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RESUMO

No Brasil, os principais farmacos adotados para o tratamento de leishmaniose visceral séo o
Antimonio pentavalente (Glucantime®) e ao antifingico Anfotericina B (AmB), ambos com
elevada toxicidade e ocorréncias de falhas terapéuticas relatadas mundialmente, que é
fendmeno complexo e multifatorial, relacionado com a interacdo hospedeiro-parasito, bem
como a resposta do parasito as drogas, medida pela sensibilidade dos mesmos aos farmacos.
Considerando a escassez de farmacos e ainda fendbmenos como a resisténcia medicamentosa,
identificar novos compostos naturais com acdo antileishmanial tem sido foco de muitas
pesquisas. Nesse sentido, as cianobactérias sdo organismos fotossintetizantes, responsaveis pela
producdo de compostos bioativos com atividade antiparasitaria. Desse modo, o presente estudo,
teve como objetivo testar a atividade antileishmanial do extrato de cianobactéria Nostoc sp. e
avaliar a sensibilidade a farmacos em isolados clinicos de Leishmania (L.) infantum obtidos de
pacientes com LV do estado Maranhdo. Para verificar a sensibilidade das formas promastigotas,
os isolados foram submetidos a teste de viabilidade celular, utilizando MTT, frente ao
Antimdnio trivalente e Anfotericina B, verificando uma variacdo de ECso de 66.2 + 9.8 a 155 +
3.6 UM e 118.9 + 14.7 nM a 243.5 £ 21.3 nM, respectivamente. Nas formas amastigotas
intracelulares em macrofagos peritoneais, avaliadas por contagem direta, os valores de o ECso
para antiménio pentavalente e anfotericina B variaram de 16,1 a 39,3 uM e 0,09 a 0,18 uM,
respectivamente. Ademais, tanto nas formas promastigotas quanto amastigotas intracelulares
observou-se maior tolerdncia dos isolados clinicos ao antimdnio, nas formas tri ou
pentavalentes. Em paralelo, ao avaliar-se a atividade antileishmanial de promastigotas da cepa
referéncia de L. (L.) infantum frente ao extrato bruto de cianobactéria do género Nostoc sp.
GBBBO01, por contagem direta, houve diferenga estatisticamente significativa nas
concentragdes de 500 a 31,25ug/mL em relacdo ao controle sem tratamento, entretanto quando
a andlise foi realizada pela citometria de fluxo, essas diferencas ndo foram encontradas. J& nas
formas amastigotas intracelulares, o extrato bruto de cianobactéria do género Nostoc sp
apesentou atividade antileishmanial, sendo possivel calcular a IC50, somente para um dos
isolados clinicos (MHOM/BR/2018/ASFF-MA) avaliado. Ademais, o extrato bruto de
cianobactéria também ndo induziu efeito citotdxico em macréfagos peritoneais, nas condicdes
testadas. Dessa forma, pode-se afirmar que existe uma variabilidade intraespecifica na
sensibilidade aos farmacos tradicionais (Antiménio e Anfotericina B) nos isolados clinicos
dessa area de alta endemia para LV, e que o extrato bruto de cianobactéria do género Nostoc
sp. GBBBOL1 apresentou atividade antileishmanial, que precisa ser melhor explorada devido a
divergéncia de resultados entre técnicas de analise, a necessidade de novos testes, considerando
gue mesmo para o extrato de cianobactéria ocorre variacao nesse atividade a depender da cepa
de L. infantum avaliada.

Palavra-chave: Citotoxidade; Leishmaniose Visceral; Maranhao.
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ABSTRACT

In Brazil, the main drugs adopted for the treatment of visceral leishmaniasis are pentavalent
antimony (Glucantime®) and the antifungal Amphotericin B (AmB), both with high toxicity
and occurrences of therapeutic failures reported worldwide, which is a complex and
multifactorial phenomenon, related with the host-parasite interaction, as well as the response of
the parasite to drugs, measured by their sensitivity to drugs. Considering the scarcity of drugs
and even phenomena such as drug resistance, identifying new natural compounds with
antileishmanial action has been the focus of much research. In this sense, cyanobacteria are
photosynthetic organisms, responsible for the production of bioactive compounds with
antiparasitic activity. Thus, the present study aimed to test the antileishmanial activity of the
cyanobacteria extract Nostoc sp. and to evaluate drug sensitivity in clinical isolates of
Leishmania (L.) infantum obtained from patients with VL in the state of Maranh&o. To verify
the sensitivity of the promastigote forms, the isolates were submitted to cell viability test, using
MTT, against trivalent Antimony and Amphotericin B, verifying an EC50 variation from 66.2
+9.8t0 155+ 3.6 uM and 118.9 £ 14.7 nM to 243.5 + 21.3 nM, respectively. In the intracellular
amastigote forms in peritoneal macrophages, evaluated by direct counting, the EC50 values for
pentavalent antimony and amphotericin B ranged from 16.1 to 39.3 uM and 0.09 to 0.18 uM,
respectively. Furthermore, both in the intracellular promastigote and amastigote forms, a
greater tolerance of clinical isolates to antimony was observed, in the tri- or pentavalent forms.
In parallel, when evaluating the antileishmanial activity of promastigotes of the reference strain
of L. (L.) infantum against the crude extract of cyanobacteria of the genus Nostoc sp. GBBBO01,
by direct counting, there was a statistically significant difference in concentrations from 500 to
31.25ug/mL in relation to the untreated control, however when the analysis was performed by
flow cytometry, these differences were not found. In the intracellular amastigote forms, the
crude extract of cyanobacteria of the genus Nostoc sp showed antileishmanial activity, being
possible to calculate the IC50, only for one of the clinical isolates (MHOM/BR/2018/ASFF-
MA) evaluated. Furthermore, the crude cyanobacteria extract also did not induce cytotoxic
effect on peritoneal macrophages under the conditions tested. Thus, it can be stated that there
IS an intraspecific variability in the sensitivity to traditional drugs (Antimonium and
Amphotericin B) in clinical isolates from this highly endemic area for VL, and that the crude
extract of cyanobacteria of the genus Nostoc sp. GBBBO01 presented antileishmanial activity,
which needs to be better explored due to the divergence of results between analysis techniques,
the need for new tests, considering that even for the cyanobacteria extract there is variation in
this activity depending on the strain of L. infantum evaluated.

Keywords: Cytotoxicity; Visceral Leishmaniasis; Maranhdo.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenga parasitaria endémica em regides
tropicais incluindo o Brasil, causada por Leishmania (Leihmania) infantum, sendo considerada
a forma mais grave da doenca e potencialmente fatal caso néo seja tratada adequadamente.

O arsenal terapéutico para o tratamento limita-se ao antimonial pentavalente como
droga de primeira escolha e a anfotericina B como droga de segunda escolha. Entretanto, devido
aos efeitos colaterais, elevada toxicidade e a ocorréncia de falhas terapéuticas tem se tornado
cada vez mais frequentes estudos sobre variacbes na resposta clinica as drogas utilizadas
atualmente, além da busca por novos compostos naturais como extrato brutos de cianobactérias
encontradas em regides ainda ndo exploradas, como o cerrado maranhense.

As cianobactérias sdo organismos fotossintetizantes que podem ser encontradas em
diversos ambientes no aspecto mundial e apresentam um interesse comercial, farmacéutico e
terapéutico, pois sao responsaveis pela producdo de um grande nimero de bioativos naturais
com diferentes atividades biolégicas, incluindo antileishmanial.

O capitulo | deste estudo, avaliamos o potencial antileishmanial do extrato bruto de
cianobactérias do género Nostoc sp., provenientes da regido do Cerrado - MA, em isolados
clinicos de L. (L.) infantum de uma area endémica visando contribuir para uma possivel
alternativa quimioterapica da doenca, devido ao surgimento de isolados clinicos de Leishmania
sp. com resisténcia medicamentosa.

Devido a necessidade de compreender 0s motivos que possam causar as variagoes
na resposta clinica diante do fenbmeno da resisténcia, seria interessante avaliar a diferenca de
sensibilidade do parasito as drogas utilizadas no tratamento da doenca. Mas além da
sensibilidade da Leishmania existem diversos outros fatores que podem estar envolvidos neste
processo. Diante disso, em anexo neste trabalho apresentamos o artigo submetido na qual
avaliamos a sensibilidade in vitro de isolados obtidos de pacientes com diagndstico positivo
para LV aos principais farmacos utilizados na quimioterapia da doenca. Nos Gltimos anos,
estudos tem mostrado a divergéncia em relacdo a resposta clinica de diferentes espécies de
Leishmania aos medicamentos disponiveis a décadas no mercado.

Portanto, essa dissertacdo possui dados sobre auséncia do efeito citotoxico do
extrato bruto Nostoc sp. e o potencial antileishmanial com a cepa de L. (L.) infantum e os
isolados de pacientes com LV do estado Maranhdo. Destacamos pela primeira vez dados de

extrato bruto de cianobactéerias em relagdo aos isolados clinicos da espécie causadora a doenca
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em nosso estado. Permitindo assim, que outros trabalhos futuros possam ser desenvolvidos e

explorados utilizando estas abordagens.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Leishmaniose: uma doenca negligenciada no mundo

A leishmaniose é uma doenca tropical negligenciada que acomete mais de 350
milhdes de pessoas que vivem em &reas de risco distribuidas em 98 paises. As leishmanioses
afetam principalmente pessoas mais pobres e com maiores dificuldades de acesso aos servigos
de salde basica (WHO, 2019).

Esta doenca é uma zoonose sisttémica causada por diferentes espécies de
protozoarios do género Leishmania, parasitos intracelulares obrigatérios pertencentes a familia
Trypanossomatidae (Kinetoplastida) e transmitidos por flebotomineos durante o repasto
sanguineo. Esses parasitos alternam seu ciclo bioldgico entre hospedeiros vertebrados e
invertebrados e apresentam-se duas formas morfoldgicas principais: promastigotas (Fig. 1 A) e
amastigotas (Fig. 1 B) (REY, 2016).

A
o

NﬁCIE\
Cinetoplasio '

Figura 1: Microfotografia das formas morfolGgicas principais de Leishmania spp. (A) Promastigotas; (B)
Amastigotas. Fonte: Adaptado de Aguiar et al. (2017).

O género Leishmania é dividido em dois subgéneros: Leishmania e Viannia. Os
dois géneros se desenvolvem no intestino do inseto vetor sob a forma promastigota, o que 0s
diferencia € que as espécies pertencentes ao subgénero Leishmania sdo encontradas na por¢ao
anterior do tubo digestivo, enquanto que as espécies do subgénero Viannia se desenvolvem na
porcdo posterior do tubo digestivo do inseto. Ao entrar em contato com o hospedeiro mamifero,
cada espécie dos diferentes subgéneros desencadeia manifestacdes clinicas diversas (FRAGA
etal., 2012).
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Em seres humanos, a leishmaniose pode se manifestar em diferentes formas
clinicas, com graus de severidade: forma cutinea localizada, cuténea disseminada, difusa,
mucocutanea, e a visceral. Além disso, esta doenca pode ser assintomatica nos humanos e

também nos animais que servem de reservatorio para o parasito (AGUIAR et al., 2017).
2.2 Ciclo de Vida do Parasito

Os dois tipos de transmissdo existentes para a leishmaniose visceral séo: ciclo
zoonotico, onde a doenca € transmitida ao homem a partir de um vetor que fez o repasto
sanguineo em reservatério animal e o ciclo antroponoético onde é transmitida de homem para
homem atraves do vetor (SILVA et al., 2013).

A doenga € transmitida por fémeas de insetos do género Lutzomyia (nas Ameéricas) que
ao picar o hospedeiro mamifero inoculam promastigotas metaciclicas, formas flageladas
infectantes para vertebrados. Estas caem na corrente circulatéria e, entdo, sao fagocitadas por
celulas de sistema fagocitico mononuclear, como células dendriticas e também macréfagos.
Estes, diferenciam-se em amastigotas intracelulares, formas arredondadas e com flagelo
internalizado, as quais se multiplicam através de divisdo binaria causando rompimento celular
e infectando novas células, disseminando-se para oOrgdos linfoides (SPATH et al., 2000;
CHAPPUIS et al., 2007).

Durante o repasto sanguineo, o inseto vetor, por sua vez, contamina-se ao ingerir células
parasitadas por amastigotas, e dentro do tubo digestério do inseto se transformam em
promastigotas prociclicas que aderidas ao epitélio iniciam uma intensa atividade
multiplicadora, por divisdo binaria (REY et al., 2001).

Apos alguns dias, os parasitas migram para o es6fago do vetor e se diferenciam em
formas infectantes para o hospedeiro vertebrado, denominadas de promastigotas metaciclicas,
gue obstruem o canal alimentar do inseto, que durante um novo repasto sanguineo, ao sugar o

sangue de um novo hospedeiro vertebrado, reiniciando o ciclo (BATES et al., 2015) (Figura 2).
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Figura 2: Ciclo bioldgico do protozoario Leishmania sp. Fonte: CDC

https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology

2.3 Epidemiologia

A leishmaniose é uma doenca de grande importancia em salide publica, devido a
sua ampla distribuicdo pelo territério mundial e também nacional, onde a ocorréncia de formas
clinicas graves e dificuldades de diagnostico e de tratamento das mesmas (WHO, 2017).

Trata-se de uma doenca que afeta, principalmente, a populacdo pobre da Africa,
Asia e América Latina, estd diretamente relacionada a ma nutricdo, moradias precarias,
migracao populacional e deficiéncias imunologicas. Segundo dados da OMS (2020), 97 paises
e territorios sdo endémicos para leishmaniose, e de acordo com os casos relatados em 2018,
253.435 novos casos de Leishmaniose Cutanea (LC) e 17.223 novos casos para Leishmaniose

visceral (Figura 3).


https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology
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Figura 3: Distribuicdo de paises com alta prevaléncia de leishmaniose visceral, com base nos dados relatados para
a OMS em 2018. Fonte: WHO, 2020.
Nas américas, a LV é endémica em 12 paises e no periodo de 2001-2017 foram

registrados 59.769 casos novos, resultando em uma a média de 3.516 casos por ano. Cerca de
96% (57.582) dos casos foram reportados somente no Brasil (Figura 4), entretanto, paises como
Argentina, Colémbia, Paraguai e Venezuela também apresentam casos notificados. Por outro
lado, alguns paises da América Central, como Honduras e Guatemala, que antes reportavam
casos esporadicos de LV, nos Gltimos 3 anos apresentaram um aumento significativo de casos
e expansao geografica da doenca (OPAS, 2019).

Inicialmente, a LV ocorria apenas em areas rurais e peri-urbanas, mas, atualmente
esta presente nas cinco regides do Brasil. Tem-se que em 26 anos de notificacdo (1990-2015),
0s casos de LV somaram 81.722 casos, sendo 52,3 % deles ocorreram nos estados da Bahia,

Ceara, Maranh&o e Piaui (Brasil, 2017).
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Figura 4: Indicador composto de Leishmaniose Visceral, sendo estratificagdo de risco nas américas, Brasil e
maranh&o, 2015-2017. Fonte: SisLeish-OPS/OMS:2019.

O estado do Maranhdo apresenta-se como endémico para LV, visto que a doenca
esta presente em todas as mesorregides do estado (Figura 4), possuindo elevado nimero de
municipios que apresentam transmissao intensa da doenca (COUTINHO et al., 2012). Entre 0s
municipios com maior numero de notificagdes destacam-se: Sao Luis (1.702 casos), Imperatriz
(475 casos), Caxias (323 casos), Barra do Corda (171 casos) e Acailandia (134 casos) (SOUSA
et al., 2020). Diante disso, Sdo Luis tornou-se a quarta capital do pais e a terceira do nordeste
com o maior numero de notificacbes de casos de LV entre 2008 a 2017 (SOUSA et al., 2020).
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Figura 5: Distribuicéo de casos confirmados de leishmaniose notificados no estado do Maranhdo entre os anos de
2008 a 2017. Fonte: Ministério da Saude/SVS — Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo — Sinan Net.
Adaptado (Sousa et al., 2020).

A llha de S&o Luis também responde por um importante parcela do nimero de casos

da doenca no estado. Em relacdo ao nimero de notificacdes da doenca no estado, somente em
2017 foram confirmados 831 casos, acometendo principalmente criancas de 1-4 anos de idade
seguido de individuos com faixa etaria entre 20-39 anos (SINAN, 2018).

Os principais determinantes epidemioldgicos da leishmaniose nos grandes centros
sdo: convivio muito proximo homem/reservatorio(cdo), aumento da densidade do vetor,
desmatamento acentuado e o0 constante processo migratorio. Sendo importante destacar o
conhecimento da doenca uma &rea endémica de leishmaniose, as taxas de infeccdo por
Leishmania e as espécies parasitas circulantes na regido (LISBOA et al., 2016).

O estudo publicado por Furtado et al. (2015) analisou a distribuicdo espago-
temporal dos casos de leishmaniose visceral no estado do Maranhdo de 2000 a 2009, apontando

0 municipio de Caxias, Barra do Corda, Imperatriz e Presidente Vargas com as maiores
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incidéncias. As informagGes foram coletadas a partir do banco de dados do Sistema de
Informacédo de Agravos e notificacdo (SINAN) da Secretaria de Estado da Satde do Estado do
Maranh&o. Isso demonstra que as atuais medidas de controle estdo sendo insuficientes, seja por
controlar a LV nas areas endémicas, seja para prevenir a ativacdo ou reativacdo de focos em

areas até entdo consideradas endémicas.
2.4 Leishmaniose Visceral

Dentre as manifestacdes clinicas, a leishmaniose visceral (LV), também conhecida
como calazar, é caracterizada como uma doenca infecciosa de carater zoonotico, causada por
L. (L.) infantum (sindnimo de L. chagasi) (FERREIRA-PAES et al., 2020; GUALDA et al.,
2015).

A LV resulta em uma infeccdo sistémica e progressiva, o periodo de incubacéo do
parasita varia dependendo da suscetibilidade do hospedeiro. Em humanos, ocorre de 10 a 24
meses acometendo o sistema reticulo-endotelial e 6rgdos linfoides, como o baco, figado e a
medula déssea. Os sintomas clinicos incluem febre, anemia, leucopenia, hepatoesplenomegalia,
hipergamaglobulinemia e caquexia (Figura 5), podendo causar imunossupressao, tornando o
hospedeiro susceptivel as infecgdes secundarias e pode ser letal, se ndo tratada de forma
adequada (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

Em area endémica, uma pequena propor¢do de individuos, geralmente criancas,
podem apresentar um quadro clinico discreto, de curta duracdo, aproximadamente 15 dias, que
frequentemente evolui para cura espontanea (forma oligossintomatica) (Figura 5)
(SUGAWARA;NIKAIDO, 2014).

Figura 6: Sintomas da LV. (A) paciente em fase aguda; (B) paciente com hepatoesplenomegalia; (C) paciente

com LV na forma oligossomatica. Fonte: Ministério da Saude, (2014).

Os determinantes para a manifestacdo clinica a espécie do parasito e o estado
imunoldgico do hospedeiro. Em geral, pacientes imunossuprimidos, criangas e idosos tendem
a ser afetados de forma mais intensa e sdo mais susceptiveis ao desenvolvimento da forma

visceral da doenca, mas a espécie e a cepa do parasito € um dos principais fatores que
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determinam isso (SUNDAR et al., 2018), existindo inUmeros relatos de pacientes
imunocomprometidos com leishmaniose, sendo a maioria dos casos descritos na literatura entre
individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) (HENN et al., 2018).

O virus HIV e a Leishmania compartilham um mecanismo imunopatologico que
compromete as células do sistema mononuclear fagocitario promovendo a replicacdo de ambos
os patogenos (ANDREANI et al., 2012). Em geral, esses pacientes com HIV/LV respondem
pouco ao tratamento e apresentam altas taxas de recidivas. Diante dessa realidade, percebe-se
0 aumento da vulnerabilidade do paciente a doenga, aumentando o desafio para o tratamento
adequado dos pacientes com as poucas opgdes terapéuticas disponiveis (LINDOSO et al.,
2018).

2.5 Tratamento da Leishmaniose Visceral

Atualmente, ndo ha vacina eficaz e protetora contra a leishmaniose. Assim, a
quimioterapia é a principal forma de controle para o tratamento dessas doengas. No entanto, 0s
medicamentos utilizados no tratamento apresentam baixo sucesso clinico, elevada toxicidade,
inimeros efeitos colaterais e alto custo (KEVRIC et al., 2015).

No Brasil, as drogas disponiveis para o tratamento da LV sdo o antimdnio
pentavalente (SbY) Antimoniato de Meglumina (Glucantime®) e formulagdes de Anfotericina
B(AmB). A escolha de cada um deles devera considerar a faixa etéria, presenca de gravidez e
comorbidades (BRASIL, 2017).

O SbY tem a vantagem de poder ser administrado em nivel ambulatorial o que
diminui os riscos relacionados a hospitalizacdo. Os antimoniais pentavalentes atuam como pro-
farmacos, devido a clivagem do composto pentavalente para trivalente no interior do
macrofago. Estes interferem na bioenergética das formas amastigotas de Leishmania, inibindo
a glicolise e oxidacdo de 4&cidos graxos, entretanto, outros mecanismos ainda néo
compreendidos podem estar envolvidos (SINGH et al., 2014).

Os farmacos de segunda escolha incluem a Anfotericina B, Pentamidina,
Paramonicina e Miltefosina. A AmB € um antibiotico poliénico, derivado de uma cepa de
Streptomyces nodosus, também utilizados em doencas fungicas, e que se mostrou bastante
eficaz contra formas promastigotas e amastigotas de Leishmania (RATH et al., 2003). O
medicamento possui, portanto, um mecanismo de acdo em Leishmania intra e extracelular
atraveés de uma interferéncia no episterol precursor do ergosterol, causando danos a membrana
plasmatica do parasito. Porém, é bastante toxica com varios efeitos colaterais como febre,

vOmitos, anemia e problemas cardiacos (MISTRO, 2016).
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A AmB ¢ a (nica opgdo no tratamento de gestantes, coinfectados com HIV e de
pacientes que tenham contraindicagfes ou que manifestem toxicidade ou refratariedade,
relacionada ao uso de Sh¥. A AmB convencional (desoxicolato) € significativamente mais
eficaz que o ShY, mas esta associada a altas taxas de nefrotoxicidade (MISTRO et al., 2016).

Dessa forma, o uso de formulagdes alternativas como a AmB lipossomal, que
possui mecanismo de acdo idéntico ao da AmB desoxicolato, porém com formulacéo
encapsulada dentro de lipossomos. Esta droga é altamente eficaz, mas o custo ¢ alto para ser
uma opcdo vidvel de tratamento nos paises em desenvolvimento, porém com meia-vida
circulante mais curta e menos toxica (ALMEIDA et al., 2017). O tratamento recomendado € de
1mg/Kg/dia com aplicagdo intravenosa ou intramuscular, o que exige internagdo do paciente
(BRASIL, 2017).

Na américa latina, o tratamento realizado nem sempre resulta na cura clinica. Nos
ultimos anos, foram realizados estudos para avaliar a eficacia dos farmacos para o tratamento
de LV. Os estudos demonstram baixa suscetibilidade para o antimbnio pentavalente e
anfotericina B in vitro e in vivo em L. (L.) infantum (syn. Leishmania chagasi) e L. donovani
(SUBBA et al., 2012; MAIA et al., 2013; KARIYAWASAN et al., 2019).

Porém, as estratégias atuais para controlar a LV ainda séo ineficientes, apresentando
resisténcia aos medicamentos que envolvem fatores genéticos e imunol6gicos do hospedeiro,
assim como aspectos da biologia do parasito, como a tolerancia a uma determinada droga e 0
fenotipo de resisténcia (SERENO et al., 2019).

Por isso, a necessidade de buscar novas alternativas para uma possivel combinacéo
terapéutica que obtenha uma atividade antileishmanial promissora visando o uso de extratos
naturais de cianobactérias e a diversidade de seus compostos bioativos em varias regides

inexploraveis.
2.6 Cianobactérias e seu amplo potencial bioldgico.
2.6.1 Cianobactérias

As cianobactérias sdo um grupo diverso de procariontes fotossintetizantes que
apresentam estratégias celulares, mecanismos fisiologicos e adaptacdes que permitem a
colonizagdo de diversos ambientes aquéticos e terrestres. Diante disso, esses microrganismos
assumem formas variadas e frequentemente habitats extremos como por exemplo, as fontes
termais (CASSIER-CHAUVAT et al., 2017).
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Estes microrganismos também s&o conhecidos como algas verde-azuladas e
possuem a forma de células individuais, colénias ou filamentos, e mesmo sendo microscopicas,
podem ser visualizadas quando estdo aglomeradas com inimeros individuos da mesma espécie
(COSTA et al.,, 2018). Elas também estabelecem mecanismos celulares que as tornam
adaptaveis a mudancas ambientais e obtém um crescimento rapido, dependendo de variacbes
nos niveis de nutrientes, fatores bioticos, mudancas climaticas ou aquecimento global
(SUKENIK et al., 2012; PAERL et al., 2012; CATHERINE et al., 2013).

As cianobactérias sdo conhecidas pela producdo de uma variedade de bioativos
naturais. Os compostos bioativos sdo moléculas biologicamente ativas que afetam o organismo
vivo, tecido ou célula de forma benéfica ou prejudicial (COSTA et al., 2018). Os extratos de
cianobactérias contendo 0s compostos bioativos, como proteinas, lipidios, polissacarideos,
o6leos, vitaminas, terpenos, polifendis, carotenoides que exibem diversas propriedades com
potenciais atividades bioldgicas (SINGH et al., 2011). Dentre estes, inclusive a presenca de
toxinas potentes, por exemplo, microcistinas, anatoxinas e saxitoxinas, que causam maleficios
para a satde humana, sendo assim alvo de monitoramento ambiental para controle de florac6es
toxicas (BURATTI et al., 2017; HUMBERT et al., 2017; PAERL et al., 2013), por outro lado
estas toxinas representam oportunidade promissora para diversas aplicagdes, inclusive para o
desenvolvimento de drogas (ZANCHETT et al., 2013).

Abordagens gendmicas recentes tém sido importantes na elucidagcdo das vias
implicadas na biossintese de produtos naturais por microrganismos fotossintetizantes; onde as
numerosas vias biosintéticas desenvolvidas para produzir metabolitos remetem a sua ampla
diversidade estrutural (CASSIER-CHAUVAT et al., 2017).

Grande parte das moléculas cianobacterianas ativas sdo consideradas como sendo
produzidas através de peptideos ndo ribossomais (NRP) ou das vias biossintéticas hibridas de
policetideo -NRP, ou pela sintese ribossomal de pré-peptideos modificados pds — traducao
(RiPP) (WASE e WRIGHT, 2008; MICALLEF et al., 2015). Estas analises genémicas
demonstraram que a diversidade dos metabolitos conhecidos € apenas uma parte do verdadeiro

potencial das cianobactérias.

2.6.6.1 Género Nostoc

O género Nostoc, pertencente a familia Nostocaceae, foi inicialmente relatado no
século 19, e ainda hoje apresenta uma taxonomia desafiadora. A natureza polifilética do mesmo

resulta em frequentes revisGes taxondémicas de espécies e a reclassificacdo em novos géneros:
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Mojavia, Desmonostoc Halotia, Aliinostoc, Komarekiella e Desikacharya. (SINGH et al., 2020;
KOMAREK et al., 2014). Aproximadamente 300 espécies ja foram descritas ao redor do
mundo, apresentando uma consideravel faixa de caracteristicas morfologicas interessantes e
adaptacdes ecoldgicas muito diversas (SINGH et al., 2020).

As cianobactérias do género Nostoc, de maneira simplificada, sdo filamentosas
heterocitadas, caracterizadas por tricomas isopolares unisseriados, com células divididas
perpendicularmente ao eixo do tricoma (KOMAREK et al., 2014). Elas podem ser encontradas
em diversas regides geograficas como em areas polares a tropicais, podendo colonizar desertos,
semi-desertos, pastagens secas e superficies rochosas (ABOAL et al., 2010). S&o encontradas
nos solos ou em associagfes simbioticas com plantas e fungos (cianoliquens), mas também em
ambientes aquaticos, de &gua doce ou marinhos, vivendo na forma livre ou associado a esponjas
marinhas (FIDOR et al., 2019).

Os microrganismos fotossintetizantes do género Nostoc possuem a habilidade de
fixacdo de carbono atmosférico e de nitrogénio. No solo, podem regular o pH, aumentar a
concentracdo de carbono e nitrogénio, reduzir a quantidade de soédio em ambientes de alta
salinidade, auxiliar na degradacdo de agrotoxicos e reduzir a contaminacdo por metais pesados
como cobre (SINGH; PANDEY; SINGH, 2011). Alguns isolados sdo caracterizados como
produtores de metabolitos secundarios, incluindo peptideos, policetideos e alcaldides
(DITTMANN et al., 2015). Diante da ampla diversidade taxonémica, gendmica e quimica ainda
por explorar, é possivel a descoberta de um maior nimero de cianobactérias relacionadas a este
género que possam apresentar compostos bioativos com beneficios para distintas atividades

bioldgicas.

2.6.2 Propriedades dos compostos bioativos de cianobactérias.

Um grande nimero de compostos presentes em cianobactérias tem se destacado no
mercado comercial, pois sdo aplicados em muitas atividades com fins diversos, tais como:
enzimas, antioxidantes, biopigmentos, marcadores fluorescentes, exopolissacarideos (s&o
empregados gelificantes, emulsificantes, floculantes e hidratantes), farmacos e diferentes
nutrientes, como determinadas vitaminas e proteinas, minerais, lipidios e carboidratos
(DEMAY et al., 2019; OTERO & VINCENZINI, 2003).

Outras possiveis aplicagdes terapéuticas com destaque comercial utilizando
cianobactérias sdo diversificados, envolvendo a reducéo da hipercolesterolemia (HAMIDAH
et al., 2009), efeito antidiabetogénico (CINGI et al., 2008), efeito anti-hipertensivo (LU et al.,
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2010), modulador do sistema imunolégico (RAVI et al., 2010), regulador da resposta alérgica
(CINGI et al., 2008), aumento da absorcdo intestinal de vitaminas e minerais, aumento dos
lactobacilos intestinais (BELAY et al., 1993), auxilio ao tratamento contra obesidade
(ARAUJO et al., 2003) e reducdo da nefrotoxicidade e hepatoxicidade por metais pesados e
medicamentos (MOHAN et al., 2006).

A utilizacao destes microrganismos como alimento também possui importancia por
varios séculos, destacando-se algumas espécies do género Nostoc, na Asia, e Spirulina na Africa
pelos Kanembous, no México pelos astecas e também foi utilizada como fonte de alimento e
suplemento primordial em programas espaciais da NASA — National Aeronautics and Space
Administration — agéncia do Governo americano encarregada de pesquisa e desenvolvimento
de exploracdo espacial (BERTOLDI et al., 2008; SHWETA et al., 2011; PONCE, 2014).

Em paises desenvolvidos, o género Spirulina esta sendo utilizada como racgéo
animal, complementac&o alimentar e também na industria cosmética(OLIVEIRA et al., 2013).
O género Nostoc possui uma tradicdo milenar para habitantes dos Andes, fornecendo um étimo
suplemento nutricional, sendo usado em paises como Equador, Peru e Bolivia, inclusive no
Norte do Chile. Além disso, em regides semiaridas da China e Mongdlia foi considerada uma
iguaria, mas devido a exploracdo excessiva e alta procura diminuiram sua comercializa¢do
(PONCE, 2014).

Além de fins nutricionais e terapéuticos , as cianobactérias sdo reconhecidas por
sua importante fonte de metabdlitos secundarios com atividades bioldgicas descritas na
literatura, como atividades antibacterianas, antifungicas, anticancerigena e imunossupressora,
anti-inflamatoria e atividades citotdxicas (GUPTA et al., 2013; SHAH et al., 2017). Além de
apresentarem propriedades inibitoria de proteases e de canais de ions de calcio, como
lipopeptideos, aminoacidos, acidos graxos, macrolideos e antiprotozoaria (SINGH et al., 2011;
COSTA etal., 2014).

Esses mesmos metabdlitos secundarios podem estar relacionados com a tolerancia
ambiental, interacBes bioldgicas, saude humana (antioxidantes, vitaminas, antibacterianos,
antifangico, antiviral, toxinas) (NARAINSAMY et al., 2016; SALVADOR-REYER e
LUESCH, 2015).

Dentre estes compostos bioativos séo isolados dos grupos de Oscilatoriales (49%),
seguidos por Nostocales (26%), Chroococcales (16%), Pleurocapsales (6%) e Estigonematales
(4%). As cianobactérias como Anabaena, Nostoc, Microcystis, Lyngbya, Oscillatoria,
Phormidium e Spirulina s&o responsaveis pela producdo de inimeros compostos de alto valor,

como peptideos, policetideos, alcaldides, carotenoides, &cidos graxos, lipopeptideos,
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polissacarideo, terpenos e outros compostos bioativos com atividades bioldgicas variadas

(OFTEDAL etal., 2010; SHAH et al., 2017) (TABELA 1).

Tabela 1. Grupos de cianobactérias com descricdo na literatura de importantes atividades

bioldgicas na area das Ciéncias da Saude.

Cianobactérias Bioatividade Referéncia
Allinostoc sp. Cicatrizante DEMAY etal., 2021
Anabaena cylindrica Antifangico VESTOLA etal., 2014
Aulosira sp. Antifangico SHISHIDO et al., 2020
Caldora penicilata Antitumoral GUNASEKERA et al., 2016
Cyanobium sp. Antioxidante

Anti-inflamatorio

Nao citotdxico

PAGELS et al., 2020

Anticancer

SILVA- STENICO et al., 2013

Fischerella sp. Antibacteriana

antimicrobiana

SHISHIDO et al., 2020

Leptolyngbya sp. Antiprotozoaria VINING et al., 2015
Lyngbya majuscula Citotoxicidade GUNASEKERA et al., 2008
Antifangico TAN et al., 2010
Nostoc sp. Antileishmanial SANCHEZ et al., 2010

Antiprotozoaria

Anticancer

SHISHIDO et al., 2019

Anti-inflamatério

DEMAY etal., 2021

Nodosilinea (Leptolyngbya) Combate a psoriase LOPES et al., 2020
antarctica
Oscilatoria sp. Antibacteriana SILAMBARASAN ¢ ABRAHAM et

al., 2011

Antiprotozoaria

OGAWA et al., 2017

Aumento da absor¢do de vitaminas
e minerais
Melhora do sistema imune

Spirulina platensis

BELAY etal., 1993

Regulacédo da resposta alérgica

CINGI et al., 2008
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Synechocytis sp. Antibacteriana COSTA etal., 2016

Estudos relatam a utilizacdo de cianobactérias do género Lyngbya produzindo
lipopeptideos com atividade citotoxica e antimitotica (GUNASEKERA et al., 2008), além de
atividades antibacteriana e antifingica dos extratos hidrofobicos de cianobactérias filamentosas
dos géneros Oscillatoria, Lyngbya e Phormidium (SILAMBARASAN e ABRAHAM et al.,
2011).

Vérios compostos isolados de cianobactérias, mostraram uma atividade potente
contra varias linhagens de células cancerigenas, como por exemplo a milnamida B (1C50= 0,15
ng/ mL contra MDA -MB — 435), apratoxina F (IC50= 2 nM contra H — 460), apratoxina E
(IC50= 21, 72 e 59 nM contra HT29, HelLa e U29S, respectivamente) e outros (NEGI et al,
2017). E extratos de Cyanobium sp., Nostoc sp. e Oxynema sp. ja foram previamente descritos
como tendo atividade anticancer em diversos tipos de células e também para induzir apoptose
da linhagem de células leucémicas (SILVA- STENICO et al., 2013; SHISHIDO et al., 2019).

Em um esfor¢o para encorajar o desenvolvimento de tratamentos eficaz e acessivel
para as doencas negligenciadas, incluindo a leishmaniose, o Grupo de Biodiversidade
Cooperativa Internacional do Panama (ICBGa) obteve o isolamento de cinco classes de
compostos antiprotozodrios de cianobactérias. Dentre esses, o inibidor de protease
nostocarbolina, um alcaldide isolado de Nostoc sp. Que apresentou atividade contra
Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, L. donovani e Plasmodium falciparum com valores
de IC50 variando de 0,5 a 0,194mM (SANCHEZ et al., 2010).

Kumar et al., (2013) selecionaram dois extratos brutos de cianobactérias de
diferentes habitats com atividades antifungicas e antileishmanial. Os resultados obtidos
indicaram alteragdes na morfologia celular e na motilidade, sendo o extrato bruto natural,
potente contra as formas amastigotas da L. donovani, por isso 0 conhecimento de recurso de
microrganismos pode levar a uma descoberta de biomoléculas de interesse.

Conforme as informacdes relatadas, torna-se interessante a investigacdo de novos
compostos naturais provenientes de cianobactérias oriundas da regido maranhense, com
possiveis potenciais antileishmaniais, visando contribuir para uma quimioterapia, devido ao
surgimento de isolados clinicos de Leishmania sp. com resisténcia medicamentosa,

principalmente em &reas endémicas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Testar a atividade antileishmanial do extrato de cianobactéria Nostoc sp. e avaliar a
sensibilidade a farmacos em isolados clinicos de Leishmania (L.) infantum obtidos de pacientes

com LV do estado Maranhdo.
3.2 Especificos

% Obter e identificar as cepas de Leishmania spp. a partir de isolados clinicos dos

pacientes com LV,

% Avaliar a sensibilidade in vitro ao antiménio pentavalente e anfotericina B nas formas

amastigotas intracelulares de Leishmania (L.) infantum;

% Avaliar a atividade antileishmanial do extrato bruto de cianobactéria do género Nostoc
nas formas promastigotas e amastigotas intracelulares de Leishmania (L.) infantum;

 Avaliar a atividade citotoxica do extrato bruto de cianobactéria do género Nostoc sp.

em macr6fagos murinos.
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Resumo

Leishmaniose é uma doenca endémica em varios paises tropicais, sendo a quimioterapia a
principal medida de controle. Essa se baseia em um numero restrito de medicamentos, com alta
toxicidade e variagdo da resposta entre pacientes. Diante disso, identificar novos compostos
naturais com acgéo antileishmanial tem sido foco de muitas pesquisas, incluindo cianobactérias
como organismos fotossintetizantes, responsaveis pela producdo de compostos bioativos com
atividade antiparasitaria. Desse modo, o presente estudo avaliou o potencial antileishmanial e
citotoxico do extrato bruto de cianobactéria do género Nostoc sp. GBBBOL proveniente da
regido da Chapada das Mesas, Cerrado, Maranhéo, Brasil. A citotoxicidade do extrato foi
avaliada por tratamento in vitro de macrofagos peritoneais de camundongos, sendo a resposta
medida por citometria de fluxo. Ja a atividade antileishmanial foi testada em formas
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promastigotas e amastigotas de cepa referéncia e isolados clinicos de Leishmania (Leishmania)
infantum, utilizando concentragdes crescentes do extrato bruto, sendo efeito mensurado por
contagem direta, alteraces morfologicas do parasito e citometria de fluxo. Os resultados
indicaram que o extrato ndo induziu efeito citotoxico em macrofagos peritoneais nas condigdes
testadas. Na avaliacdo por citometria de fluxo da atividade antileishmanial do extrato bruto, néo
foram observadas diferencas estatisticamente significativas nos tratados em relagdo ao controle
sem tratamento. Entretanto, na analise por contagem direta do parasito, houve diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) com redugdo no nimero de parasitos quando tratada
com extrato bruto, em comparagdo ao controle sem tratamento, especialmente nas maiores
concentracdes testadas. Esse resultado foi confirmado com a andlise dos parametros
morfologicos do parasito, onde observou-se visualmente uma diminui¢do na quantidade de
parasitos, rosetas (aglomerados de Leishmania infantum) e a presenca de formas arredondadas
do parasito nas maiores concentracdes testadas do extrato. Em relacdo a atividade
antileishmanial em amastigotas intracelulares somente para o isolado clinico
MHOM/BR/20018/ASFF-MA foi possivel obter um valor de ICso (488.2ug/mL),
demonstrando atividade antileishmanial do composto natural testado. Dessa forma, pode-se
destacar que o extrato bruto de cianobactéria do género Nostoc sp. GBBBO01 apresentou
atividade antileishmanial, no entanto sera preciso obter informacdes sobre o tipo de morte
celular induzido pelo mesmo, para direcionar o ensaio e assim avaliar sua bioatividade. O
extrato também ndo apresentou atividade citotdxica, podendo assim, ser testado para avaliar
outras atividades bioldgicas. Este é o primeiro relato de auséncia de citotoxicidade e atividade
antileishmanial de um extrato bruto de cianobactéria proveniente do Cerrado Maranhense.

Palavras-chaves: cianobactérias, Leishmaniose visceral, Maranhdo.

Introducéo

A leishmaniose visceral (LV) nas américas é causada por Leishmania (Leishmania)
infantum (sinbnimo de L. chagasi), configurando-se como uma doenca tropical negligenciada,
potencialmente fatal ao homem caso ndo tratada[1]. No continente americano, a maioria dos
casos acontece no Brasil, ocorrendo nas cinco regides do pais, incluindo o Maranh&o, area de
importante endemia [2].

O controle da doenca se da atualmente atraves da quimioterapia, contudo assim como em
outras doencas tropicais, o arsenal terapéutico é bastante limitado [3]. No Brasil, a droga de
primeira escolha utilizada para o tratamento da LV é o Antimoniato de Meglumina e
Anfotericina B, como segunda escolha, nos casos com comorbidades especificas [4,5]. Esses
medicamentos apresentam alta toxicidade, além da descri¢do de pacientes ndo responsivos, que

pode ser devido a diferenca de sensibilidade do parasito aos farmacos [6,7]. Dessa forma,



42

tornou-se necessario buscar e identificar novos compostos naturais com acéo antileishmanial
[8,9].

Dentre os compostos naturais, podemos destacar aqueles produzidos por cianobactérias,
organismos procariontes fotossintetizantes, produtores de um grande numero de metabolitos
bioativos naturais, tais como: alcaloides, carotenoides, lipopeptideos, terpenos e outros com
inimeras atividades bioldgicas [10]. Os compostos bioativos de organismos do género Nostoc
sp. apresentam diferentes atividades bioldgicas, tais como: anticancer, anti-inflamatorio,
cicatrizante e antiprotozoaria [11,12,13,14], sendo esse grupo promissor na investigacdo de
biomoléculas ativas que podem ser utilizadas para fins terapéuticos.

O Bioma Cerrado presente no Maranhdo, Brasil abriga uma enorme diversidade de
cianobactérias [15] com potencial in silico para producdo de compostos que poderdo ser
utilizados na terapia de doencas tropicais, particularmente leishmaniose, mas ainda muito pouco
explorada [16]. Nesse sentido, e até 0 momento, ndo existem estudos correlacionando o extrato
de cianobactérias da regido com possiveis atividades bioldgicas.

Dessa forma, neste trabalho, avaliamos o potencial antileishmanial do extrato bruto de
cianobactérias do género Nostoc sp., do Bioma Cerrado, Maranhdo, Brasil em uma cepa de
referéncia e isolados clinicos de L. (L.) infantum provenientes de pacientes com Leishmaniose
visceral (LV) dessa mesma regiéo, visando contribuir com alternativas para a quimioterapia da

doenca, principalmente em areas endémicas.

Metodologia
Aspectos éticos e obtencao dos isolados clinicos

Os isolados clinicos de pacientes diagnosticados com leishmaniose visceral, provenientes
de um Centro de Referéncia em Doengas Infectocontagiosas, Sado Luis, MA, foram obtidos
através de aspirado de medula 6ssea. Todos os isolados eram oriundos de pacientes que nao
foram expostos ao tratamento prévio. Os parasitos foram isolados através de diluicdo seriada
do aspirado em placa de 24 pocos e em seguida foram congelados a -80°C para posterior
utilizacdo. Os isolados estdo disponiveis no biorrepositorio do Laboratério de Genética e
Biologia Molecular (LabGeM/UFMA\) e o projeto de pesquisa foi aprovado pelo comité de ética
do Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo (HU/UFMA) sob N°
2.793.599.

Cianobactéria e Obtenc¢do dos Extratos Brutos
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Nostoc spp.GBBBO1 foi isolada de uma cachoeira no Parque Nacional da Chapada das
Mesas, regido de Carolina, Maranhdo — MA (S07°02.6575 W047°30.4508), e faz parte da
colecdo de microrganismos do Grupo de Pesquisa em Biodiversidade, Bioprospecgdo e
Biotecnologia (GB3, isolados GBBB) do Laboratorio de Genética e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Maranhdo. A linhagem utilizada possui cadastro no SISGEN
(AACECG6D).

O preparo do extrato bruto foi realizado segundo protocolo adaptado de (Shishido et al.,
2015) [17] para organismos fotossintetizantes. Para um tubo plastico de 2mL foi transferido
100mg de células liofilizadas, beads de vidro (0,5 mm glassbeads. Scientific Industries INC,
part SI-BGO5) e adicionado 1mL de metanol (MeOH 100%). Homogeneizou-se as amostras
por 5 minutos a 3000 rpm em temperatura ambiente usando um shaker (Multi Mixer KASVI
k40 — 10208).

As amostras foram entdo centrifugadas (Hsiangtai-DCD 2000) novamente a 10.000rpm
durante 5 minutos, o sobrenadante foi coletado em um tubo Eppendorf de 1,5 mL, e sonicado
por 2min a 40 kHertz (Sonicador Ultracleaner 1400 A), e em seguida congelados com
nitrogénio liquido. Como etapa final as amostras foram liofilizadas (Liofilizador k105
LIOTOP) por 72 horas. As amostras, agora denominadas extrato bruto, foram solubilizadas em
DMSO para preparo de uma solugéo estoque com concentracao final de 100 mg/mL (100mg de

celulas secas por mL de DMSO absoluto).

Atividade do extrato do género Nostoc sp. sob formas promastigotas da cepa referéncia
de L. (L.) infantum por citometria de fluxo

A atividade do extrato contra a cepa referéncia de L. (L.) infantum (MHOM/BR/74/PP75)
foi avaliada utilizando a citometria de fluxo. O protocolo utilizado foi previamente descrito por
Alianca et al., (2014) [18]. Em uma placa de 96 pocos, 0s parasitos com meio de cultura foram
adicionados em uma densidade de 2x10° promastigotas por pogo, em uma série com
concentracdes decrescentes do extrato bruto de Nostoc sp. (GBBBO01), com a adic¢éo da solugéo
estoque para concentracdo final de 500 pug/mL (0,5%), 250, 125, 62.50, 31.25, 15.60, 7.81
png/mL) durante 24 horas a 25°C.

Como controle negativo, foram utilizadas Leishmanias suspensas em meio de cultura
marcadas com iodeto de propideo (PI). Para controle positivo, parasitas foram marcados apos
serem inativados com metanol gelado, e um segundo controle positivo foi utilizado com a

adicdo de 250mM de Anfotericina B. Pogos contendo apenas parasitas ndo marcados foram
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usados para calibragdo do citdmetro de fluxo Guava® easyCyte™ HT System (modelo

easyCyte™ 8 (Luminex, India).

Apbs o periodo de incubacédo do bioensaio, o conteddo de cada poco foi transferido para
microtubos 1,5mL e levados para a centrifuga (Eppendorf 5804 R) a 2000xg por 10 minutos a
4°C. Logo depois, foram ressuspendidas em 80 uL de PBS 1X e foi adicionado aos pogos 20uL
de iodeto de propideo (IP, 50ug/mL) — concentragdo final no pogo de 10ug/mL) e incubados
por 15 minutos a temperatura ambiente e protegida da luz. Em seguida, adicionou-se aos pogos
100 uL de PBS 1X e todas amostras foram transferidas para uma placa de 96 pogos compativeis

com o citdmetro de fluxo.

Para andlise das amostras no equipamento, foi feito um gate na regido referente aos
parasitas com captura de 10.000 eventos por poco. A taxa de morte foi analisada pela
fluorescéncia vermelha emitida pelo IP complexado ao DNA das células mortas ao ser excitado
pelo laser azul (488nm). Todos os testes foram realizados em triplicata e 0os experimentos

repetidos no minimo duas vezes.

Atividade do extrato do género Nostoc sp. (GBBBO01) sob formas promastigotas da cepa
referéncia de L. (L.) infantum por contagem direta

A atividade do extrato contra a cepa referéncia de L. (L.) infantum (MHOM/BR/74/PP75)
foi avaliada utilizando a contagem direta. O protocolo utilizado foi previamente descrito por
Fumarola et al (2004) [19]. Os parasitos foram plaqueados a uma densidade de 2x10°
promastigotas/poco e incubados em uma série crescente do extrato bruto de Nostoc sp.
(GBBBO01) (500, 250, 125, 62.50, 31.25, 15.60, 7.81 pg/ mL) durante 24 horas a 25°C,
utilizando como droga controle a anfotericina B.

Apbs o periodo de incubacdo, a viabilidade dos parasitos foi determinada através da
contagem direta das formas promastigotas viaveis em cdmara de Neubauer e visualiza¢do no
microscopio optico invertido Axiostar plus (Zeiss). Todos os testes foram realizados em
triplicata e os experimentos repetidos no minimo duas vezes.

Simultaneamente, também foram analisados alguns parametros morfologicos do parasito
tratado em diferentes concentragcOes do extrato (500 a 7.81 pg/ mL) em comparagéo ao parasito
sem tratamento. Apos 24 horas de tratamento, foi realizado a dilui¢do 1:10 de cada pogo em
camara de Neubauer, com a definicdo de alguns parametros morfologicos, como motilidade,
preservacédo das formas alongadas, formas arredondadas, formagéo de rosetas, aglomerados de

parasitas mortos. A visualizacdo foi feita no microscopio éptico invertido Axiostar plus (Zeiss)
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e as imagens obtidas em camera digital modelo AxioCam ERc 5s no Laboratério de Genética
e Biologia Molecular - LabGeM/UFMA.

Citotoxicidade do extrato bruto de Nostoc sp. (GBBB01) em macrofagos murinos

Foram obtidos macrofagos murinos de camundongos Swiss doados de animais excedentes
do biotério (descarte de carcagas), seguindo as diretrizes do CONCEA (Diretrizes de Eutanésia
e DBCA).Os macréfagos foram coletados por lavagem peritoneal e transferido para um tubo de
centrifugacdo de 50mL refrigerado. Os macrofagos foram centrifugados a 4°C, 1500 rpm por
15 minutos e o pellet suavemente ressuspenso em 10mL de meio RPMI 1640 suplementado.
As células foram plaqueadas a uma densidade de 4x10° de macréfagos/poco em placa de 96
pogos contendo 100 pL de volume final. Logo ap6s, foram incubados a 37°C, a 5% CO2. As

células foram deixadas por 24 horas para adesao das células em placa.

Apbs o periodo de incubacao, a placa foi tratada com diferentes concentracfes de extrato
de Nostoc sp. (GBBBO01) (500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62, 7.81ug/mL) e incubada por 24
horas a 37°C em 5% de CO.. Posteriormente, o conteido de cada poco foi transferido para tubos
Eppendrof 1,5mL e levados para a centrifuga (Eppendorf 5804 R) a 2000xg por 10 minutos a
4°C. Logo depois, foram ressuspendidas em 80uL de PBS 1x e foi adicionado aos pocos 20uL
de iodeto de propideo ([50ug/mL] — concentracdo final no poco de 10ug/mL) incubados por 15
minutos a temperatura ambiente e protegida da luz. Foi utilizado o mesmo procedimento para

0 azul de tripan ([solucéo 0,4%] - concentracgéo final no pogo de 0,002%).

Utilizou-se como controle negativo, macréfagos em meio de cultura marcados com iodeto
de propideo (PI), para o controle positivo os macr6fagos foram marcados ap06s serem inativados
com metanol gelado e também foi utilizado pocos contendo apenas macréfagos ndao marcados
para calibracdo do citometro de fluxo Guava® easyCyte™ HT System (modelo easyCyte™
8). Em seguida, adicionou-se aos po¢os 100uL de PBS 1X e todas as amostras foram
transferidas para uma placa de 96 pogos compativeis com o citdbmetro de fluxo. Para anélise das
amostras no equipamento, foi feito um gate na regido referente aos macrofagos com captura de
10.000 eventos por pogo. A taxa de morte foi analisada pela fluorescéncia vermelha emitida
pelo IP complexado ao DNA das células mortas ao ser excitado pelo laser azul (488nm). Os
resultados foram avaliados com a reducéo do nimero de parasitas em comparagdo com 0s pogos

de controle.
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Atividade do extrato bruto da Nostoc sp. (GBBB01) em amastigotas intracelulares de L.

infantum

Para o experimento foram utilizados macr6fago murinos obtidos conforme ja descrito no
topico anterior. As células foram deixadas por 24 horas para aderir as laminas antes da infeccéo
com 0s parasitas.

Apos esse periodo, foi realizada a infeccdo com as formas promastigotas de L. infantum,
utilizando a cepa padrdo (MHOM/BR/74/PP75) e isolados clinicos (MHOM/BR/2018/LCS-
MA, MHOM/BR/2018/ASFF-MA, MHOM/BR/2019/AAS1-MA ¢ MHOM/BR/2019/FCMS-
MA). Sendo suspenso no mesmo meio 100uL de parasitas, e adicionados na densidade de 5 x
10° células por poco, na proporcdo de 10 amastigotas: 1 macréfago. Apos mais 24 horas de
incubacédo a 37°C em 5% de COz, antes iniciar o tratamento com o extrato bruto, o slide controle
de 24 horas foi fixado com metanol puro e corada com Giemsa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
para determinar a taxa de infec¢do, sendo de no minimo 60% para espécie L. infantum.

Em seguida, as laminas de cultura infectadas com L. infantum foram tratadas em
diferentes concentracdes do extrato de Nostoc sp. (GBBBO01) (500, 166, 55.5, 18.5 pg/mL),
sendo incubadas a 37°C em 5% de CO». Apds 72hs de tratamento (Anfotericina B e extrato
Bruto) de tratamento as laminas foram fixadas em metanol 100% e coradas com solugéo de
Giemsa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). O percentual de inibi¢cdo para encontrar o 1C50 foi
determinada por contagem direta, em microscépio Optico, do nimero de macrofagos infectados
no total de 100 macrofagos, sendo realizados dois experimentos independentes em
quadruplicata, verificando a presenca ou ndo de macréfagos infectados e posteriormente
analisados.

Para o teste de infeccdo, o tratamento foi realizado nas mesmas concentragdes e condi¢oes
descritas acima, a contagem foi da quantidade de amastigotas presentes em cada macrofagos

infectados, e calcular-se a taxa de infec¢do com seguinte férmula:

n° de amastigotas

Taxa de infec¢do = % de macréfagos infectados x
n° total de macréfagos

Andlise Estatistica
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As andlises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism 7.0, CA, EUA. O
teste de variancia One-Way ANOVA seguido do pos-teste de comparagdes multiplas de Tukey
foi utilizado para analisar diferencas entre os valores de ICso dos isolados. . Para as analises

envolvendo citometria de fluxo foram analisados por MS excel™, FlowJo, LLC®.

Resultados
Atividade antileishmanial das formas promastigotas da cepa referéncia de L. (L.) infantum ao
extrato de cianobactéria do género Nostoc sp. GBBBO01

De acordo com as concentracOes testadas para determinar o valor inibitorio de 50% da
viabilidade parasitaria pelo método da citometria de fluxo, o extrato bruto ndo apresentou
atividade antileishmanial considerando 24 horas de tratamento. Apesar de haver uma reducao
na viabilidade dos parasitas nas concentragdes testadas, essa diferenca néo foi estatisticamente
significativa (Figura 1A).

Entretanto, em analises realizadas pelo método da contagem direta do parasito nas
mesmas condicdes anteriores, observou-se diferencas estatisticamente significativa (p<0,05)
com reducdo no nimero de parasitos ao serem tratadas com o extrato bruto, em comparagdo ao
controle sem tratamento, como esta representado na Figura 1B.

Foram observadas alteragdes morfoldgicas das formas promastigotas de L. (L.) infantum, apds
o tratamento com o extrato bruto do género Nostoc sp. Promastigotas sem tratamento apresentaram
morfologia tipica, com corpo alongado e a presenca de inimeras rosetas (Figura 2A).

Em comparacdo com as promastigotas tratadas com 250 e 500 pg/mL do extrato,
apresentaram uma diminui¢do na quantidade de rosetas( aglomerados de Leishmania)(Figura
2B) e a presenga de formas arredondadas do parasito (Figura 2C).

Auséncia de Citotoxicidade do extrato bruto de cianobactérias do género Nostoc sp.
GBBBO01

O extrato bruto de cianobactérias do género Nostoc sp. ndo induziu efeito citotoxico sobre
macrofagos peritoneais em ambos os métodos avaliados e nas concentragBes testadas em

comparagdo ao grupo sem tratamento como observado na Figura 3.

Atividade do extrato bruto de Nostoc sp. contra amastigotas intracelulares de L. (L.)
infantum

Em macrofagos infectados com amastigotas da cepa referéncia (MHOM/BR/74/PP75)
tratados com a droga controle (Anfotericina B) foi obtido o valor de ICso (concentragdo que
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inibe o crescimento de 50%) de 0.184uM. Em comparagdo ao tratamento com o extrato bruto
do género Nostoc sp. GBBB01 o valor do ICso € superior a maior concentracdo testada
(500pg/mL).

Em relacéo aos isolados clinicos, foi observada atividade antileishmanial, sendo possivel
calcular a ICso (488,2 pg/mL), tendo, portanto, uma reducdo significativa no numero de
macrofagos infectados com o parasito. Entretanto, ndo foi possivel determinar a 1Csg para 0s
outros isolados clinicos avaliados, considerando baixa ou nenhuma reducdo no nimero de
macrofagos infectados (Figura 4).

Os dados referentes a taxa de infeccdo demonstraram resultados semelhantes, néo
havendo reducédo no percentual de infec¢do ao comparar-se macrofagos infectados com a cepa
referéncia de L. (L.) infantum e tratados com o extrato bruto de Nostoc sp., em diferentes
concentragdes, ao grupo controle sem tratamento. Contudo, observou-se diferencas
estatisticamente significativa (p<0,05) em relacdo ao isolado MHOM/BR/2018/ASFF-MA,
mostrando uma diminuicao relevante na taxa de infeccdo, especialmente na maior concentracéo

testada (Figura 5).

Discusséo

O estado do Maranhdo destaca-se como endémico para LV, uma vez que esta presente
em todas as mesorregifes do estado, com elevado nimero de municipios que evidencia a intensa
transmissdo da doenca[20]. Esta enfermidade torna-se um grande problema de satde publica,
pois apresenta altas taxas de letalidade[21].

O antimoniato de meglumina (Glucantime®) € droga de primeira linha e a anfotericina B
a droga de segunda linha para tratamento da LV no Brasil[22]. Mas, devido a varia¢do da
resposta dos pacientes torna-se necessario a busca de novas alternativas terapéuticas para o
tratamento da doenca[23]. Devido a escassez de dados referentes a compostos bioativos de
cianobactérias do género Nostoc sp. da regido maranhense, o presente trabalho foi
desenvolvido, sendo realizado um estudo inicial com a cepa referéncia de L. (L.) infantum e 4
isolados clinicos.

O extrato bruto da cianobactéria do género Nostoc sp. GBBBO0L foi avaliado segundo sua
caracterizacdo quimica em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa. Costa (2020) [24],
avaliou o perfil quimico e potencial antioxidante, sendo encontrado em maiores concentragdes
a clorofila e carotenoides em sua composicdo. Os carotenoides realizam um papel importante
na protecdo e inibicdo de doencas graves como cancer, degeneracdo macular, esclerose

multipla, doencas degenerativas e doencas cardiovasculares [25,26]. Além da presenca da
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clorofila ja ser esperada, esses compostos fitoquimicos possuem efeito antimutagénico,
propriedades antigeno-toxicas e capacidade antioxidante [27]. Neste mesmo trabalho, o
potencial antioxidante de Nostoc sp. GBBBO01 foi também avaliado. Destacou-se por atingir
potencial antioxidante elevado. Estes antioxidantes sdo sequestradores de radicais que
interagem com os carotenoides, podendo ter diferentes atividades dependendo do tipo de
carotenoides presente nas andlises [28,29].

O extrato do género Nostoc sp. GBBBO01 ndo demonstrou efeito citotdxico em nenhuma
das concentracdes e condicdes testadas. Para o teste de citotoxicidade, a utilizacdo de azul de
tripam e corantes fluorescentes, incluindo o iodeto de propideo, foi concordante e
complementar, pois ambos sdo excluidos de células viaveis com membrana celular funcional,
mas o primeiro ndo fornece informacdes sobre o tipo de morte celular, enquanto o segundo
penetra em membranas danificadas por apoptose [30].

Outras espécies de cianobactérias apresentaram resultados semelhantes, como o estudo
de Pagels et al., (2020) [31] utilizou o extrato de Cyanobium sp. com concentragdes até de 750
pg/mL e ndo houve atividade citotdxica, podendo ser usado como fonte de compostos bioativos,
pois obteve um extrato ndo citotdxico, com acdo antioxidante e anti-inflamatoria. Contudo o
trabalho de Herrera et al., (2018) [32], ao analisar trés diferentes cianobactérias isoladas na
Colbmbia, avaliou o efeito em células do figado e ndo observou efeito citotoxico no periodo de
24 horas, porém tal efeito foi observado no periodo de 48 horas, podendo ser explicado pelo
longo tempo em exposi¢do ao composto.

No presente estudo, observou-se a auséncia de atividade antileishmanial nas formas
promastigotas da cepa referéncia de L. (L.) infantum nas diferentes concentracfes testadas do
extrato bruto da cianobactéria do género Nostoc GBBBO01 pelo método de citometria de fluxo.
Contudo, em comparagdo ao método da contagem direta do parasito nas mesmas condicdes,
observou-se diferencas estatisticas significativas (p<0,05) nas concentracdes de 500 pg/mL a
62.50 pug/mL em comparacdo ao controle. Observou-se dados semelhantes ao estudo de Jensen
et al., (2017)[33] que obteve uma reducao no crescimento de promastigotas pelo método da
contagem direta de L. amazonensis nas concentracbes de 500 pg/mL e 250 pg/mL e na
concentracdo de 500 pg/mL para a espécie de L. guyanensis do extrato de Tanacetum vulgare.

O ndo conhecimento do mecanismo de acdo do extrato bruto, bem como o
desconhecimento do composto de interesse, que levaria a atividade antileshmanial, dificulta a
escolha de metodologias de andlises dos bioensaios, 0 que poderia explicar a discordancia
observada na citometria de fluxo com IP (que detecta apenas morte celular por apoptose) e

contagem direta das formas promastigotas. De maneira semelhante, Scariot et al., 2019 [34]
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observou que um composto, provavelmente um diterpeno pouco soluvel, isolado de Cupressus
lusitanica mostrava uma promissora atividade contra L. infantum, para melhorar a entrega do
composto foi utilizado um veiculo de fungo, e para ampliar o espectro; o emprego de diferentes
metodologias de deteccdo da atividade permitiu evidenciar que o composto sozinho induzia
morte celular do parasita por autofagia, enquanto que ligado ao veiculo induzia necrose em
baixas concentragoes.

Do mesmo modo, outro composto utilizado para teste antileishmania, também de natureza
terpenoide, induziu necrose de células de L. mexicana, onde foi evidenciada por microscopia
de luz e de transmissdo mudancas morfoldgicas drasticas (Chacon-Vargas et al., 2018) [35]. Os
mecanismos de morte de Leishmania, assim como de outros parasitos, ainda ndo é um
mecanismo totalmente elucidado (Proto et al., 2012) [36]. E no caso de nosso trabalho o tipo
de morte celular seria um limitante na deteccdo da atividade antileshmania do extrato por
citometria.

O género Nostoc é conhecido como produtor de dezenas de metabdlitos secundarios, de
diversas classes quimicas como fenolicos, ficocianina, aminoacidos triterpendides, acidos
graxos poliinsaturados, sulfatos, polissacarideos, carotenoides etc. (Rimsha et al., 2014) [37].
A linhagem GBBBOL1 teve seu genoma sequenciado recentemente, e a analise realizada pela
ferramenta antiSMASH 5.0, resultou na identificacdo de 24 grupos de genes biossintéticos para,
destes, quatro eram possivelmente agrupamentos de terpeno (ROCHA, 2021) [38].

As observagdes ao microscopio Optico mostraram que o tratamento com o extrato do
género Nostoc sp. nas concentra¢fes de 500 e 250ug/mL apresentou uma diminuicdo na
quantidade de rosetas (aglomerados de Leishmania) e a presenca de formas arredondadas do
parasito de L. (L.) infantum nas maiores concentracdes testadas do extrato bruto. Resultados
semelhantes foram observados no estudo de Silva et al., (2015) [39] com alteracdes
morfoldgicas significativas na concentracdo de 50ug/mL e 100pug/mL do extrato de Physalis
angulata contra L. (L.) amazonensis, apresentando formas arredondadas e reducdo do corpo
celular em comparacdo ao controle sem tratamento. Este mesmo autor ao comparar as alterages
observadas na microscopia Optica com a microscopia eletrdnica de transmissdo e de varredura,
pode confirmar mais detalhes das estruturas internas e membrana do parasito sobre; a aparéncia
arredondada, flagelo encurtado, alteracbes da membrana flagelar, cinetoplasto, material
genético e divisdo celular. Analises por microscopia eletrénica, de transmissdao ou varredura,
poderiam aqui neste estudo também revelar significantes achados.

Dentre os diferentes métodos em busca de novas moléculas com potencial

antileishmanial, a contagem de formas intracelulares (amastigotas) se torna eficaz, por utilizar
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0 estégio clinicamente relevante do parasito, responsavel pela infeccao de células do hospedeiro
vertebrado ( mamifero) [40].

Nos experimentos in vitro com as formas amastigotas da cepa referéncia de L. (L.)
infantum, ndo foi possivel obter a concentracdo que inibe o crescimento de 50% dos parasitos
testados para o extrato do género Nostoc sp. Resultados semelhantes foram encontrados no
estudo de Allmendinger et al.,, (2010) [41] analisando a potencial antiprotozoaria e
citotoxicidade do extrato de Porphyra leucosticta em uma cepa referéncia de L. donovani.
Utilizando a maior concentracdo, o autor destacou a auséncia atividade antileishmanial e
também ndo houve acéo citotoxica.

Em relacdo aos isolados clinicos da espécie L. (L.) infantum nas formas amastigotas
tratadas com o extrato de cianobactéria do género Nostoc sp., apenas o isolado clinico
MHOM/BR/2018/ASFF-MA apresentou um percentual de inibicdo na maior concentracdo
testada (500ug/mL), com a determinacdo da IC50. Vale ressaltar que esse isolado clinico
também é o mais sensivel quando tratado com o farmaco controle, demonstrando que o extrato
bruto tem uma maior atividade antileishmanial sob o mesmo, provavelmente pelo fato desse
apresentar uma sensibilidade natural aos compostos leishmanias.

Ao comparar a taxa de infec¢do do isolado clinico MHOM/BR/2018/ASFF-MA em
macrofagos também houve reducdo no percentual de infeccdo na maior concentracdo testada
(500pg/mL). Estudo semelhante de Mahmoudvand et al., (2015) [42] utilizando a cepa de L.
infantum e L. tropica tratadas com o extrato de Nigella sativa mostraram inibicdo expressiva
na taxa de infeccdo, assim também como o estudo de Mahmoudvand et al., (2014)[43] com o
extrato de Berberis vulgaris utilizando também as cepas de L. infantum e L. tropica,
apresentando inibicdo significativamente (p<0,05) sua invasdo as células de macr6fagos nas
concentrages testadas.

Sendo assim, o extrato bruto de cianobactéria de Nostoc sp. conseguiu possuir atividade
antileishmanial neste isolado clinico, mas possivelmente seja necessario um aumento nas
concentracgdes testadas para que esse efeito seja observado em cepas mais tolerantes.

O estudo apresenta limitacbes baseados na necessidade de uma comparacdo destes
resultados nas formas promastigotas no periodo de tratamento de 24 horas com os periodos de
48 e 72 horas para uma exposic¢ao a longo prazo do extrato bruto de cianobactérias do género
Nostoc sp. Além disso, destacamos a necessidade de analises futuras com outras metodologias

gue possam detectar o tipo de morte celular.

Conclusao
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O extrato bruto de cianobactérias do género Nostoc sp. GBBBO1 apresentou atividade
antileishmanial, sendo necessario o esclarecimento do tipo de morte celular induzido pelo
mesmo, possibilitando assim a melhor escolha do tipo de ensaio para avaliar sua bioatividade,
bem com a caracterizacdo de que composto(s) seriam 0s responsaveis por tal atividade
observada no extrato bruto.

Esse extrato ndo possui atividade citotdxica, o que reforca a utilizacdo do mesmo em
ensaios que busquem avaliar outras atividades biologicas. Este é o primeiro relato de auséncia
de citotoxicidade e atividade antileishmanial de um extrato bruto de cianobactéria proveniente

do Cerrado Maranhense.

Fomento
Este trabalho foi apoiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa e ao Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico do Maranhdo — FAPEMA.
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Figura 1: (A) Viabilidade celular de promastigotas da cepa de referéncia MHOM/BR/74/PP75 de Leishmania (L) infantum tratados com extrato
bruto da cianobactéria Nostoc sp (A) Pelo método de citometria de fluxo; (B) Pelo método da contagem direta. PC-1(controle positivo-1): parasitos
tratados com Anfotericina B (2.5uM “top concentration’). PC-2 (controle positivo-2): parasitos tratados com Metanol 60%. 1C50 (concentracéo
inibitoria de 50%). **** p<0.001; ns: ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
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Figura 2: AlteragcGes morfologicas das formas promastigotas de L. (L.) infantum tratadas com
0 extrato bruto de cianobactéria do género Nostoc sp. por 24 horas. Aumento 40x. Em “A” e
“B” o controle negativo apresentando morfologia tipica com o corpo alongado e um aglomerado
de parasitas com formagédo de rosetas. Em “C” promastigotas tratadas com 500 pug/mL com
auséncia de rosetas (aglomerados de parasitas). Em “D” promastigotas tratadas com 250ug/mL
com aumento das formas arredondadas. Em “E” parasitas tratadas com 7.81ug/mL com corpo
alongado e aglomerado de parasitas. Em “F” promastigotas na concentracdo de 2500nM da
droga controle (Anfotericina B).
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Figura 3: Viabilidade celular de macréfagos murinos peritoneais tratados com extrato bruto da cianobactéria Nostoc sp. Em “A” analise por Iodeto
de Propideo e em “B” por Azul de Tripan. PC (controle positivo): células tratadas com Metanol 60%. M@: macroéfagos sem tratamento. ****
p<0.001; ns: ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.



60

2 120+
& -~ MHOM/BR/74/PP75
o = MHOM/BR/2018/LCS-MA
:_g 80 -4+ MHOM/BR/2018/ASF-MA
f 60— -+ MHOM/BR/2019/AAS1-MA
= ol ~ MHOM/BR/2019/FCM-MA
S 20
L
o
0 T T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.5
g Concentragédo de Anfoterecina B (UM)
80
<) -~ MHOM/BR/74/PP75
.\8-/ 66 -#- MHOM/BR/2018/LCS-MA
:_g -+ MHOM/BR/2018/ASF-MA
< 40 ~+ MHOM/BR/2019/AAS1-MA
;; - MHOM/BR/2019/FCM-MA
£ 20+
2
L
Ay '/
0 | | | | A g
0 100 200 300 400 500
Conc. do extrato bruto de Nostoc (ug/ml)
C
Parasitos ICso= DP MI
A B
MHOM/BR/74/PP75" 0.184+0.039 >500 73.0

MHOM/BR/2018/LCS-MA? 0.122+0.017 >500 74.5
MHOM/BR/2018/ASF-MA? 0.115+0.007 488.2+60.1  85.6
MHOM/BR/2019/AAS1-MA?  0.148+0.032 >500 81.9
MHOM/BR/2019/FCM-MA?  0.149+0.025 >500 68.6

1 Cepa de referéncia. 2 Isolados clinicos. A: Anfotericina B (uM). B: Extrato
bruto de Nostoc spp. (ug/mL). MI: % de macrofagos infectados

Figura 4: Estimativa da IC50 do tratamento com Anfotericina e extrato bruto de Nostoc sp.
baseado na contagem do nimero de macrofagos infectados por isolados clinicos de L. (L.)
infantum
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Anexo — artigo submetido

(American Journal of Tropical Medicine and Hygiene -Qualis Blem Medicina 1 e Fl (2.345))

Nota: Esse artigo apresenta os dados dos testes de susceptibilidade in vitro ao Antimonio
Pentavalente e Anfotericina B em em amastigotas intracelulares de Leishmania infantum, bem
como a identificacdo da espécie do parasito realizados diretamente pela autora dessa
dissertagdo. Esses resultados foram somados a dados complementares (ensaios em
promastigotas e expressao génica) produzidos por alunos de iniciacao cientifica do grupo, com
a finalidade de garantir uma robustez nas analises e possibilitar a submissdo em uma revista
cientifica de bom impacto na area de estudo.
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Abstract

Leishmania (Leishmania) infantum is the etiological agent of visceral leishmaniasis (VL), a
fatal clinical form if left untreated. In Brazil, available treatments for VL are limited to
meglumine antimoniate (MA) and amphotericin B (AmB). These drugs have several
limitations, such as variable clinical response rates that can be attributed to differences in
parasite susceptibility to these drugs. Here, we assessed the in vitro susceptibility for MA and
AmB of five L. (L.) infantum isolates recovered from VL patients in Maranh@o, a region in the
Northeast of Brazil. The half-effective concentration (ECso) of antimony against promastigotes
and intracellular amastigotes ranged from 66.7 to 155.2 uM and 16.1 to 39.3 uM, respectively.
The ECso of AmB varied from 118.9 to 243.5 nM against promastigotes and from 90 to 180
nM against amastigotes. Furthermore, we investigated the gene expression profiling of
molecular markers relating to drug resistance. The data revealed different gene expression
patterns for the mapkl, mdrl, calc, mrpa and apql targets. Our results show a variable
susceptibility to the drugs analyzed and suggest five gene targets as potential molecular

markers to detect antimony resistant L. (L.) infantum isolates.

Introduction

Leishmaniasis is a complex of diseases caused by the protozoan parasites of the genus
Leishmania and transmitted to the vertebrate host by the bite of the phlebotomine sandfly [1].
In the New World, Leishmania (Leishmania) infantum (syn. L. (L.) chagasi) is the causative
agent of visceral leishmaniasis (VL), a fatal clinical form in untreated patients [2]. VL affects
mainly people living in economically vulnerable areas and remains a serious health problem in

tropical and subtropical regions. It is estimated that there are 300,000 cases of VL occurring
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each year worldwide. In Latin America, 97% of the VL cases are from Brazil [3]. Despite
continuous efforts to control the disease, the Northeast region is particularly affected by VL
representing approximately 52.3% of cases in the country. The highest incidence, 1,757 cases
reported over the last three years, is found in the state of Maranhao reiterating the severity of
this public health problem [4]. In addition, another concern in this state is the increased
incidence of VL/HIV coinfection [5].

Chemotherapy represents the main tool for controlling the disease. In Brazil, the drugs
approved against VL are unsatisfactory and limited to the use of meglumine antimoniate (MA)
and amphotericin B (AmB) [6]. MA is a pentavalent antimonial and is still used as first-line
treatment for VL. Whereas, AmB is more reserved for the treatment of VL/HIV coinfection
cases [7]. In general, both drugs are expensive, cause adverse effects and show variations in
the clinical response rate [6, 8]. Even though randomized controlled trials are lacking making
it difficult to interpret and compare treatments, some studies have shown a therapeutic failure
rate of over 30% in patients with tegumentary leishmaniasis from different regions of Brazil
when treated with MA [9-11]. Similar information about the response rates in Brazilian patients
with VL is currently lacking for AmB. However, some cases of VL patients unresponsive to
this drug have been reported in Africa and Asia [12, 13].

Variations in the clinical response can be explained by differences in the susceptibility
of Leishmania strains to these drugs [6, 14]. In Brazil, a few studies have investigated the
potency of the antileishmanial drugs MA and AmB against Leishmania isolates from patients
in vitro. The first study compared the susceptibility of L. braziliensis isolates from successfully
treated and relapsed patients to MA [15]. In a second study, the in vitro activity of AmB was
evaluated using promastigotes, whereas the potency of MA was evaluated against intracellular
amastigotes of L. braziliensis and L. amazonesnsis isolates [16]. In both studies, the data

showed a variable susceptibility across the isolates [15, 16].
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The molecular mechanisms associated with drug resistant phenotypes in Leishmania
are partially understood and several genes were shown to be involved [17, 18]. For example,
in antimony-resistant Leishmania field isolates the expression of genes related to cell death
pathways, such as mitogen-activated protein kinase-1 (mapkl) and calcineurin (calc) were
found altered [19,20]. Other parasite strategies associated with drug resistance involved drug
transport modulation either through decreasing the drug uptake or increasing the drug efflux.
[21-23]. For example, the multidrug resistance protein-1 (mdrl) is a protein involved in the
efflux of several antileishmanial drugs and upregulation of the mdrl gene expression
correlated with antimony resistance [21]. In contrast, the aquaglyceroporin-1 (agpl) protein
was found reduced in the uptake of antimony in Leishmania. The gene encoding this protein is
one of the best molecular markers associated with resistance to antimony [23]. Another
mechanism of resistance observed in laboratory induced antimony-resistant Leishmania
parasites is the inactivation of antimonial drugs through intracellular sequestration by
multidrug-resistance protein A (mrpa.). MRPA is the most studied ATP-binding cassette
(ABC) protein in Leishmania and its increase contributes significantly to the resistance profile
[18, 24]. Nevertheless, the role of all these genes in drug resistance is not entirely clear in L.
infantum isolates.

To investigate if treatment failure in Maranhdo, an area of high endemicity for VL, is
related to inherent drug susceptibility differences or drug resistance, we characterized for the
first time the phenotypic susceptibility of five L. (L.) infantum strains to the antileishmanial
drugs MA and AmB against the clinically relevant intracellular amastigote form. Molecular
markers previously related to MA and AmB drug resistance are equally evaluated to confirm

phenotypic screen output.

Materials and methods
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Ethics statement

The Research Ethics Committee of the University Hospital of the Federal University of
Maranhdo (approval ID 2.793.599) and the Research Ethics Committee of the Federal
University of Maranhdo (approval ID 3.921.086) approved the procedures involving the
patients.
Parasite isolation

Parasites were isolated from spinal fluid through myelogram performed as part of the
diagnostic procedure for VL [7]. The general informations about of each patient is indicated
in Table 1.
Drugs

For in vitro drug assays, stock solutions of potassium antimonyl tartrate trihydrate
(Sb'" (50 mM [aq]) and amphotericin B (AmB) (10 mM [aq]) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

USA) were prepared and kept at -20 °C until use. Meglumine antimoniate (Glucantime®:

Sanofi-Aventis) was kindly donated by the Reference Hospital for Infectious Diseases of
Maranhdo, S&o Luis, Brazil. Aliquots of 20mM ([aq]) were stored at 4°C.
Parasites

Promastigotes of the reference strain L. (L.) infantum (MHOM/BR/74/PP75) and the
clinical isolates were grown at 25 °C in Schneider medium (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) (Gibco®), 10 U/mL
of penicillin and 10 pg/mL of streptomycin. The isolates were typed by means of PCR using
ribosomal RNA coding region internal transcribed spacer-1 (ITS-1), as previously described

[25, 26].

Drug susceptibility of the L. (L.) infantum promastigotes to Sblll and AmB
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The activity of Sblll and AmB against promastigotes was evaluated using the MTT
colorimetric assay (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide), as
previously described [16]. Briefly, 100 pl of Schneider medium containing 2 x 10° log-phase
parasites were transferred to a 96-well plate and incubated at 25°C in presence of trivalent
antimony (15.6uM — 1mM) for 48 hours or AmB (39nM — 2.5uM) for 24 hours [27]. After the
incubation, 30 uL of MTT (5 mg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was added and
the plates were further incubated for 3 hours. The reaction was stopped using 50 puL of 20%
sodium dodecyl sulfate (SDS). The absorbance was determined by means of a
spectrophotometer (Epoch™, BioTek®) with a reference wavelength of 690 nm and a test
wavelength of 595 nm. Each drug concentration was tested in triplicate and the assay was
repeated twice. Untreated control and the medium only blank to remove the background were
used in the assays. The 50% effective concentration (ECso) was calculated using sigmoidal
regression curve simulation using Graph Pad Prism 7.0 software (GraphPad Software, Inc., La
Jolla, CA) and the activity index (Al) was obtained by the ratio between ECs isolate/ECso
reference strain (MHOM/BR/74/PP75).

Drug susceptibility of SbV and AmB against the intracellular amastigotes of L. (L.)
infantum

To determine the susceptibility to drugs of intracellular amastigotes of L. (L.) infantum,
peritoneal macrophages (PEMSs) s) were retrieved from the peritoneum of Swiss mice donated
the Animal Facility of the Federal University of Maranhdo. PEMs were plated at a density of
4 x 10° cells per well in RPMI-1640 medium supplemented with 10% FBS, on 16-well chamber
slides (Thermo Scientific™ Nunc™ Lab-Tek™, USA), and were incubated in a 5% CO>
atmosphere for 24 hours at 37°C. The PEMs were then exposed to stationary-phase
promastigotes of L. (L.) infantum at a ratio of 10:1 (parasite: macrophage) in a 5% CO:

atmosphere for 24 hours at 34 °C. After infection, non-internalized parasites were removed by



158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

washing with RPMI-1640 medium. The infected PEMs were cultivated in fresh RPMI-1640
medium containing increasing concentrations of MA (3.3 - 90 uM) for 5 days and AmB (0.02
- 0.5 uM) for 3 days [28]. Untreated control was also used in the assay. The slides were washed
with RPMI-1640, fixed in methanol and stained with Giemsa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Each concentration was evaluated in quadruplicate and two independent assays were
performed. The percentage of infected PEMs and the number of intracellular amastigotes were
determined by counting 100 macrophages. The ECso was determined using the values of the
infectivity index, through a nonlinear dose-response sigmoidal model, using the GraphPad
Prism 7.0 software (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).
Gene expression of drug resistance markers

Total RNA from log-phase promastigotes was obtained using the TRIzol™ method
(Thermo Fisher, MA, USA), in accordance with the protocol provided by the manufacturer.
cDNA synthesis was performed using the high-capacity cDNA Reverse Transcription kit
(Thermo Fisher, MA, USA), with the random hexamer primers. To evaluate the expression of
genes relating to drug resistance (Table S1), real-time quantitative PCR (RT-qPCR) was
performed using the GoTag® qPCR Master Mix (Promega™, MA, USA). For each reaction,
100 ng of synthesized cDNA was used as a template. The following program was used: an
initial cycle of 10 min at 95 °C as the denaturation step, followed by 50 cycles of amplification
at 95 °C for 3 min, annealing at 53 °C for 30 s and extension at 72 °C for 10 s. The threshold
cycle (Ct) obtained for each gene was normalized using the Ct of the housekeeping
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase gene (gapdh). The pair of primers used were
GAPDH-F (5’-GAAGTACACGGTGGAGGCTG-3") and GAPDH-R (5-
CGCTGATCACGACCTTCTTC-3") [29]. The 2—AACt equation was calculated to determine
the relative expression genes [30]. The criteria used to consider that genes were differentially

expressed were the following: mapkl 0.84 < fold change > 1.17; mdrl 0.86 < fold change >
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1.14; calc 0.64 < fold change > 1.54; mrpa 0.55 < fold change > 1.80; and aqpl 0.63 < fold
change > 1.57.
Data analysis

Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism v.7.0 software
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). All experimental parameters of the
susceptibility assays were analyzed for statistical significance by means of the one-way
ANOVA test followed by Tukey's post-test. P-values of p < 0.05 were considered statistically

significant.

Results
Molecular identification of Leishmania isolates

PCR-ITS1 assay allows accurate identification of the infective Leishmania species in
VL patients [31]. The clinical isolates of this study were typed by means of restriction digestion
using the Haelll enzyme. The five clinical isolates produced the expected profile for L. (L.)
infantum and, as a non-correlated control, we used L. (L.) amazonensis DNA (Figure 1).
In vitro susceptibility to MA and AmB of the reference strain and clinical isolates of L.
infantum

Of the five isolates recovered from patients with VL, four clinical isolates were isolated
before the treatment meaning there was no exposure to any chemotherapy. Only one isolate
(ASFF-MA) was recovered from a patient who had started MA treatment, but with an
unsatisfactory response (Table 1). We firstly determined the sensitivity of promastigote forms
of the reference strain and clinical isolates to antimony and AmB. We used the trivalent antimony
to assess the sensitivity of the parasites, since SbY does not have a leishmanicidal activity against

the promastigote stages of the parasites [32, 33]. The ECso of reference strain PP75 was 66.7 +

1.5 uM which indicated it was significantly more susceptible to Sb'"' when compared to clinical
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isolates (p< 0.05 ANOVA and Tukey’s multiple comparison test) (Table 2). The clinical isolates
showed a higher variation in sensitivity against Sb'"' with ECso values ranging from 94.7 + 0.8 to
155.2 + 3.6 uM (Table 2). The Al of the FCM and AAS1 isolates were around 2-fold higher
indicating a higher tolerance compared to the reference strain (Table 2).

When we evaluate the susceptibility of AmB against the reference strain and clinical
isolates, we observed significantly higher sensitivity when compared to Sh'". In promastigotes,
the ECso for the strain PP75 was 175.8 + 3.7 nM and the ECsg of the isolates ranged from 118.9
to 269.9 nM (Table 2). The Al values indicated that the AAS1 and LFF isolates were the most
sensitive and the most tolerant to AmB, respectively (Table 2).

The ECso values of MA and AmB against the reference strain is 16.1 = 2.2 uM and 0.18
+ 0.03 uM and ranges from 18.5 to 39.3 uM and 0.09 to 0.14 uM for the clinical isolates,
respectively. The Al value showed that LCS isolate was the least susceptible and the AAS1 was
the most susceptible isolate. Furthermore, significant differences were observed between the
ECso values of the clinical isolates (p< 0.05 ANOVA and Tukey’s multiple comparison test)
(Table 2).

Screening for genes related with drug resistance

The relative gene expression of five target genes associated with drug resistance was
evaluated in promastigotes of the clinical isolates by RT-gPCR and compared to the reference
strain (PP75) (Figure 2). We observed high expression of the agpl gene in the FCMS isolate
(3.59-fold). On the other hand, the expression profile of this gene was lower in the LFSS (0.50-
fold) and ASFF (0.39-fold) isolates. Furthermore, the isolates LCS and AAS1 did not exhibit
significant changes, compared with the reference strain (Figure 2). The expression of the mdrl
gene was upregulated in the isolates AAS1 (1.41-fold) and FCMS (2.30-fold), while it was lower
in LFFS (0.48-fold) and LCS (0.72-fold). There was no significant change in the expression of

this gene in the ASFF isolate (Figure 2). Regarding the mrpa gene, it was downregulated in the
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isolates LFSS (0.42-fold) and ASFF (0.22-fold). In the other clinical isolates, the expression of
mrpa did not change (Figure 2).

The analysis on expression of the calc gene showed that it was upregulated in the AAS1
(1.72-fold) and FCMS (2.52-fold) isolates, while it did not change in the remaining clinical
isolates (Figure 2). Curiously, the mapkl gene was upregulated in most clinical isolates except

in FCMS (0.18-fold), which showed low levels of RNA expression (Figure 2).

Discussion

This study evaluated the in vitro susceptibility to MA and AmB in five clinical isolates
of Leishmania recovered from VL patients in an endemic area of Brazil. Epidemiological data
point to a public health emergency in the state of Maranhao due to the high numbers of new cases
and deaths caused by this disease in the last decade [4].

In Brazil, MA and AmB have been used for many years for treating this clinical form.
However, neither of these drugs guarantee successful treatment of all patients [6]. In fact, these
drugs have been associated with variable clinical response rates and an increase in the number of
therapeutic failures to these drugs have been demonstrated in Brazilian patients [9-11].
Differences in treatment outcomes may be explained through differences in the intra- and
interspecies susceptibility of Leishmania to these drugs [14]. Therefore, the in vitro susceptibility
to antimony and AmB were determined in promastigotes and intracellular amastigotes of these
L. (L.) infantum isolates.

For the antimonial drug (Sb'"), intraspecies susceptibility variation was identified in our
panel of L. (L.) infantum isolates. The ECso varied from 66.7 to 155.2 uM, or 2.3-fold, between
the least and most susceptible isolate. Azeredo-Coutinho et al. [15] established the ECsp values
for antimony in a panel of clinical isolates from different Leishmania species from patients with

tegumentary leishmaniasis. They demonstrated that promastigotes of L. (V.) braziliensis isolates
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were more susceptible (0.8 to 9.5 mg/mL) to antimony than other dermotropic Leishmania
species (10 to 58 mg/mL). Although these values were an order of magnitude higher than those
established in our study, high variability in clinical isolates was confirmed in relation to MA.
This can be due to experimental design differences or the drug formulation used to complete
these assays. Similar susceptibility variations amongst the isolates were also observed when
using the intracellular amastigote model. In a panel of isolates of L. (L.) infantum from the
Western Mediterranean area, a significant variation in susceptibility (7.5 pg/mL to > 60 pg/mL)
among the amastigotes of these isolates was described [34].

Compared to Sh'", the susceptibility differences for AmB across our isolates were modest
with Al values ranging from 0.8 to 1.5 uM for promastigotes and 0.5 to 0.7 uM for amastigotes.
These data reveal little intraspecific variation to AmB susceptibility in these clinical isolates.
Leishmania susceptibility to AmB seems to be species-dependent, showing wide variation in
susceptibility depending on the species and among published studies [16, 35-37]. In L. (L.)
donovani isolates from an area with various levels of antimony resistance, susceptibility to AmB
was shown to be quite variable [38]. However, in L. (L.) major isolates this variation was not
observed [37]. In our study, we observed higher variation in susceptibility of clinical isolates to
antimony formulations than to AmB.

Due to the variation in susceptibility to antimony, we investigated the gene expression
profiling of markers associated with antimony resistance. In Leishmania, antimony resistance is
a multifactorial process involving several pathways, such as uptake, metabolism, efflux and
sequestration of the drug [39, 40]. Here, the first target gene analyzed in the clinical isolates was
mapkl. It has been reported that downregulation of this gene could be one of the mechanisms of
antimonial resistance in L. (L.) donovani field isolates [19]. Curiously, only the FMCS isolate

showed downregulation for this gene, while the other isolates were upregulated.
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Next, we assessed the profile expression the gene encoding the mdrl. In our study,
overexpression of this gene was observed in the ASS1 and FMCS isolates and, interestingly,
these were the same isolates that showed the highest Al values (2.3 and 2.1-fold). Overexpression
of this gene has already been shown to confer resistance in Leishmania [21, 41, 42]. The other
target investigated in this study was the calc gene. Downregulation of this gene has been reported
in antimony-resistant L. (L.) infantum isolates [20]. In our clinical isolates, this gene expression
profiling was not observed. On the contrary, two of the five isolates (ASS1 and FMCS) were
upregulated.

The gene expression profiling of mrpa was downregulated in two clinical isolates (LFFS
and ASFF). Overexpression of mrpa is associated with antimony-resistant isolates and has been
reported in L. (L.) donovani [43] and L. (L.) tropica [44, 45]. Lastly, we analyzed the gene
expression of agpl and we observed downregulation in the LFFS and ASFF isolates.
Overexpression of agpl induces hypersensitivity, while downregulating this gene makes the
parasite resistant to the drug [23]. Some studies have evaluated resistance to antimony in L. (L.)
donovani isolates [46, 47] and L. (L.) major [48] and demonstrated a correlation between this
phenotype and low expression of the agpl gene.

The correlation between the phenotypic susceptibility and gene expression of markers
associated with drug resistance was not found in all clinical isolates. However, these data follow
as expected due to the existence of different drug resistance mechanisms. Furthermore, we
suggest the investigation of other molecular targets. In summary, we found variable susceptibility
among the L. (L.) infantum isolates more pronounced for the antimony formulations compared
to AmB. Our results suggest that gene targets (e.g. mdrl and agpl) can be used as potential
markers for screening for drug resistance in areas endemic for VL. Our results also suggest that

susceptibility of the species is reduced compared to the reference strain - further investigations
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are required to explore the impact of the observed susceptibility differences across the clinical

isolates on the overall treatment outcome.
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Legends:

Figure 1: Molecular typing of clinical isolates used in this study. ITS1 was digested with
Haelll and the restriction profile was evaluated on 2% agarose gel. M - molecular marker (100
bp). I- Negative control of L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8); I1- Positive control of
L. (L.) infantum (MHOM/BR/74/PP75); Clinical isolates: 1- MHOM/BR/2018/LCS-MA,; 2-
MHOM/BR/2018/ASFF-MA; 3- MHOM/BR/2019/AAS1-MA; 4- MHOM/BR/2019/FCMS-
MA; 5- MHOM/BR/2018/LFFS-MA.

Figure 2: Relative expression pattern of target genes in L. infantum isolates. Blocks highlighted
in dark gray were designated as significant upregulation. Blocks highlighted in light grey were
designated as significant downregulation. Clear block was designated as no significant
difference. * Reference strain (MHOM/BR/74/PP75).
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Figure 1: Molecular typing of clinical isolates used in this study. ITS1 was digested with
Haelll and the restriction profile was evaluated on 2% agarose gel. M - molecular marker (100
bp). I- Negative control of L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8); I1- Positive control of
L. (L.) infantum (MHOM/BR/74/PP75); Clinical isolates: 1- MHOM/BR/2018/LCS-MA; 2-
MHOM/BR/2018/ASFF-MA; 3- MHOM/BR/2019/AAS1-MA; 4- MHOM/BR/2019/FCMS-
MA; 5- MHOM/BR/2018/LFFS-MA.
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Upregulated
Downregulated

mapk1 mdr1 calc mrpa aqp1

MHOM/BR/74/PP75 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
MHOM/BR/2018/LFFS-MA 7.15 0.48 0.88 0.42 0.50
MHOM/BR/2018/LCS-MA 48.23 0.72 1.35 1.43 1.10
MHOM/BR/2018/ASFF-MA 4.21 0.97 1.15 0.22 0.39
MHOM/BR/2019/AAS1-MA 4.08 1.41 1.72 0.95 1.55
MHOM/BR/2019/FCMS-MA 0.18 2.30 2.56 1.25 3.59

538
539  Figure 2: Relative expression pattern of target genes in L. infantum isolates. Blocks highlighted

540 indark gray were designated as significant upregulation. Blocks highlighted in light grey were
541  designated as significant downregulation. Clear block was designated as no significant
542  difference. * Reference strain (MHOM/BR/74/PP75).

543

544  Table 1: General informations of the patients with VL where were obtained of the clinical
545 isolates

Origin Gender/ HIV Previous Treatment Treatment failure
Isolate code (City) age serological treatment after
test sample
collection
MHOM/BR/2018/LFFS-MA Sao Luis M/ 39 Negative None MA None
MHOM/BR/2018/LCS-MA Sao Luis F/ 35 Positive None AmB None
MHOM/BR/2018/ASFF-MA* Sao Luis M/ 44 Positive MA AmB Yes
S&o Vicente M/ 45 Negative None MA None
MHOM/BR/2019/AAS1-MA Ferrer

MHOM/BR/2019/FCMS-MA Anapurus M/ 32 Negative None AmB None

546 * This patient started treatment with MA, but with an unsatisfactory response (treatment failure). The second treatment cycle
547 was AmB. The sample was obtained between the first (MA) and second (AmB) treatment cycle.

548
549
550
551
552
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Table 2: In vitro susceptibility of promastigotes and intracellular amastigotes of the reference strain and
clinical isolates of Leishmania infantum to antimony formulations and amphotericin B.

Promastigotes

Intracellular amastigotes

Strain/clinical isolate Sh ECso Al AMBECs A Sbv ECso Al AmBECso Al 72 hinfection
(uM) (nM) (uM) (HM) rate
MHOM/BRI74/PPTS (ref strain) ~ 066.7 +1.6  ----  1758%37 - 161+22 --- 018003 --- 73%
MHOM/BR/2018/LFFS-MA ~ 120+5.3* 1.8 2699+22* 15 264+39* 16 0.09+001* 05 85%
MHOM/BR/2018/LCS-MA 947+08 14 1469+305 (08 393x57* 24 0.12+001* 0.6 74%
MHOM/BR/2018/ASFE-MA ~ 109.2+6.2* 1.6 2435+213 14 223+44 14 0.11%o0.01* 0.6 86%
MHOM/BR/2019/AAS1-MA 1552 +3.6* 23 1189+147 (07 185+31 11 0.14x003 0.7 82%
MHOM/BR/2019/FCMS-MA 1424 +6.0* 2.1 2331+ 273 13 33.1+56* 20 0.14+002 0.7 69%

* The asterisk indicates there was a statistically significant difference in the ECso value of the clinical isolate in relation to the reference

strain (p < 0.05). Al: activity index
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