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INTRODUGAO

As leishmanioses sdo doencas tropicais causadas por protozoarios do género Leishmania que sdo transmitidas por
flebotomineos. Em seu ciclo de vida, esse parasito apresenta duas formas: promastigota (alongada e com flagelo
aparente) e amastigota (intracelular, arredondada e sem flagelo aparente) (Podinovskaia and Descoteaux 2015).

As leishmanioses apresentam duas formas clinicas principais: tegumentar e visceral. A forma tegumentar
apresenta-se quatro formas distintas: leishmaniose cutanea localizada (LCL), leishmaniose mucocutéanea (LM),
leishmaniose cutanea difusa (LCD) e leishmaniose cutanea disseminada (LD) (Silveira 2019). A manifestacdo clinica
depende da espécie do protozoario e da resposta imunoldgica do hospedeiro humano. No Brasil ha 8 espécies de
Leishmania que afetam seres humanos, sendo elas: Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania)
amazonensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lansoni, L. (V.) shawii, L. (V.) naiffi e L. (V.) lindenbergi; que causam
leishmaniose tegumentar e L. (L.) infantum que causa leishmaniose visceral (Akhoundi, Kuhls et al. 2016).

Atualmente, os tratamentos para leishmaniose sdo limitados, possuindo apenas trés opg¢des de farmacos
aprovados no Brasil: os antimoniais pentavalente, a anfotericina B e a pentamidina. Esses farmacos sdo de alto
custo e administrados por via parenteral. Recentemente, foi aprovado no Brasil o uso de miltefosina para o
tratamento de leishmaniose tegumentar, sendo este, o primeiro farmaco de administracdo oral para o tratamento
de leishmanioses.

A miltefosina é um andlogo de fosfatidilcolina desenvolvido inicialmente como um antitumoral, e apresentou
eficacia de 90% para leishmaniose visceral em um estudo realizado na india e no Sudeste Asiatico (Jha, Sundar et
al. 1999). No Brasil, dois estudos clinicos apresentaram eficacia de 70% para leishmaniose tegumentar, ambos
com resultado superior a eficdcia do antimonial pentavalente, medicamento de primeira escolha para o
tratamento da doenca no Brasil (Machado, Ampuero et al. 2010). A resisténcia aos farmacos disponiveis consiste
um importante problema de saude publica para uma série de doencas infecciosas, incluindo as leishmanioses que
possuem um numero limitado de farmacos disponiveis e taxas significativas de falha no tratamento (Fairlamb,
Gow et al. 2016).

Recentemente o grupo de pesquisa do Prof. Dr. Adriano Cappellazzo Coelho sequenciou o genoma de uma
linhagem de L. (L.) amazonensis resistente a miltefosina (MF150.3), cultivada e selecionada in vitro através do
aumento gradativo da concentragdo do farmaco (Coelho, Trinconi et al. 2014). A partir do sequenciamento do
genoma completo desta linhagem resistente, no presente trabalho, foi proposto identificar as mutagGes
especificas na linhagem MF150.3 associadas ao fendtipo de resisténcia a miltefosina.
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METODOLOGIA

Anadlise bioinformatica do genoma de MF150.3

O genoma da linhagem MF150.3 foi previamente sequenciado por um lllumina HiSeq2500. As bibliotecas foram
geradas a partir de DNA genOmico total purificado, utilizando o TruSeq Nano DNA kit, conforme as instru¢des do
fabricante. As bibliotecas de DNA foram sequenciadas utilizando fragmentos paired-end com reads de 2x150 pb,
Um total de 22.054.382 reads foram gerados, dos quais 98,1% foram mapeados no genoma referéncia da cepa de
L. (L.) amazonensis M2269, apresentando uma cobertura de 91X, considerando que o genoma desta espécie
possui cerca de 32 Mb (Downing, Imamura et al. 2011). Para as andlises de bioinformatica, as sequéncias da
linhagem MF150.3 foram alinhadas com o genoma referéncia de L. (L.) amazonensis (Aslett, Aurrecoechea et al.
2010), utilizando o software Burrows-Wheeler Aligner (Li and Durbin 2009); os polimorfismos/mutacdes foram
determinados utilizando o software SAMtools (Li, Handsaker et al. 2009).

Cultivo e extracdo de DNA genémico da linhagem MF150.3

Promastigotas da linhagem resistente de L. (L.) amazonenis foram cultivadas em meio 199 estéril (Sigma-Aldrich)
e complementado com HEPES 40 mM, pH 7,4, adenina 0,1 mM, hemina 0,005%, suplementado com 10% de soro
fetal bovino inativado e estéril e 100 pg/mL de penicilina/estreptomicina. As culturas foram mantidas em estufa
a 25°C e os repiques foram realizados semanalmente. Para a extracdo do DNA genomico, foram utilizados cerca
de 10 mL de cultura, contendo pelo menos 1x108 parasitos. A cultura foi centrifugada, o sobrenadante removido
e os parasitos lavados com solucdo de PBS. Foi adicionado entdo 1 mL de DNAzol para lisar os parasitos e depois
acrescentado 1 mL de etanol 99%, homogeneizando por inversdo. Em seguida, o DNA gendmico foi recuperado,
utilizando uma alga de fio de plastico. O DNA gendmico foi lavado 2 vezes com etanol 70%, mergulhando a alga
que contém o DNA gen6mico em um microtubo. A seguir, o DNA foi seco a temperatura ambiente, sendo entdo
solubilizado em agua Milli-Q, quantificado e armazenado a 4°C.

Amplificacdo dos polimorfismos por PCR

Os iniciadores dirigidos para as mutacdes identificadas nos respectivos genes foram desenhados utilizando o
software Primer3 (Untergasser, Cutcutache et al. 2012). Para as reagGes de PCR, foram utilizadas as enzimas Taq
Polimerase Recombinante (Invitrogen) e Phusion High-Fidelity (New England Biolabs). As rea¢es foram realizadas
conforme as instrucGes de cada fabricante. O resultado de cada amplificacdo foi analisado em uma eletroforese
em gel de agarose 1%. Apds confirmada, o DNA amplificado foi purificado utilizando o kit PureLink Quick PCR
Purification Kit (Invitrogen), quantificado e armazenado até o sequenciamento.

Confirmacao das mutacGes por Sequenciamento Sanger

A sequéncia de nucleotideos de cada regidao amplificada foi determinada por sequenciamento Sanger. As amostras
foram realizadas em um ABI Prism 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems) disponivel no LaCTAD (UNICAMP).
Para as reagdes de sequenciamento foram utilizados os terminadores fluorescentes do Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction kit (Applied Biosystems) conforme as instrugdes do fabricante. Os resultados do
sequenciamento foram analisados utilizando os softwares Lasergene (DNASTAR) e Clone Manager 9.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlise de bioinformatica do genoma da linhagem resistente MF150.3

Para a deteccdo de variantes de Unico nucleotideo (SNVs), como inser¢des/delecdes (InDels) e polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs), as leituras do sequenciamento lllumina da linhagem MF150.3 foram analisadas nos
programas Freebayes v.1.1.0 e SnpEff v.4.3t para a anota¢do dessas variantes. Foram obtidas um total de 413
variantes (368 SNPs e 45 InDels) na linhagem MF150.3. Uma vez que muitas dessas variantes também foram
identificadas no genoma de isolados e linhagens resistentes de L. (L.) amazonensis a outros fdrmacos previamente
sequenciados pelo nosso grupo, priorizamos as variantes que eram especificas da linhagem MF150.3. A partir
desta andlise, selecionamos 6 potenciais mutag¢des (SNPs), incluindo a mutagdo no gene do transportador de
miltefosina (Tabela 1), previamente identificado e envolvido na resisténcia a miltefosina (Coelho, Trinconi et al.
2014). Foram encontradas também mutag¢des nesse gene em linhagens resistentes a miltefosina de L. (L.) infantum
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(Bhattacharya, Leprohon et al. 2019). Portanto, as mutagdes identificadas na linhagem MF150.3 estdo localizadas
nos cromossomos 06, 13, 14, 24, 27 e 34 (Tabela 1).

Tabela 1. Mutagdes identificadas na linhagem MF150.3 quando comparadas com a linhagem parental M2269 de
L. (L.) amazonensis através de analise de bioinformatica.

Tamanho Posi¢do da
Base Base Aminoacido
Cromossomo Gene ID Gene do gene mutagao no
M2269 MF150.3 mutado
(pb) gene
06 LAMA_060012000 Lanosterol sintase 3.009 898 A G K por E
ATPase transportadora
13 LAMA_130020800 3.315 2.555 C T GporE
de fosfolipidios (MT)
Elongase de acidos
14 LAMA_140013600 1.137 276 G ¢ W por C
graxos
24 LAMA_240013500 Inositol polifosfatase 8.232 2206 C A L por |
27 LAMA_270030200 Acil-CoA oxidase 2.160 1832 G A A porV
Fosfatidilinositol-4-
34 LAMA_340010500 3.261 2131 C T P por S

Fosfatase 5-quinase

Validacdo das mutacoes identificadas através do sequenciamento Sanger

Foram desenhados iniciadores para 5 dos genes descritos na Tabela 1, com excecdo do gene que codifica a ATPase
transportadora de fosfolipidios ou transportador de miltefosina (MT) (gene LAMA_ 130020800), cuja mutacao ja

havia sido confirmada previamente (Coelho, Trinconi et al. 2014).

O gene que codifica a elongase de acidos graxos foi o primeiro a ser analisado, uma vez que uma mutacao neste
gene foi previamente descrita em uma linhagem de L. (L.) infantum resistente a miltefosina (Bhattacharya,
Leprohon et al. 2019). Todavia, esse gene em L. (L.) amazonensis apresenta 16 cdpias por isso, para amplifica-lo
foram desenhados dois pares de iniciadores, um dirigido a fase de leitura aberta e o outro par dirigido para a
regido intergénica nao traduzida. Os iniciadores especificos para cada gene estdo indicados na Figura 1.

CROMOSSOMO 06

GENE 140013600

[ 1

CROMOSSOMO 14

par de primers intergénico

CROMOSSOMO 27

A GENE 060012000
I T
t
F— —R
B GENE 140013600
[ n 1
F— — R
par de primers especilico
c GENE 240013500
[ p ]
F. —R CROMOSSOMO 24
D GENE 270030200
Foe -— R
E GENE 340010500
1

CROMOSSOMO 34

CROMOSSOMO 14

Figura 1. Representagao
esquematica dos iniciadores de cada
um dos genes analisados. (A)
Lanosterol sintase; (B) Elongase de
acidos  graxos; Q) inositol
polifosfatase; (D) Acyl- CoA Oxidase;
(E) Fosfatidilinositol-4-Fosfatase 5-
quinase. A linha  vermelha
representa a posicdo da mutagdo

em cada um dos genes.
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O resultado da PCR do gene que codifica a elongase de acidos graxos (LAMA _140013600) estd mostrado na
Figura 2.

ESPECIFICO (733 pb) INTERGENICO (712 pb)

-4 2 - 1 2

Figura 2. Amplificagdo por PCR do gene LAMA_ 140013600, utilizando dois pares de
iniciadores que amplificam fragmentos de 733 e 712 pb (Fig. 1). Legenda: (-)
controle negativo, PCR na auséncia de DNA gen6mico; (1) PCR com DNA genGmico
da cepa M2269; (2) PCR com DNA gendmico da linhagem MF150.3; (PM) peso
molecular Ladder 1kb; (pb) pares de base.

850 pb ———
650 pb ———

A seguir, os produtos dos demais genes foram amplificados por PCR (Figura 3), para posterior etapa de
sequenciamento e confirmacado das respectivas mutacdes nos genes da linhagem MF150.3.

LAMA_060012000 LAMA_240013500 LAMA 270030200 LAMA 340010500
(632 pb) (620 pb) (697 pb) (651 pb)
PM - 1 2 - 1 2 - 1 2 - 1 2

Figura 3. Amplificagdo por PCR dos genes LAMA_ 060012000,
LAMA 240013500, LAMA_270030200 e LAMA_340010500 que
amplificam produtos de 632, 620, 697 e 651 pb respectivamente.
Legenda: (-) controle negativo, PCR na auséncia de DNA genOmico;
(1) PCR com DNA gendémico da cepa M2269; (2) PCR com DNA
genomico da linhagem MF150.3; (PM) peso molecular Ladder 1kb;
(pb) pares de base.

850 pb
650 pb

Para as reacgGes de sequenciamento foram utilizados os terminadores fluorescentes do Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction kit (Applied Biosystems) conforme as instru¢des do fabricante. O resultado do
sequenciamento foi analisado utilizando o software Lasergene (DNASTAR). A analise do sequenciamento dos
respectivos genes, LAMA 060012000, LAMA 140013600, LAMA 240013500 e LAMA 340010500, confirmou a
presenca das respectivas mutacdes, todas elas heterozigéticas, conforme demonstrado na Figura 4.

A

'T:a::slar.e PCcnsensus T !I CCTG IC T C
gene cromss & (lancsneral:.seq(b.}[ﬂii&)—:| T T CCTGGTOC
M22¢9% lanosterol.seq(l1>509) —|T T CCTG G TOC
MF150.3 lanosterol.seq(1>374) 2l1tccrtecrc Figura 4. Resultado do sequenciamento dos genes LAMA_060012000
270 (A); LAMA_140013600 (B); LAMA_240013500 (C); LAMA_340010500
B ] |
P Translate P Consensus C A CARTGTGI|GA (D)
LAMA 140013600 (2)-l.seq(l>1138) —| C A € A A T G T G |G| A
MF150.3 eleongase mr.erg.seq(l.)?aef)a‘ C ACARTGTG|S5|A
M2269 elongase interg.seq(l>384) — | C A C AR R T 6 T G |G| A .
Apenas o gene LAMA_270030200 (Acyl- CoA oxidase)
,cl S P & PR ndo foi possivel confirmar a mutagdo, até a submissdo
;;‘;‘;‘;;°§§:3f;;fg:§1§§§;;f"““’““’:’E - deste resumo. Todavia, um novo par de iniciadores ja
M2269 inositol. 1>504 —|C 6 c . . . . . .o ~
Festmen s e fEeRTETAR havia sido sintetizado para posterior amplificacio por
D G s PCR e sequenciamento.
’Trensla:e P Consensus G ATCCTTTGT A
gene cromoss 34 (dphosphatase)-l.seq(1>32€1)—| 6 A T € € T T T G T A
MF150.3 phosphatase.seg(l>318) |6 ATCCTTTGT A
M22€9% phosphatase.seq(1>541) - G ATCCTTTSGT A
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CONCLUSOES

A partir dos resultados deste trabalho de pesquisa foi possivel confirmar, até o presente momento, as mutagdes dos genes
Lanosterol sintase (LAMA 060012000); Elongase de 4cidos graxos (LAMA 140013600); Inositol polifosfatase
(LAMA 240013500) e Fosfatidilinositol-4-Fosfatase 5-quinase (LAMA 340010500) cujos produtos génicos podem estar
relacionados com o fendtipo de resisténcia a miltefosina da linhagem MF150.3.
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