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Resumo

A leishmaniose € uma zoonose vetorial causada por protozoarios do género
Leishmania cujo tratamento representa um desafio global. A terapia atual baseia-se
num arsenal farmacologico limitado e téxico, incluindo antimoniais pentavalentes,
anfotericina B e miltefosina, e sua eficacia € cada vez mais comprometida pelo
surgimento de resisténcia. Esta revisdo integrativa sintetiza as evidéncias recentes
sobre os complexos mecanismos moleculares de resisténcia do parasita. Entre os
principais estdo mutacbes em transportadores de membrana (como a
aquagliceroporina AQP1), amplificagdes génicas (a exemplo do gene MRPA) e
alteragdes na biossintese de esterois, que diminuem a suscetibilidade aos farmacos.
Adicionalmente, a acentuada plasticidade genémica de Leishmania, manifestada por
seletiva dos medicamentos. Diante deste cenario, propde-se um framework de
medicina de precisdo que integra diagnostico molecular para diferenciar
aneuploidias e reprogramacgao translacional, permite uma rapida adaptacdo a
pressdo resisténcia genética de tolerancia fenotipica, vigilancia epidemioldgica
regionalizada e o uso de terapias combinadas. O objetivo final & fornecer subsidios
para decisdes clinicas personalizadas, reduzir a disseminagao de cepas resistentes
e orientar o desenvolvimento de novos farmacos, incluindo aqueles ativos contra
formas quiescentes do parasita, visando a erradicacdo completa e a sustentabilidade
do tratamento.

Palavras-chave: Leishmaniose, Resisténcia a Farmacos, Mecanismos Moleculares,
Medicina de Precisao
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Abstract

Leishmaniasis, a vector-borne zoonosis caused by protozoa of the Leishmania
genus, represents a global treatment challenge. Current therapy relies on a limited
and toxic pharmacological arsenal, including pentavalent antimonials, amphotericin
B, and miltefosine, and its efficacy is increasingly compromised by the emergence of
drug resistance. This integrative review synthesizes recent evidence on the complex
molecular mechanisms of parasite resistance. Key mechanisms include mutations in
membrane transporters (such as aquaglyceroporin AQP1), gene amplifications (e.g.,
the MRPA gene), and alterations in sterol biosynthesis, which decrease drug
susceptibility. Additionally, the marked genomic plasticity of Leishmania, manifested
by aneuploidy and translational reprogramming, allows for rapid adaptation to drug
selective pressure. Given this scenario, a precision medicine framework is proposed,
integrating molecular diagnostics to differentiate between genetic resistance and
phenotypic tolerance, regionalized epidemiological surveillance, and the use of
combination therapies. The ultimate goal is to provide a basis for personalized
clinical decisions, reduce the spread of resistant strains, and guide the development
of new drugs, including those active against quiescent forms of the parasite, aiming
for complete eradication and treatment sustainability.

Keywords: Leishmaniasis, Drug Resistance, Molecular Mechanisms,

1. Introdugao

A leishmaniose € uma doencga parasitaria de veiculagao vetorial, causada por
protozoarios do género Leishmania e transmitida pela picada de flebotomineos
infectados (Duarte et al., 2025). De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS, 2022), a doenga exibe padrdées endémicos distintos. A forma visceral (LV)
apresenta alta incidéncia em regides como Brasil, leste da Africa e india. Em
contrapartida, a leishmaniose cutanea (LC) € geograficamente mais disseminada,
com ocorréncias elevadas nas Américas e em uma vasta area que se estende do
Oriente Médio & Asia Central, demonstrando uma distribuicdo global
consideravelmente mais ampla que a LV (Zhang et al., 2025). No continente
americano, sao registrados anualmente cerca de 51.235 casos de LC e 3.532 de LV.
Apesar de sua menor frequéncia, a LV na regido apresenta maior gravidade, com
uma taxa de letalidade proxima a 8%, a mais elevada entre os continentes (PAHO,
2023). O manejo clinico da doenga, embora essencial, € confrontado por limitagbes
significativas.

O controle da leishmaniose € comprometido por multiplos desafios
identificados em estudos recentes. A falha no diagndstico precoce, causada pela
baixa sensibilidade dos testes parasitolégicos de campo (sensibilidade <79% em
PCR-positivos) e pela alta taxa de resultados falso-negativos em ensaios sorologicos
convencionais (sensibilidade 80-95%), atrasa o inicio do tratamento e aumenta a
mortalidade em casos de VL (Gomaa et al., 2025; Pinheiro et al., 2020).
A resisténcia a farmacos de primeira linha, como antimoniais e anfotericina B, tem
sido associada a plasticidade genémica de espécies antropodbnicas, resultando em
falha terapéutica em até 25% dos casos de CL e VL (Hendrickx et al., 2018;
Bamorovat et al., 2023).

A eficacia limitada das intervengdes vetoriais, devido a ocorréncia de
resisténcia quimica em Phlebotomus argentipes e ao comportamento exofilico dos
vetores, reduz o impacto das pulverizagdes intradomiciliares (Wijerathna et al.,
2022). As barreiras socioecondmicas e a baixa conscientizagdo comunitaria — com
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apenas 44% de cobertura de programas educativos em areas endémicas —
dificultam a adesdo ao uso de telas tratadas e redes impregnadas (Dires et al.,
2022). Por fim, as mudangas climaticas e eventos extremos (inundagdes, migragdes
forcadas) ampliam as zonas de transmissdo e contribuem para o surgimento de
novos focos de leishmaniose (Charrahy et al., 2021).

O tratamento farmacoldgico das leishmanioses baseia-se em uma abordagem
individualizada, que considera a forma clinica da doenca e o perfil do paciente. O
antimoniato de N-metil glucamina, de administracdo injetavel, endovenosa ou
intramuscular, € o farmaco de primeira escolha tanto para a leishmaniose visceral
quanto para a tegumentar. No entanto, em casos de contraindicagdo, como em
gestantes, pacientes com idade avangada ou com comorbidades cardiacas, renais e
hepaticas, ou ainda em situacdes de falha terapéutica, a anfotericina B lipossomal,
também de uso endovenoso, é a alternativa indicada. Especificamente para a
leishmaniose tegumentar, a miltefosina representa uma opc¢éo de tratamento por via
oral. (CEARA, 2023; PAHO, 2022)

A principal estratégia para o tratamento da leishmaniose fundamenta-se no
uso de quimioterapicos. O arsenal farmacologico disponivel, contudo, é escasso e
caracterizado por elevada toxicidade, além de apresentar desafios relacionados a
administragdo e ao monitoramento dos pacientes. Os farmacos antileishmania
atualmente em uso incluem, majoritariamente, os antimoniais pentavalentes, a
anfotericina B, a paromomicina e a miltefosina (Mitropoulos et al., 2010; Sundar et
al., 2012; Rijal et al., 2013; Bhandari et al., 2014; Hendrickx et al., 2016; Ponte-Sucre
et al., 2017).

Além de um arsenal farmacoldgico reduzido, dos maiores entraves ao
tratamento eficaz é o surgimento da resisténcia medicamentosa, ja relatada para os
principais farmacos de primeira linha (Ponte-Sucre et al., 2017). Evidéncias clinicas
e laboratoriais demonstram uma resisténcia consolidada aos antimoniais.
Adicionalmente, observa-se a ocorréncia de resisténcia natural a miltefosina em
espécies brasileiras de Leishmania, e estudos experimentais ja documentaram o
fendbmeno de resisténcia cruzada entre a anfotericina B e a miltefosina (Carnielli et
al., 2019; Ferreira et al., 2024). Essa resisténcia cruzada constitui uma preocupagao
adicional, pois compromete a eficacia de terapias combinadas, nas quais a
anfotericina B é frequentemente utilizada como farmaco parceiro.

A compreenséo cientifica sobre a resisténcia em Leishmania transcendeu o
modelo classico, anteriormente centrado em mutagdes pontuais nos alvos
farmacologicos. A visdo atual revela uma arquitetura multifatorial, que integra
processos complexos como a plasticidade gendémica, a reprogramacao metabdlica e
alteragdes no controle translacional (Dumetz et al., 2017; Negreira et al., 2023). Essa
complexidade biolégica ndo apenas desafia as estratégias terapéuticas vigentes,
mas também representa o principal gargalo para a inovagao farmacéutica na area.

Diante da complexidade multifatorial da resisténcia medicamentosa e das
limitagbes terapéuticas que comprometem o manejo clinico eficaz da leishmaniose,
a elucidagdo desses mecanismos €, portanto, imprescindivel para o
desenvolvimento de novas abordagens que possam reverter ou contornar a
resisténcia. Nesse contexto, esta revisdo integrativa busca explorar de forma
sistematica os avancos e desafios relacionados aos mecanismos moleculares de
resisténcia em Leishmania, com énfase em aspectos gendmicos, metabdlicos e
traducionais, além de propor um framework integrado que combina diagndstico
molecular de resisténcia, vigilancia epidemiolégica regionalizada, terapias
combinadas baseadas em evidéncias e estratégias orientadas ao hospedeiro. O
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objetivo deste artigo é realizar uma reviséo integrativa dos mecanismos moleculares
de resisténcia em Leishmania, destacando suas implicagdes clinicas e futuras
perspectivas terapéuticas, fornecendo assim uma base estruturada para orientar
decisdes terapéuticas personalizadas, minimizar a sele¢cdo de variantes resistentes e
promover uma abordagem sustentavel e adaptavel as complexidades da resisténcia
em leishmaniose.

2. Metodologia

Trata-se de uma revisao integrativa da literatura, cujo objetivo é consolidar o
conhecimento sobre os mecanismos moleculares de resisténcia de Leishmania spp.
aos principais farmacos antileishmaniais. A pesquisa bibliografica foi executada em
outubro de 2025 nas bases de dados Scopus, PubMed e Web of Science,
abrangendo publicacdes entre 2015 e 2025 em inglés, portugués ou espanhol. A
estratégia de busca combinou descritores para os farmacos ("antimony",
"amphotericin B", "miltefosine", "paromomycin"), para os mecanismos moleculares
("resistance mechanism", "mutation*", "gene*", "efflux", "transporter*", "enzyme*") e
para as abordagens O6micas ("genome™", "transcriptom*", "proteom*"), pesquisados
nos campos de titulo, resumo e palavras-chave. Os operadores booleanos AND e
OR foram empregados para articular os termos, com a sintaxe adaptada a cada
base. Foram incluidos artigos originais que investigaram, por meio de evidéncias
laboratoriais ou clinicas, os mecanismos moleculares de resisténcia em Leishmania,
sendo excluidos artigos de revisao, resumos e duplicatas. As informacdes extraidas
dos artigos triados foram organizadas em planilha, e serviram de base para a analise
qualitativa dos mecanismos moleculares de resisténcia de Leishmania spp. aos
principais farmacos antileishmaniais.

3. Resultados e Discussao

A busca nas bases de dados resultou em um total de 77 artigos, sendo 38 da
Scopus, 17 do PubMed e 28 da Web of Science. Apos a remogao de 2 artigos por
escopo inadequado e 30 duplicatas, 45 artigos foram triados com base na leitura dos
titulos e resumos. Desses, 13 foram excluidos por ndo atenderem aos critérios de
inclusdo, resultando em 32 estudos selecionados para a extracdo de dados e a
sintese final da revisédo (Tabela 1).

Tabela 1 — Compilacdao de estudos sobre mecanismos de resisténcia a farmacos em
Leishmania

Ano Autor Titulo Farmaco(s)

Upregulation  of  nicotinamide/nicotinate  mononucleotide

2025 [11 adenylyl transferase increases resistance to oxidative stress Antimonial (Sblll)

and antimony in promastigotes of Leishmania braziliensis.
Genomic Insights into the Phosphatidylinositol-Specific
Phospholipase C Gene Family in Leishmania major and

2025 [2] Leishmania infantum: Expression Patterns and Potential Antimonio
Association with Drug Resistance.

2024 [3] CRISPR-Cas9 high-throughput screening to study drug Miltefosina;
resistance in Leishmania infantum. Anfotericina B
Sterol 14-alpha demethylase (CYP51) activity in Leishmania

2024 [4] donovani is likely dependent upon cytochrome P450 reductase Anfotericina B
1.
Genome alteration of Leishmania orientalis under Amphotericin -

2024 Bl B inhibiting conditions. Anfotericina B

2023 [6] Label-Free Mass Spectrometry Proteomics Reveals Different Paromomicina;
Pathways Modulated in THP-1 Cells Infected with Therapeutic antimonial;
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2022

2022

2022

2022

2022

2022

2021

2021

2020

2020

2020

2020

2020

2019

2019

2019

2019

2018

2018

2018

2017

2016

[7]

[8]

[9]
[10]
(1]

[12]

[13]

[14]

[19]

[16]

[17]

(18]

[19]

[20]

[21]

[22]

(23]

[24]

[25]

(26]

[27]

(28]

Failure and Drug Resistance Leishmania infantum Clinical
Isolates.

Drug-resistance biomarkers in Leishmania infantum through
nanopore-based detection of aneuploidy and gene copy number
variations with LeishGenApp.

Exploring direct and indirect targets of current antileishmanial
drugs using a novel thermal proteomics profiling approach.

Antimony resistance mechanism in genetically different clinical
isolates of Indian Kala-azar patients.

3'-Nucleotidase/nuclease is required for Leishmania infantum
clinical isolate susceptibility to miltefosine.

Transcriptomic Analysis in Human Macrophages Infected with
Therapeutic Failure Clinical Isolates of Leishmania infantum.
In-Depth Quantitative Proteomics Characterization of In Vitro
Selected Miltefosine Resistance in Leishmania infantum.
Experimental selection of paromomycin resistance in
Leishmania donovani amastigotes induces variable genomic
polymorphisms.

Treatment of canine visceral leishmaniasis with Milteforan
induces Leishmania infantum resistance to miltefosine and
amphotericin B.

Determination of Antimony Resistance Mechanism of
Leishmania tropica Causing Cutaneous Leishmaniasis in
Turkey.

MRPA-independent mechanisms of antimony resistance in
Leishmania infantum.

Lathosterol Oxidase Sterol C-5 Desaturase Deletion Confers
Resistance to Amphotericin B and Sensitivity to Acidic Stress in
Leishmania major.

Comparative transcriptomic analysis of antimony resistant and
susceptible Leishmania infantum lines.

Unravelling the proteomic signature of extracellular vesicles
released by drug-resistant Leishmania infantum parasites.

Quantitative secretome analysis unravels new secreted proteins
in Amphotericin B resistant Leishmania donovani.

Genomic instability at the locus of sterol C24-methyltransferase
promotes amphotericin B resistance in Leishmania parasites.

Chemogenomic profiling of antileishmanial efficacy and
resistance in the related kinetoplastid parasite Trypanosoma
brucei.

Coupling Chemical Mutagenesis to  Next-Generation
Sequencing for the Identification of Drug-Resistance Mutations
in Leishmania.

Molecular Preadaptation to Antimony Resistance in Leishmania
donovani on the Indian Subcontinent.

High-throughput Cos-Seq screen with intracellular Leishmania
infantum for the discovery of novel drug-resistance
mechanisms.

Increased thiol levels in antimony-resistant Leishmania infantum
isolated from treatment-refractory visceral leishmaniasis in
Brazil.

Transcriptome profiling identifies genes/pathways associated
with experimental resistance to paromomycin in Leishmania
donovani.

Genomic and Molecular

Characterization of Miltefosine

miltefosina

Multiplos farmacos

Antimonial

(SbV/Sbilll);

miltefosina;
anfotericina B

Antimonial (Sblll)

Miltefosina

Anfotericina B
lipossomal

Miltefosina

Paromomicina

Miltefosina;
anfotericina B;
antimoniato de

meglumina

Antimonial
(SbV/Shblll)

Antimonial
(SbV/Shblll)

Anfotericina B

Antimonial (Sblll)

Antimonial (Sblll);
miltefosina;
anfotericina B

Anfotericina B

Anfotericina B

antimoniais,
paromomicina,
miltefosina e
anfotericina B

Miltefosina;
paromomicina;
anfotericina B

Antimoniais (Sblll)

Antimoniais;
miltefosina;
anfotericina B

Antimbnio

Paromomicina

Miltefosina
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Resistance in Leishmania infantum Strains with Either Natural
or Acquired Resistance...
A mitochondrial HSP70 (HSPA9B) is linked to miltefosine

2016 [29] resistance and stress response in Leishmania donovani. Miltefosina
2016 [30] Genc_m_n_c apprgsal _of the_ mthfgcton_aI bas!s for in _V|tro Miltefosina
acquisition of miltefosine resistance in Leishmania donovani.
2016 [31] Evolutionary genomics of epidemic visceral leishmaniasis in the Antimoniais
Indian subcontinent. pentavalentes (SbV)
Metotrexato;antiméni
. . e 0;
2016 B cehanioms in e protozoan parasite Lshmania. . Miefosinaiparomo
’ icina;anfotericina B;;
pentamidina
Different mutations in a P-type ATPase transporter in Miltefosina:
2016 [33] Leishmania parasites are associated with cross-resistance to anfotericina ,B
two leading drugs by distinct mechanisms.
2015 [34] Mitochondrial proteomics of antimony and miltefosine resistance Antimonial (Sblll);

in Leishmania infantum. miltefosina

Legenda: [1] Leon et al.; [2] Sirekbasan et al.; [3] Queffeulou et al.; [4] Tulloch et al.; [5]
Anuntasomboon et al.; [6] Tagliazucchi et al.; [7] Carrasco et al.; [8] Ibarra-Meneses et al.; [9] Khanra
et al.; [10] Carnielli et al.; [11] Perea-Martinez et al.; [12] Saboia-Vahia et al.; [13] Hendrickx et al.; [14]
Gongalves et al.; [15] Ozbilgin et al.; [16] Douanne et al.; [17] Ning et al.; [18] Andrade et al.; [19]
Douanne et al.; [20] Garg et al.; [21] Pountain et al.; [22] Collett et al.; [23] Shaw et al.; [24] Dumetz et
al.; [25] Fernandez-Prada et al.; [26] Magalhdes et al.; [27] Verma et al.; [28] Mondelaers et al.; [29]
Vacchina et al.; [30] Vacchina et al.; [31] Imamura et al.; [32] Gazanion et al.; [33] Fernandez-Prada et
al.; [34] Vincent et al.;Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

3.1 Antimoniais

A resisténcia aos antimoniais no género Leishmania resulta de sobreposi¢cao
de mecanismos adaptativos que variam entre espécies e evoluem sob diferentes
pressdes seletivas. O controle do transporte do farmaco representa a primeira linha
de defesa, com destaque para a inativagao da aquagliceroporina 1 (AQP1), principal
canal de entrada do Sblll, mutagdes de frameshift em isolados clinicos de L.
donovani do subcontinente indiano levam a produgao de uma AQP1 truncada e nao
funcional, conferindo alta resisténcia, estratégia também observada em L. fropica
(Imamura et al., 2016; Khanra et al., 2022).

Paralelamente, os parasitas intensificam o efluxo do farmaco por meio da
amplificagcdo do transportador ABC MRPA, uma pré-adaptacdo observada em
linhagens de L. donovani antes mesmo do uso clinico dos antimoniais e, mesmo na
auséncia de MRPA, L. infantum alcanga resisténcia por amplificar outros
transportadores da mesma familia, como o ABCC2 (Dumetz, 2018; Douanne et al.,
2020).

Internamente, o parasita ativa um arsenal metabdlico sofisticado para
neutralizar o farmaco, centrado no sistema de detoxificacdo baseado em tidis,
especialmente o trypanothione, cuja via biossintética € amplamente superexpressa
em L. donovanie L. ftropica resistentes, e €& reforcada por enzimas como a
tripanotion redutase (Ozbilgin et al., 2020 ;Khanra et al., 2022). Para sustentar a
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eficiéncia desse sistema, o parasita também recorre a mecanismos que garantem o
fornecimento continuo de precursores e cofatores essenciais, como a
superexpressdo da enzima Lbnmnat em L. braziliensis, que eleva os niveis de
NAD/NADP necessarios as reacbes antioxidantes, e mutagdes na Serina
Acetiltransferase (SAT) em L. infantum, que otimizam a produgado de cisteina, um
aminoacido chave na sintese de tiois (Douanne et al., 2020; Leon et al., 2025).

A plasticidade genbémica da Leishmania também desempenha papel central,
com adaptagdes como aneuploidia e amplificacdo de regides gendmicas especificas
para aumentar a dosagem de genes de resisténcia, conforme observado em L.
infantum (Douanne et al., 2020). Além de uma reprogramacgao global da expressao
génica, em cepas resistentes de L. infantum, apresentou expressao diferencial
genes sobrerregulados, ativando vias relacionadas a sinalizag&o, citoesqueleto e
controle proteico, e sub-regulados, ligados a processos de alto custo energético
como biogénese ribossomal e tradugéo, evidenciando uma economia de recursos
voltada a sobrevivéncia (Andrade et al., 2020).

A caracterizacdo da familia de genes PI-PLC em Leishmania infantum e L.
major revelou 22 genes com dominios cataliticos conservados em cada espécie,
com niveis significativamente mais altos de expressao em cepas sensiveis ao Sblll.
Quatro transcritos apresentaram regulagdo positiva nas cepas sensiveis, com
aumentos entre 1,65 e 2,36 vezes, sugerindo que a menor expressao desses genes
em cepas resistentes pode estar relacionada a mecanismos adaptativos voltados a
reducdo da captagao de antiménio ou modulacdo da evasdo imune (Sirekbasan et
al., 2025).

Esse padrao de reprogramacao, com foco na resposta ao estresse, também
aparece em L. tropica, com a superexpressdo de HSP70 e enolase (Ozbilgin et al.,
2020). No campo, os estudos populacionais mostram que a resisténcia tem origem
multipla e natureza poligénica, surgindo de forma independente em diversas
linhagens de L. donovani no subcontinente indiano e que sua disseminagao pode ser
acelerada por hibridizagdo genética entre linhagens, permitindo a transferéncia de
alelos resistentes como o da AQP1 truncada, sem necessidade de evolugido de novo
em cada populagdo (Imamura et al., 2016).

Em linha com esses achados, foi demonstrado que isolados clinicos
resistentes de L. infantum apresentam niveis significativamente mais elevados de
tidis intracelulares cerca de 1,24 vezes maiores que 0s das cepas sensiveis e que a
inibicho da sua sintese por L-butionina sulfoximina (BSO) restabelece a
sensibilidade ao antiménio trivalente, com reducdes relevantes na carga parasitaria.
Essa inibicdo também provocou aumento na produgdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO), evidenciando que os tidis exercem papel tamponador frente ao
estresse oxidativo mesmo sob concentragcdes elevadas de Sblll. Além disso, a
atividade da glicoproteina-P (P-gp), frequentemente associada a efluxo de farmacos,
nao esteve envolvida nesses casos, 0 que reforca a centralidade do metabolismo
redox como via predominante de resisténcia em isolados clinicos de leishmaniose
visceral (Magalhaes et al., 2018).

3.2 Miltefosina

Um dos principais fatores de resisténcia a miltefosina identificados é a
ocorréncia de mutacdes inativadoras no complexo transportador LiIMT/LiRos3, as
quais resultam na abolicao da captag¢ao de miltefosina e conferem resisténcia de alto
nivel tanto em amastigotas quanto em promastigotas (Mondelaers et al., 2016). A
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suscetibilidade ao farmaco também esta diretamente ligada a integridade do locus
de suscetibilidade a miltefosina (MSL), onde os genes NUC1 e NUC2 séo
essenciais, e cuja auséncia em isolados clinicos se correlaciona com o insucesso
terapéutico (Carnielli et al., 2022).

A nivel intracelular, o desenvolvimento de resisténcia em Leishmania infantum
envolve uma significativa remodelacdo da membrana celular e da mitocéndria,
observada por um aumento nos complexos de fosforilagdo oxidativa e na B-oxidacao
de acidos graxos (Saboia-Vahia et al.,, 2022). Em Leishmania donovani, foi
constatada a subexpressdo da proteina mitocondrial HSPA9B em linhagens
resistentes, com evidéncias de que a sua superexpressao aumenta a sensibilidade
ao farmaco e confere protecdo contra estresses ambientais, como pH baixo e
temperatura elevada (Vacchina et al., 2016).

O fendtipo de resisténcia é ainda complementado por alteragcbes no
metabolismo lipidico, como o aumento do conteudo de ergosterol que pode
sequestrar o farmaco, e pela capacidade do parasita de modular o acumulo de 6xido
nitrico nos macrofagos do hospedeiro (Carnielli et al., 2022).

3.3 Paromomicina (PMM)

A resisténcia a paromomicina (PMM) em Leishmania donovani revelou em
perfil transcriptdmico de isolados clinicos resistentes desvendou as adaptagdes
funcionais que sustentam essa resisténcia, demonstrando que ela ndo se limita a um
unico mecanismo, mas envolve uma reprogramacgao sistémica do metabolismo e da
interacdo com o hospedeiro (Verma et al., 2017).

As analises revelaram uma significativa alteragdo no metabolismo energético.
Os parasitas resistentes diminuem a via de fosforilagdo oxidativa, com uma sub-
expressdo de enzimas como a NADH-ubiquinona oxidorredutase e a succinato
desidrogenase. Em contrapartida, ha um aumento compensatério da glicdlise e da
fermentacdo de succinato no glicossoma, evidenciado pela superexpressdo da
glicose-6-fosfato isomerase e da malato desidrogenase. Além do rearranjo
metabalico, o estudo identificou o efluxo de farmaco como um mecanismo crucial,
mediado pela superexpressdo de transportadores da familia ABC (como ABC1,
ABCA7 e ABCCS), cuja relevancia foi confirmada pela reversdo parcial da
resisténcia na presenga de inibidores como verapamil e amlodipina. Adicionalmente,
foi demonstrado que o parasita resistente manipula a resposta imune do hospedeiro,
reduzindo em mais de duas vezes a producdo de nitrito (NO) em macrofagos
infectados (Verma et al., 2017).

Complementando a compreensdao dessas adaptagdes funcionais,
investigacdes posteriores focaram nas bases gendmicas que originam tais fenétipos,
utilizando a selecdo experimental de resisténcia no estagio de amastigota, que €&
clinicamente mais relevante (Hendrickx et al., 2021). A natureza poligénica e
multifatorial da resisténcia, identificando um conjunto variavel de polimorfismos de
nucleotideo unico, inser¢cdes/delegdes e variagdes no numero de copias em genes
distintos. As alteragbes genéticas ndo seguiram um padrdo unico, mas afetaram
uma gama diversa de processos celulares.

Notavelmente, foram encontradas mutagdes em genes ligados a traducao e
ao turnover proteico, como fatores de elongagdo, proteinas ribossomais,
subunidades do proteassoma, a viruléncia, como na glicoproteina de superficie
gp63, a fungdo mitocondrial, a sinalizagdo celular e ao trafego vesicular (proteinas
RAB). A auséncia de um marcador genético universal, sugerindo que diferentes
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pressdes seletivas podem levar ao mesmo fendtipo de resisténcia por meio de
multiplas trajetorias gendmicas (Hendrickx et al., 2021).

Portanto, os estudos demonstram que a resisténcia a PMM em L. donovani é
um processo sistémico, com uma diversidade de mutagdes genéticas que, em
conjunto, promovem uma profunda reprogramagao funcional do parasita, otimizando
sua sobrevivéncia sob a pressao do farmaco.

3.4 Anfotericina B

A via de biossintese dos esterdis € um ponto central de adaptagao e revela
insights sobre o mecanismos de resisténcia a anfotericina B em Leishmania.
Linhagens de Leishmania mexicana selecionadas in vitro com a formulagéo
convencional do farmaco desenvolvem resisténcia primariamente através de
alteracbes no perfil de esterdis, caracterizadas pela deplecdo de ergosterol e
acumulo de compostos alternativos. Esse fendtipo resulta tanto de mutagdes
pontuais no gene da esterol C5-desaturase quanto, mais frequentemente, da perda
de expressao da esterol C24-metiltransferase (SMT) por instabilidades genémicas,
um mecanismo que notavelmente ndo impde custos de fitness ao parasita (Pountain
et al., 2019).

A delecao do gene da latosterol oxidase (LSO) em Leishmania major também
confirma a importancia da composicéo de esterdis, pois a auséncia da dupla ligagao
C5-C6 no anel esteroide confere um aumento na resisténcia, embora com um custo
bioldgico significativo de defeitos na regulagdo do pH e viruléncia atenuada (Ning et
al., 2020).

De maneira similar, em Leishmania donovani exposta a anfotericina B
lipossomal, a resisténcia moderada também esta associada a delegcdao do gene
SMT1, enquanto um clone hiper-resistente apresentou uma delegdo no gene da
citocromo P450 redutase 1 (P450R1), causando drastica deplegcao de ergosterol.
Contudo, essa alteragdo compromete a viabilidade dos amastigotas, tornando-a um
mecanismo improvavel em cenarios clinicos (Tulloch et al., 2024).

Além do metabolismo lipidico, a resisténcia envolve uma ampla
reprogramagcao celular, evidenciada pela identificacdo de proteinas diferencialmente
expressas nho secretoma de isolados resistentes de L. donovani, com
sobrerregulacao de vias metabdlicas adaptativas e de resposta ao estresse, como a
tripanotiona peroxidase (TXNPx) e a glioxalase | (Garg et al., 2019). A resposta
adaptativa também ocorre em nivel gendmico, onde a exposi¢cdo de Leishmania
orientalis ao farmaco promove a selecao de polimorfismos de nucleotideo unico
(SNPs) em genes de transportadores e metabolismo e causa a regulagdo negativa
da expressdo do gene da tubulina, impactando o citoesqueleto (Anuntasomboon et
al., 2024).

Por fim, a falha terapéutica n&o é explicada exclusivamente por alteragdes no
parasita, isolados clinicos de Leishmania infantum de pacientes com falha ao
tratamento com anfotericina B lipossomal modulam diferencialmente a expressao de
genes da célula hospedeira, como os transportadores ABCG1/ABCG2 e a heme
oxigenase-1 (HMOX1), indicando que a manipulagdo do hospedeiro pelo parasita &
um fator crucial no insucesso do tratamento (Perea-Martinez et al., 2022).
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3.5 Comparacéao de Perfis Moleculares Droga — Especifico

A investigacdo dos perfis moleculares associados a resisténcia a farmacos
em Leishmania tem-se beneficiado de abordagens gendmicas e protedmicas que
visam identificar os mecanismos intrinsecos ao parasita. A estratégia Cos-Seq, por
exemplo, foi aplicada diretamente em amastigotas intracelulares de L. infantum para
mapear genes de resisténcia em condi¢bes que mimetizam a infegdo clinica. Para
os antimoniais, a analise selecionou quatro loci, destacando o gene LRR como um
fator de resisténcia estagio-independente. Ja para a miltefosina, foram enriquecidos
cinco loci, sendo o gene SEC13 validado como um determinante de resisténcia
amastigota-especifico. Notavelmente, a anfotericina B selecionou apenas um locus
sem um gene de resisténcia claro, reforcando a hipétese de que a sua resisténcia
esta mais ligada a alteragées no metabolismo lipidico do que a genes de ganho de
funcao (Fernandez-Prada et al., 2018).

De forma complementar, o Perfil Protedmico Térmico (TPP) foi utilizado para
identificar as proteinas que interagem diretamente com os farmacos. Esta técnica
revelou 42 proteinas estabilizadas por Sblll, 36 por miltefosina e 28 por anfotericina
B, incluindo chaperonas, enzimas da via glicolitica e transportadores de catides,
definindo assim as redes proteicas diretamente impactadas pela acdo de cada
composto (Ibarra-Meneses et al., 2022).

Para além dos componentes intracelulares, a analise das vesiculas
extracelulares (EVs) emergiu como uma estratégia promissora para caracterizar os
fendtipos de resisténcia. A investigacdo do proteoma das EVs libertadas por
linhagens de L. infantum resistentes a antimoniais (Sblll), miltefosina e anfotericina B
demonstrou que cada linhagem excreta EVs com uma assinatura proteica distinta,
que espelha os seus principais mecanismos de defesa. As EVs de parasitas
resistentes a Sblll apresentaram um enriquecimento em peroxidoxinas e uma
reducdo da proteina de viruléncia GP63. As de resistentes a miltefosina continham
transportadores ABC, como o ABCG2, e proteinas associadas a manutencado do
potencial de membrana. Por sua vez, as EVs de parasitas resistentes a anfotericina
B mostraram um aumento de MRPA e de proteinas ligadas ao stresse lipidico e a
biossintese de esterdis. Este estudo estabeleceu uma prova de conceito de que os
perfis protedmicos das EVs podem servir como biomarcadores nao invasivos e
especificos para cada tipo de resisténcia, com potencial para o diagndstico e
monitorizagao terapéutica (Douanne et al., 2020).

A compreensado da resisténcia a farmacos foi também ampliada ao incluir a
perspetiva da célula hospedeira. A comparagdao do proteoma de macréfagos da
linhagem THP-1 infetados com isolados clinicos de L. infantum que apresentavam
resisténcia a paromomicina, antimoniais, miltefosina ou que provinham de falha
terapéutica permitiu avaliar a resposta do hospedeiro. A analise identificou 44
proteinas humanas diferencialmente expressas (DEPs) que estavam associadas a
resisténcia a diferentes farmacos. Deste conjunto, o recetor de transferrina (TFRC) e
a quinase de nucleosideos (NDK3) emergiram como biomarcadores da resposta do
hospedeiro a infecdo por parasitas resistentes a multiplos compostos.
Adicionalmente, foram identificadas vias metabdlicas do  hospedeiro
consistentemente moduladas, como o metabolismo do ferro, o ciclo do acido
tricarboxilico e o transporte transmembranar. Estas descobertas sugerem que a
resisténcia do parasita induz alteracdes especificas e partiihadas na célula
hospedeira, abrindo caminho para o desenvolvimento de terapias duplas, que visem
simultaneamente alvos no parasita e no hospedeiro (Tagliazucchi et al., 2023).
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3.6 Triagens Genbmicas e Protebmicas - mapear genes de resisténcia em escala
genbmica

A identificacdo de determinantes genéticos de resisténcia a farmacos em
Leishmania tem sido impulsionada por abordagens de triagem gendmica em larga
escala, que utilizam plataformas experimentais complementares para mapear os
genes de resisténcia.

Triagens baseadas em perda de fungdo, como o uso de bibliotecas CRISPR-
Cas9 contra aproximadamente 1.200 genes n&o essenciais, permitem identificar
sistematicamente genes cuja delegédo confere resisténcia. Essa abordagem detectou
genes criticos para a miltefosina, incluindo ABC1 e esfingomielinase, e para a
anfotericina B, como a ergosterol sintase, com uma sobreposicdo de genes
compartilhados, evidenciando que os mecanismos de resisténcia sdo em parte
distintos e em parte convergentes (Queffeulou et al., 2024).

Em contrapartida, abordagens de ganho de funcdo, como a Cos-Seq, que se
baseia na superexpressdao de genes a partir de uma biblioteca de cosmideos
gendmicos, revelaram um panorama mais amplo de resisténcia cruzada. A triagem
simultdnea contra XXXXseisXXXXX farmacos diferentes identificou 60 loci
gendmicos implicados em resisténcia, incluindo transportadores ABC, fosfatases e
enzimas de biossintese de esterdis, muitos dos quais eram compartilhados entre
dois ou mais compostos (Gazanion et al., 2016).

Para capturar o impacto de mutagdes pontuais (SNVs), a combinagao de
quimiomutagénese com sequenciamento de nova geragcdo (NGS) provou ser uma
ferramenta promissora. A analise de clones resistentes revelou SNVs recorrentes
em genes especificos para cada droga, como CDPK1 para miltefosina, genes de
subunidades ribossdmicas para paromomicina e a C5-desaturase de esterol para
anfotericina B, com a funcido causal do CDPK1 sendo posteriormente validada por
edicdo genética via CRISPR-Cas9 (Shaw et al., 2019). Superando limitagbes
técnicas em Leishmania, como a auséncia de um sistema de RNAI funcional, a
genbémica reversa em organismos ortologos (RIT-seq em Trypanosoma brucei)
permitiu validar alvos conservados entre tripanossomatideos.

Esta estratégia ndo apenas confirmou a fungdo de transportadores
conhecidos, como ortdlogos de AQP3 e MT, mas também descobriu novos
determinantes de resisténcia, como VAMP7B e flippases, que modulam a eficacia da
anfotericina B e miltefosina (Collett et al., 2019). Em conjunto, a aplicagcéo
complementar dessas metodologias de alto rendimento permite a construgdo de um
mapa detalhado da arquitetura genética da resisténcia, validando alvos terapéuticos
e revelando o grau de convergéncia e especificidade dos mecanismos para
diferentes classes de farmacos.

Um alerta significativo sobre o risco zoonotico e a indugdo de resisténcia
cruzada em campo foi demonstrado a partir da avaliagcdo de isolados de L. infantum
de um cédo submetido a ciclos de tratamento com miltefosina e alopurinol. Os
resultados revelaram um aumento substancial da resisténcia n&o apenas a
miltefosina (o valor de ICs, aumentou de 5,2 uyM para 14,8 uyM), mas também a
farmacos de primeira e segunda linha. Especificamente, a resisténcia a anfotericina
B triplicou (ICso de 0,12 yM para 0,38 uM) e ao antimoniato de meglumina duplicou
(ICso de 13,5 pg/mL para 28,7 yg/mL). Para além do perfil de multirresisténcia, os
parasitas isolados apos o tratamento exibiram maior viruléncia, com um aumento de
duas vezes na taxa de metaciclogénese, sublinhando como o uso veterinario da
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miltefosina pode selecionar parasitas com maior potencial de transmisséo e
resistentes a terapias humanas cruciais (Gongalves et al., 2021).

Aprofundando a base molecular da resisténcia cruzada, estudos demonstram
que mutagdes num unico gene podem ter efeitos pleiotrépicos. A investigacado da
relagao entre a resisténcia a miltefosina e a anfotericina B identificou que delecdes e
mutacdes pontuais no gene do transportador de miltefosina (LdMT) sao um
mecanismo central. Linhagens resistentes a ambos os farmacos apresentaram estas
alteragdes no LAMT e, crucialmente, uma analise lipidédmica revelou um aumento de
ceramidas e fosfoetanolaminas especificas ha sua membrana celular. A conclusao é
que as mutagdes no LAMT n&o s6 impedem o acumulo de miltefosina, mas também
alteram a composigao lipidica da membrana, o que por sua vez reduz a capacidade
da anfotericina B de se ligar ao seu alvo, o ergosterol. Esta descoberta demonstra
um mecanismo de resisténcia cruzada direta e sugere que terapias sequenciais com
estes farmacos podem inadvertidamente selecionar populacbes de parasitas
resistentes a ambos (Fernandez-Prada et al., 2016).

De forma complementar, a convergéncia de vias de resisténcia também
ocorre a nivel metabdlico, especialmente na mitocdndria. Investigagdes sobre as
adaptacdes mitocondriais em linhagens de L. infantum resistentes ao antiménio
trivalente (Sblll) e a miltefosina, drogas que induzem a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) evelaram mecanismos comuns de sobrevivéncia. A
anadlise protedmica identificou 52 proteinas mitocondriais diferencialmente
expressas, mostrando que ambas as linhagens resistentes partilham um aumento de
proteinas do complexo Ill da cadeia de transporte de elétrons e de chaperonas
mitocondriais, indicando um mecanismo comum para manter a homeostase redox.
Contudo, o estudo também apontou divergéncias: a resisténcia ao Sblll estava mais
associada ao aumento de proteinas antioxidantes (peroxidoxinas), enquanto a
resisténcia a miltefosina envolvia adicionalmente a regulagcdo de proteinas da -
oxidacao de acidos graxos, uma via energética alternativa (Vincent et al., 2015).

Ampliando essa perspectiva para o nivel genbmico, a tecnologia de
sequenciamento Nanopore permitiu mapear a complexidade das alteragdes
genéticas que sustentam a multirresisténcia. A reconstrugdo de genomas completos
de isolados clinicos de L. infantum identificou um mosaico de variagdes no numero
de copias (CNVs) e aneuploidias associadas a perfis de resisténcia especificos.
Foram confirmadas CNVs nos locus LdMT e ROS3 para resisténcia a miltefosina e
amplificagbes do gene MRPA para resisténcia a antimoniais. Adicionalmente,
delecbes em loci de paromomicina (D-LDH) e variagbes de ploidia foram
correlacionadas com a tolerancia a anfotericina B. Este trabalho pioneiro ndo sé
detalha a arquitetura gendmica da resisténcia a multiplos farmacos, como também
viabiliza o desenvolvimento de plataformas de diagnéstico preditivo, como a
LeishGenApp, capazes de orientar terapias personalizadas com base no perfil
gendmico do parasita antes do inicio do tratamento (Solana et al., 2022).

4. Consideragoes Finais

A compreensdo dos mecanismos de resisténcia medicamentosa em
Leishmania revelou um panorama multifatorial, no qual alteracbes em
transportadores de membrana, plasticidade gendmica, reprogramagao metabdlica e
controle pds-transcricional se entrelagam para comprometer a eficacia dos
quimioterapicos atualmente disponiveis. A resisténcia genética, manifestada por
mutagcdes em AQP1, amplificacdo de MRPA e aneuploidia cromossémica, contrasta
com a tolerancia fenotipica mediada por estados de quiescéncia reversivel,
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evidenciando a necessidade de distinguir claramente essas categorias nos
protocolos diagndsticos e terapéuticos.

A persistente heterogeneidade regional e especifica de espécie reforca a
urgéncia de implementar plataformas de medicina de precisao capazes de detectar,
de forma rapida e acessivel, marcadores moleculares como CNVs, delegdes no MSL
e mutagdes em SMT, LAMT/ROS3 e CDPK1. Em cenarios de recursos limitados,
painéis de qPCR multiplexado e tecnologias emergentes de CRISPR-Cas12a ou
nanopore portatil apresentam-se como alternativas promissoras, ainda que
demandem validacdo multicéntrica e protocolos padronizados para uso de rotina.

Sob a dtica terapéutica, a rotagao de farmacos antigos, a combinacéo racional
de anfotericina B lipossomal com miltefosina ou paromomicina e a incorporagao de
terapias orientadas ao hospedeiro (HDT), como agonistas de TLR7/9 e antagonistas
de IL-10, se destacam como estratégias capazes de explorar custos biologicos da
resisténcia e reduzir a pressao seletiva sobre o parasita. Paralelamente, compostos
em desenvolvimento, como o TCMDC-143345, DNDi-6148 e DNDi-6174, necessitam
de avaliacdo especifica contra formas quiescentes em LT-HSC, preenchendo uma
lacuna critica no combate ao reservatorio de parasitas remanescentes.

Em sintese, a inovagao diagnostica e terapéutica em leishmaniose depende
de uma abordagem integrada: diagnostico molecular de resisténcia, monitoramento
epidemioldgico regionalizado, desenvolvimento de farmacos ativos contra parasitas
quiescentes e estratégias HDT que minimizem a sele¢cdo de variantes resistentes.
Essa sinergia entre biologia molecular, tecnologia e clinica constitui o caminho para
prolongar a vida util dos tratamentos existentes e viabilizar novas solugdes capazes
de superar os desafios impostos pela resisténcia em Leishmania.
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