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Susceptibilidade de isolados clinicos de Leishmania
(Leishmania) amazonensis aos antimoniais:
investigacao da possivel correlacao entre falha
terapéutica e resisténcia in vitro.
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INTRODUGAO:

A leishmaniose tegumentar (LT) € uma doenca parasitaria causada pelo protozoério do
género Leishmania, transmitida através de um vetor flebotomineo dos géneros Lutzomyia e
Psychodopygus. As leishmanias possuem duas formas distintas: promastigota e amastigota. A
forma promastigota encontra-se no tubo digestério do inseto vetor, enquanto a forma amastigota,
intracelular obrigatéria, encontra-se no interior das células do sistema fagocitico mononuclear,
principalmente macréfagos (Burza, Croft et al., 2018). A LT pode se apresentar em trés formas
clinicas distintas: leishmaniose mucocutanea, cutanea localizada e cutanea difusa, sendo que essas
duas ultimas formas clinicas, podem ser causadas por L. (Leishmania) amazonensis no Brasil
(Silveira, 2019).

A doenca distribui-se em areas tropicais e subtropicais, e no Brasil, cerca de 26 mil novos
casos sao reportados anualmente (Alvar, Velez et al. 2012). Dados epidemiolégicos também
mostram, que a incidéncia das leishmanioses tem aumentado consideravelmente em &areas urbanas
do Brasil, o que indica um aumento da exposi¢do geografica do parasito. Um outro problema
presente é a co-infec¢do da LT com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) que pode levar a
apresentacfes atipicas de lesbes, além de falhas no tratamento que tém sido reportadas em
pacientes co-infectados (Goto and Lindoso 2010, Burza, Croft et al. 2018).

A primeira linha de tratamento no Brasil, baseia-se no uso do antimonial pentavalente (SbV),
(Glucantime). Esse medicamento apresenta uma série de limitagbes como toxicidade, custo do
tratamento e administracdo parenteral. Ha ainda um outro problema representado pelos relatos de
resisténcia clinica em areas endémicas a esse medicamento (Croft, Sundar et al. 2006). A segunda
linha de tratamento se baseia no uso da anfotericina B, que € altamente téxica (a forma lipossomal
€ menos téxica, mas o custo do tratamento por paciente é bem elevado). Além da anfotericina B, a
miltefosina, Unico farmaco oral disponivel para a leishmanioses, foi aprovado para o tratamento da
LT no Brasil em 2018.
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Existem diversos mecanismos de resisténcia aos antimoniais ja descritos em Leishmania,
mas a maioria deles foi feito com linhagens resistentes selecionadas in vitro no laboratério. Pouco
se conhece sobre a possivel correlacao entre a suscetibilidade in vitro ao SbV em isolados clinicos
de espécies circulantes no Brasil e a resposta ao tratamento clinico dos pacientes. Neste caso, 0
fendtipo de suscetibilidade poderia ser um marcador para o monitoramento de linhagens resistentes
do parasito, e consequentemente da eficacia ao tratamento.

Neste estudo pretendemos investigar a possivel correlagcdo entre a suscetibilidade in vitro e
resposta ao tratamento clinico ao Glucantime, principal farmaco utilizado na quimioterapia da LT no
Brasil. Este estudo podera ser util ainda para identificar potenciais isolados que possam emergir
como cepas resistentes. Serdo utilizados isolados clinicos de L. (L.) amazonensis circulantes no
Brasil, advindos de diferentes exposi¢cdes como a de pacientes ja tratados e que ndo responderam
ao tratamento com ShV, pacientes ndo tratados, além de pacientes coinfectados pelo virus HIV.

METODOLOGIA:

Isolados clinicos: No total serdo avaliados sete isolados clinicos. Dois deles sdo provenientes de
pacientes que foram tratados com ShV e que nao responderam ao tratamento, sendo um deles
proveniente de um paciente co-infectado com HIV. Ambos os isolados foram gentilmente cedidos
pela Profa. Dra. Mayara I. S. Lima da Universidade Federal do Maranhd (UFMA). Os demais
isolados séo provenientes de pacientes que ainda ndo haviam sido tratados, e foram gentilmente
cedidos pelo Prof. Dr. José Angelo Lindoso do Instituto de Infectologia Emilio Ribas (IIER). As cepas
de L. (L.) amazonensis utilizadas neste estudo séo as seguintes: M2269 (MHOM/BR/1973/M2269),
PH8 (IFLA/BR/1967/PH8) e LV79 (MPRO/BR/1972/M1841) (Tabela 1).

Tabela 1. Lista dos isolados clinicos e das cepas de L. (L.) amazonensis.
Paciente ja Coinfeccédo pelo

Cédigo do isolado  Forma clinica

tratado? HIV?
M2269 - - -
PHS8 - - -
LV79 - - -
ER054 ! LCL Nao Nao
ER1171 LCL Nao Nao
ER1181 LCL Nao Nao
ER256 ! LCL Nao Nao
uB017*? LCL Nao Nao
AAB 23 LCD Sim Sim
NSA 2 LCD Sim Nao

1 Isolados clinicos provenientes do IIER (Coser et al., 2021).

2 Isolados clinicos provenientes da UFMA.

3 (Corréa Soares, Santos da Silva et al. 2020)

As cepas de L. (L.) amazonensis utilizadas neste projeto de pesquisa estdo destacadas em
cinza na Tabela.

Cultivo dos isolados de L. (L.) amazonensis: A forma promastigota de L. (L.) amazonensis sera
cultivada em meio M199 estéril, diluido em agua destilada e complementado com HEPES 40 mM
(pH 7,4), adenina 0,1 mM, hemina 0,005%, 10% de soro fetal bovino inativado e estéril e 100 pg/mL
de penicilina/estreptomicina. As culturas serdo mantidas em estufa a 25°C e os repiques de cada
isolado seréo realizados semanalmente (Kapler, Coburn et al. 1990).

Avaliacdo da suscetibilidade em promastigotas: Para verificar a susceptibilidade dos isolados,
foi determinado os valores de ECso e 0 ECq (concentracéo de farmaco que inibe a viabilidade celular
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em 50% e 90% respectivamente) nas formas promastigotas, através da técnica do MTT conforme
previamente descrito (Coser et al., 2021). As cepas e os isolados clinicos de L. (L.) amazonensis,
foram incubados com concentracdes crescentes de antiménio trivalente (Sblll) (0; 3,90; 7,81; 15,62;
31,25; 62,50; 125; 250 yM), em placas de 96 pocos durante 24h. O antimdnio pentavalente (SbV)
€ um pro-farmaco e precisa ser reduzido a Sblll para se tornar ativo. Essa reducdo s6 ocorre em
macrofagos e em amastigotas, e € por isso que no ensaio de MTT utilizamos a forma trivalente do
farmaco. Posteriormente a esse periodo, foi adicionado 30 yL de solugao de MTT por um periodo
de 3 horas de incubagéo, sendo entéo interrompido o experimento com 50 pyL de SDS 20%. O
resultado foi avaliado por espectrofotometria, medindo a absorbancia de 595 nm, utilizando como
referéncia a absorbancia de 690 nm. Os experimentos estdo sendo feitos em triplicatas e um total
de pelo menos trés experimentos independentes.

Avaliacdo da suscetibilidade em amastigotas: Para verificar a susceptibilidade dos isolados nas
formas amastigotas, também foi determinado o valor de ECso (Coser et al., 2021). Para obter as
formas amastigotas intracelulares utilizamos macréfagos provenientes de medula 6ssea de fémures
de camundongos BALB/c. Apos a extracdo dos macréfagos, a diferenciacao foi obtida apos 7 dias
de incubacdo em meio R2020 em estufa a 37°C e atmosfera contendo 5% de CO,. Os macrofagos
foram entdo plaqueados em placas de 24 pocgos, infectados com promastigotas de L. (L.)
amazonensis em fase estacionaria de crescimento e encubados em estufa a 34°C e atmosfera
contendo 5% de CO,. ApoOs 3 horas de infeccao, foi adicionado concentragdes crescentes de ShV
(0; 100; 250; 500; 750; 100; 1500; 2000 uM). Apos seis dias de infeccéo, foi finalizado o experimento
com lavagem com PBS e fixagdo com metanol. As placas foram entdo coradas com kit de coloracédo
e coladas em laminulas para posterior visualizagdo em microscopio 6ptico. Os amastigotas
intracelulares foram contados de um total de pelo menos 100 macrofagos infectados e a
porcentagem de infec¢do para cada concentragdo de farmaco determinada.

Analise da suscetibilidade: Os valores de ECso € ECgo foram calculados com o auxilio do programa
GraphPad Prism 7.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A suscetibilidade em promastigotas foi analisada em trés isolados clinicos, ER117, ER054 e
AAB e nas trés cepas, M2269, PH8 e LV79 (Tabela 2). O ECso das cepas variou de 18,42 £ 0,41 a
25,30 £ 5,96 uM, ja o ECsp dos isolados clinicos variou de 19,06 + 0,53 a 99,08 + 6,89 uM (Tabela
2; Figura 1). Pode-se observar que a cepa M2269 foi mais suscetivel e o isolado ER117 menos
suscetivel. Este isolados apresentou um valor de ECso de cerca de cinco vezes maior que da cepa
referéncia M2269.

Foi verificada uma significativa variagdo de suscetibilidade na forma promastigotas dos
isolados clinicos. Os isolados ER117 e ER054 apresentaram os maiores valores de ECso (Tabela
2). Esses achados demonstram que h& uma grande variabilidade de suscetibilidade dentro dos
isolados estudados, principalmente quando comparados com as cepas do parasito. Estes
resultados precisam ainda ser avaliados na forma amastigota, mas ja indica que esses dois isolados
podem emergir como cepas resistentes.

A suscetibilidade em amastigotas foi analisada apenas isolado clinico AAB e na cepa
referéncia M2269. O valor de ECso encontrado para a cepa referéncia foi de 373,15 + 60,31 pM e
para o isolado foi de 1191 uM. A porcentagem de infec¢éo da cepa referéncia foi de 73%, enquanto
no isolado foi de 90%. Ainda é necessario repetir este experimento, mas a partir destes resultados
preliminares € possivel predizer que o isolado AAB possui uma infectividade maior in vitro que a
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cepa referéncia M2269, e que o valor de ECs € cerca de trés vezes maior (Tabela 2). Esses dados
indicam que esse isolado possui baixa suscetibilidade ao tratamento de antimonial pentavalente in
vitro, sugerindo que a falha terapéutica do paciente no qual o parasito foi isolado, pode ser
decorrente da baixa suscetibilidade ao SbV. O isolado AAB foi isolado de um paciente que ja havia
sido tratado com Glucantime, e que apresentou falha ao tratamento.

Tabela 2. Suscetibilidade dos isolados clinicos e das cepas referéncias de L. (L) amazonensis.

Cédigo do Promastigota N1 Amastigota N2
isolado ECso = DP Sblll ECgo Sblll ECso £ DP SbV ECgy SbV Infeccéo
(uM) (UM) (UM) (UM) (%)

M2269 18,42 + 0,41 36,18 3 373,15+60,31 ND 73 2
PHS8 24,16 £ 4,81 59,15 3 ND ND ND ND
LV79 23,13+ 1,33 65,25 3 ND ND ND ND

ER054 87,63+ 11,06 298,80 3 ND ND ND ND

ER117 99,08 £ 6,89 350,50 3 ND ND ND ND
AAB 19,06 + 0,53 42,13 3 1191 ND 90 1

1 Numero de experimentos independentes realizados em triplicata por cepa ou isolado;
2 Numero de experimentos independentes realizados por cepa ou isolado.

Sblll - Antim6nio trivalente

SbV - Antimdnio pentavalente
ND - Nao determinado
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Figura 1. Suscetibilidade de cepas e isolados de L. (L.) amazonensis aos antimoniais. A - Valores de ECso na forma
promastigota para o Sblll (antiménio trivalente). B — Valores de ECso na forma amastigota para o SbV.

PERSPECTIVAS

Posteriormente, pretendemos avaliar os outros isolados descritos no projeto, tanto na forma
promastigota quanto na forma amastigota intracelular. Dados preliminares demonstram que os
isolados ER117 e ER054 séo resistentes ao Sblll. Os resultados deste projeto poderdo contribuir
para uma melhor compreensao da possivel correlagéo entre a suscetibilidade in vitro e a resposta
ao tratamento com o SbV na LT.
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