. (V.) braziliensis resistentes ao SbIII. 

 

 A expressão do mRNA do gene MRPA é maior nas populações resistentes de 

L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis, comparado com seus respectivos 

pares sensíveis. 

 

 Os níveis de mRNA do gene MRP estão aumentados em todas as populações 

de Leishmania resistentes ao SbIII analisadas neste estudo. 

 

 A proteína Pgp está mais expressa nas populações resistentes de L. (V.) 

guyanensis e L. (L.) amazonensis. 

 

 As populações resistentes de L. (V.) guyanensis, L. (L.) amazonensis e L. (V.) 

braziliensis incorporam menos SbIII quando comparadas às respectivas 

populações sensíveis.  

 

 

 

 



102 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8 CONCLUSÃO 



103 
 

 Nossos dados sugerem que o gene MRPA pode estar associado com o 

fenótipo de resistência ao antimonial trivalente nas espécies L. (V.) guyanensis e L. 

(L.) amazonensis. Além disso, os resultados obtidos demonstram que os 

mecanismos de resistência ao SbIII são diferentes entre as espécies de Leishmania 

do Novo Mundo analisadas neste estudo. 
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