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1 FUNDAMENTACAO TEORICA
1.1 Género Leishmania: interacéo parasito-hospedeiro

O género Leishmania, pertencente a familia Trypanosomatidae (Kinetoplastida), é
constituido por espécies heteroxenas digenéticas, que alternam seu ciclo bioldgico entre
hospedeiros vertebrados e invertebrados e apresentam-se sob duas formas morfoldgicas
principais: amastigotas e promastigotas (REY, 2016). As formas amastigotas (Fig. 1A) sdo
encontradas no hospedeiro vertebrado, multiplicando-se intracelularmente em células do
sistema mononuclear fagocitario e as formas promastigotas (Fig. 1B) sdo encontradas
colonizando o intestino do hospedeiro invertebrado (BATES; ROGERS, 2004; MASLOV et
al., 2013).

Classifica-se estes parasitos em dois subgéneros de acordo com sua localizacdo no
intestino do inseto vetor: o subgénero Leishmania — formas flageladas colonizam as porc¢des
anterior e médio do intestino; e o subgénero Viannia — as formas flageladas desenvolvem-se
na porcao posterior do intestino (BATES, 2007; RANGEL; LAINSON, 2009).
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Figura 1: Formas evolutivas de Leishmania sp. Em (A) amastigotas intracelulares e (B) promastigotas
flageladas. Fonte: CVDB http://www.cvbd.org/en/sand-fly-borne-diseases/leishmaniosis/

O ciclo de vida do parasita inicia durante o repasto sanguineo realizado por fémeas de
flebotomineos (Diptera: Psychodidae), que se alimentam alternadamente de um reservatério
mamifero infectado e de um hospedeiro vertebrado suscetivel (Fig. 2) (READY, 2013).
Durante a hematofagia, o flebotomineo ingere as formas amastigotas do parasito juntamente
com o sangue do hospedeiro e no intestino do inseto transformam-se em formas

promastigotas prociclicas que aderidos ao epitélio iniciam uma intensa atividade
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multiplicadora, por divisdo binaria (ASHFORD, 2000; BESTEIRO et al., 2007). Apo6s alguns
dias, os parasitas migram para o es6fago do vetor e se diferenciam em formas infectantes para
0 hospedeiro vertebrado, denominadas de promastigotas metaciclicas, que obstruem o canal
alimentar do inseto (SACKS; PERKINS, 1984).

O inseto vetor ao tentar sugar o sangue de um novo hospedeiro, regurgita o material
obstruido, inoculando os parasitas na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado (REY,
2016). As formas promastigotas metaciclicas presentes na circulacdo sdo fagocitadas por
celulas dendriticas e macrofagos residentes da derme e em seguida diferenciam-se em
amastigotas intracelulares (MCNEELY; TURCO, 1990). As formas amastigotas replicam-se
em fagolisossomos e rompem as células hospedeiras (SPATH et al., 2000) disseminando-se
através dos sistemas linfatico e vascular infectando outros macrofagos e mondécitos no sistema
reticulo-endotelial (CHAPPUIS et al., 2007) ou ainda podem ser ingeridas por flebotomineos

durante um novo repasto sanguineo, reiniciando o ciclo (BATES, 1994).
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Figura 2: Ciclo biolégico do protozoario parasita Leishmania sp. Fonte: CDC
https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology



1.2 Leishmanioses

A leishmaniose é uma infeccdo tropical negligenciada transmitida por fémeas de
flebotomineos pertencentes ao género Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo
Mundo (READY, 2013) e dependendo da espécie do parasita, da resposta imune do
hospedeiro vertebrado e de fatores ambientais ocorre um pleomorfismo clinico quanto a
infeccdo ocasionada (MURRAY et al., 2005).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Salude (OMS) sdo reconhecidas trés
manifestacBes clinicas: leishmaniose cutadnea (LC), leishmaniose mucocutanea (LMC) e
leishmaniose visceral (LV) (WHO, 2018). As manifestacdes clinicas, quando expressas,
variam de lesBes cutaneas, que se ndo tratadas podem resultar em cicatrizes desfigurantes e

infeccdes disseminada potencialmente fatais (PACE, 2014).

A leishmaniose cutanea (LC) é a forma mais comum da doenca e a infec¢do pode
permanecer de forma subclinica ou torna-se aparente (MAGILL, 2005). As lesbes cutaneas
desenvolvem-se de algumas semanas a meses apds a picada do flebotomineo infectado e sdo
frequentemente encontradas em partes expostas do corpo, como face, membros superiores e
inferiores (DAVID; CRAFT, 2009). Os pacientes podem apresentar uma ou mais lesdes,
podendo ser de forma estrita, onde cada lesdo representa uma picada independente do vetor ou
em casos raros as lesdes se manifestam de forma disseminada (MATHUR et al., 2011). A LC
pode ser causada por diversas espécies de Leishmania, principalmente por: Leishmania
(Leishmania) major, L. (L.) tropica, L. (L.) aethiopica no Velho Mundo e L. (L.) mexicana, L.
(L.) amazonensis, L. (Viannia) braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) peruviana e L. (V.)
guyanensis no Novo Mundo (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

A leishmaniose mucocutanea (LMC) é a forma crdnica da doenca (AMATO et al., 2007).
Geralmente, inicia-se com uma inflamacdo nasal tipica, seguida de ulceracdo da mucosa e
perfuracdo do septo nasal, além dessas regides, os labios, o palato mole, a faringe e laringe
também podem ser afetados (REITHINGER et al., 2007). A LMC necessita de diagnostico e
tratamento rdpido, uma vez que as lesbes sdo de dificil cicatrizacdo podendo evoluir para
desfiguracdo permanente e levar a 6bito (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). As
principais especies responsaveis pela forma mucosa da doenca sdo: L. (L.) tropica, L. (L.)
aethiopica e L. (L.) infantum (variedade dermotrépica) no Velho Mundo e L. (V.) braziliensis
e L. (V.) panamensis no Novo Mundo (MARRA; CHIAPPETTA,; VINCENTI, 2014).
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A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar, é causada por L. (L.)
infantum (sinbnimo de L. chagasi) no Novo Mundo e L. (L.) donovani no Velho Mundo
(BANETH et al., 2008). A LV resulta em uma infeccéo sistémica e progressiva, acometendo
o sistema reticulo-endotelial e 6rgéos linfoides, como o baco, figado e a medula déssea. Os
sintomas  clinicos incluem febre, anemia, leucopenia, hepatoesplenomegalia,
hipergamaglobulinemia e caquexia (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014), podendo causar
imunossupressao, tornando o hospedeiro susceptivel a infeccdes secundarias e pode ser letal,
se ndo tratada de forma adequada (OSMAN; KAGER; OSKAM, 2000).

Considera-se ainda a leishmaniose dérmica pés-calazar (LDPC) como uma manifestacéo
clinica (ASHFORD, 2000). Essa € uma condi¢do dérmica que pode ocorrer durante ou apos o
tratamento da LV e é causada por L. (L.) donovani (ZIJLSTRA et al., 2017). A LDPC tende-
se a cronicidade e é caracteriza pela presenca de lesGes maculares ou papulonodulares
(HASNAIN et al., 2016) que geralmente iniciam no rosto e gradativamente aumentam de
tamanho, podendo se espalhar para o pescoco, tronco e extremidades do corpo (GANGULY
etal., 2010).

Essas manifestacOes clinicas geram diversos efeitos deletérios sobre a homeostasia
imunoldgica do hospedeiro infectado, causando imunodepressdo (OLIVIER et al., 2003),
existindo inimeros relatos de pacientes imunocomprometidos com leishmaniose, sendo a
maioria dos casos descritos na literatura entre individuos infectados pelo virus da
imunodeficiéncia adquirida (HIV) (VAN GRIENSVEN et al., 2014).

1.2.1 Coinfeccdo HIV/Leishmania

O primeiro caso de coinfeccdo HIV/Leishmania foi descrito na Europa em 1985,
subsequentemente novos casos foram relatados em diversos paises do globo (ALVAR et al.,
1997). O virus HIV e a Leishmania compartilham um mecanismo imunopatolégico que
compromete as células do sistema mononuclear fagocitario promovendo a replicagdo de
ambos os patdgenos (ANDREANI et al., 2012), o que contribui para o progresso da sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e também para uma maior susceptibilidade a outras
doencas oportunistas (LAULETTA; CUNHA; QUEIROZ, 2016).

A coinfeccdo HIV/Leishmania tem aspectos particulares em termos de apresentagéo,
diagnostico e resposta ao tratamento quimioterapico. Além disso, o diagndstico precoce é

essencial para reduzir a gravidade do quadro clinico e também da mortalidade (OLIVIER et
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al., 2003). A mortalidade é significativamente maior em pacientes coinfectados com HIV/LV.
Os baixos niveis de linfécitos T CD4" e auséncia de uma reconstituicdo da resposta
imunolodgica ap0ds o tratamento sdo caracteristicas presentes dessa coinfeccdo. Alem disso, as
recidivas apresentam-se como 0s principais agravantes para um mau prognéstico e esta
associado as altas taxas de mortalidade que ocorrem (ALVAR; CROFT; OLLIARO, 2006).

1.3 Epidemiologia

As leishmanioses representam um grave problema de saude publica e estdo entre as
seis maiores doencas tropicais que afligem paises em desenvolvimento (DESJEUX, 2004). A
prevaléncia dessas doencas é representada majoritariamente no globo, sendo endémicas em 88
paises e possuindo notificacdo obrigatéria em 32 (MURRAY et al., 2005). A sua
epidemiologia é extremamente diversificada considerando o numero de espécies de
Leishmania e de vetores competentes, havendo duas principais entidades epidemioldgicas: 1)
zoonotica, que inclui animais domésticos e silvestres como reservatérios no ciclo de
transmissdo e 2) antropondtica, no qual o homem ¢ a unica fonte de infeccdo para o vetor
(SEAMAN et al., 1996).

Essas doencas apresentam alta morbidade e mortalidade em varios paises do mundo e
mais de 90% dos casos notificados 8 OMS ocorrem no Brasil, Etiopia, India, Somalia e Sudao
(WHO, 2018). Atualmente, as leishmanioses afetam aproximadamente 12 milhdes de
individuos e cerca de 350 milhdes estdo em risco de infeccdo. As estimativas mostram uma
incidéncia anual de 0,7 a 1,2 milh&o de novos casos da forma tegumentar da doenca enquanto,
paraa LV é de 0,2 a 0,4 milhdo de novos casos (ALVAR et al., 2012).

A distribuicdo da LV na América do Sul é extensa, sendo o Brasil o pais com maior
incidéncia de casos (Fig. 3) (TORRES, 2006). Segundo o Ministério da Saude, nos Gltimos 26
anos (1990-2016) de notificagdo, somaram-se 84.922 casos de LV no Brasil, sendo que
66.83% (56.756 casos) foram somente da regido Nordeste, seguido pela regido Norte e

Sudeste com os maiores indices do pais (BRASIL, 2018).

Os estados da Bahia, Ceara, Maranhdo e Piaui destacam-se no cenario epidemioldgico
da doenca, apresentando 0s maiores percentuais de casos da regido Nordeste e também do
pais (BRASIL, 2018). O Maranhdo apresenta-se como endémico para LV (COSTA et al.,
1995) e a doenca estd presente em todas as mesorregibes do estado, possuindo elevado

nimero de municipios que apresentam transmissdo intensa da doenga, destacando-se com
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maior ndmero de notificagdo os municipios de Imperatriz, Caxias, Timon e Codé
(COUTINHO; ELDA; CALDAS, 2012).

Sem casos (6)
1a 10 (4)
10a S0 (5)
S0a100 (2)
1002300 (6)
300a589 (4) s

EEEOOO

Figura 3: Casos de LV por unidade federativa do Brasil em 2015. Fonte: Secretaria de
Vigilancia em Salde/Ministério da Saude.

A llha de S&o Luis também responde por uma importante parcela do nimero de casos
da doenca no estado, destacando os municipios de Sdo Luis e Sdo José de Ribamar. 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).

No que diz respeito a distribuicdo da LV associada ao HIV, altas taxas de coinfec¢do
foram registradas no Brasil (Fig. 4), principalmente em pacientes do sexo masculino com
faixa etaria entre 18-50 anos de idade (DE ALBUQUERQUE et al.,, 2014). Dados
epidemioldgicos reforcam que casos de coinfeccdo Leishmania/HIV estdo aumentando pelo
pais e destacam as regifes Centro-Oeste, Sudeste e Nordeste como as principais portadoras
dos nameros de casos (NASCIMENTO et al., 2011). Em relacdo ao estado do Maranh&o, o
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) registrou entre o periodo de
2010-2017 um total de 422 pacientes coinfectados, demonstrado este cenario como um
problema emergente de satde publica (SINAN, 2018).
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Figura 4: Casos e percentual de coinfecgdo LV/HIV no Brasil de 2001 a 2016. Fonte: Secretaria de
Vigilancia em Salde/Ministério da Saude.

1.4 Quimioterapia

A quimioterapia ainda constitui a principal ferramenta para o controle das leishmanioses
(PONTE-SUCRE, 2003a). Os farmacos de primeira escolha para o tratamento destas doencas
em muitas regides sdo os antimoniais pentavalentes (Sb*®) — o antimoniato de meglumina
(Glucantime®) e o estibogluconato de sodio (Pentostam™), sendo que no Brasil este Gltimo
ndo é comercializado (BRASIL, 2017). Porém, variacdes na resposta clinica a esses
medicamentos em LC, LMC e LV tem sido um problema persistente no tratamento nos
ultimos 50 anos, surgindo a hipotese de que ha uma diferenca intrinseca na sensibilidade das
espécies de Leishmania a estes farmacos (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006).

A toxicidade, as vias parenterais de administracdo e a duragdo do tratamento aos
antimoniais estimularam o uso de medicamentos alternativos como a anfotericina B,
pentamidina, miltefosina e a paromomicina, embora estes dois ultimos ainda ndo tenham sido
aprovados no Brasil para uso clinico (ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2018). Além disso, a
larga utilizagdo dos antimoniais combinada a interrupgéo do tratamento pode levar a falhas na

terapia e favorecer o surgimento de linhagens resistentes do parasita (SUNDAR, 2001).
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1.4.1 Antimoniais

H& muitos anos, os antimoniais tém sido utilizados na terapéutica das leishmanioses
(FREZARD; DEMICHELLI; RIBEIRO, 2009). Em 1912, Gaspar Vianna relatou a eficacia do
tartaro emético (antimonio trivalente — Sb*3) no tratamento da LMC, porém, o seu uso foi
contestado devido a sua elevada toxicidade e seus efeitos colaterais graves (VIANNA, 1992;
RATH et al., 2003). Assim, a partir da década de 40 o antiménio trivalente foi substituido por
compostos menos toxicos, os complexos de antimonio pentavalente (Sb*®) (MARSDEN,
1985), sendo que somente em 1936 ¢ 1945 as formulagdes dos medicamentos Pentostam™ e
Glucantime®, respectivamente, foram introduzidos na terapéutica da doenca (CROFT;
YARDLEY, 2002).

Estes farmacos devem ser administrados via parenteral, diariamente, sendo
recomendado pela OMS que a dose utilizada seja calculada em miligramas de antiménio
pentavalente por quilograma de peso corporal (geralmente, 10-20mg Sb*°/kg/20-30 dias)
(BRASIL, 2017). E frequente durante a terapia antimonial ocorrer dores intramusculares
locais e também efeitos colaterais, como nausea, fraqueza, vomitos, erupcbes cutaneas,
hepatotoxicidade e cardiotoxicidade, exigindo cuidadosa supervisdo médica (GUERIN et al.,
2002).

No que diz respeito a0 mecanismo de acdo destes compostos, 0s antimoniais
pentavalentes sdo pré-drogas que necessitam de reducdo bioldgica para a forma trivalente
para apresentar atividade leishmanicida (EPHROS et al., 1999). O local e 0 mecanismo desta
reducdo continuam controversos na literatura. Entretanto, estudos demonstraram que o Sb*®
ndo € ativo contra formas promastigotas do parasito, enquanto que, amastigotas axénicos,
cultivados na auséncia de macrofagos, sdo sensiveis a este composto, sugerindo que algum
tipo de reducdo pode ocorrer nesta forma evolutiva (CALLAHAN et al., 1997; EPHROS et
al., 1999).

O mecanismo pelo qual o Sb*™ é reduzido em amastigotas ndo esta claro, uma das
hipoteses apontadas € que condi¢es de acidez e de temperatura elevada podem favorecer a

reducdo desse composto, e esses sdo fatores encontrados nos fagolisossomos, porém, esta
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reducdo ndo é significativa (WYLLIE; CUNNINGHAM; FAIRLAMB, 2004). Além disso, a
reducdo ndo enzimatica através da glutationa (FREZARD et al., 2001) e da tripanotiona (DOS
SANTOS FERREIRA et al., 2003) também ja foram relatadas em Leishmania. A reducao
enzimatica também ocorre e duas enzimas ja foram descritas como agentes redutoras nesses
parasitos: a tiol dependente redutase (TDR1) (DENTON; MCGREGOR; COOMBS, 2004) e
0 antimoniato redutase (ACR2) (ZHOU et al., 2004).

O farmaco atravessa a membrana do parasito através de proteinas transportadoras,
torna-se ativo e encontra seu alvo intracelular provocando morte celular (BROCHU et al.,
2003), que pode ocorrer por inibicdo da sintese de macromoléculas, perturbacdo do
metabolismo energético, disturbios do potencial redox e também através da inducdo de
apoptose, envolvendo fragmentacdo do DNA (SERENO et al., 2001a, 2001b).

1.4.2 Falhas na terapia antimonial em pacientes com leishmaniose

Apesar dos antimoniais representarem os farmacos de primeira escolha na terapia das
leishmanioses, numerosos casos de falhas terapéuticas ja foram relatados (CROFT;
SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). Esses casos podem ser classificados como falha terapéutica
primaria, quando ocorrem desde o inicio do tratamento ou como falha terapéutica secundaria,
quando ocorrem durante uma recaida (BRYCESON et al., 1985). Geralmente, os casos de
falha terapéutica secundaria sdo descritos em pacientes imunocomprometidos, porém, ja
foram reportados casos de pacientes imunocompetentes que tiveram recidiva clinica devido a

um tratamento antimonial insuficiente (PETERS et al., 1990).

O aumento de casos refratarios ao tratamento antimonial tem sido documentado em
diversas regides do mundo (GOTO; LINDOSO, 2010). Em varios estudos, observou-se falha
terapéutica, registrado em 65% dos casos de LV na India (SUNDAR et al., 2000), 39% dos
casos de LC na Colémbia (PALACIOS et al.,, 2001) e 7% dos casos de LC na Bolivia
(BERMUDEZ et al., 2006). No Brasil, um estudo comparando a resposta ao Glucantime® em
pacientes infectados com L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis encontrou taxas de falha
clinica de 60% e 30%, respectivamente, apds o primeiro ciclo terapéutico (ROMERO et al.,
2001). Além disso, casos de falha no tratamento em LC j& foram reportados em diferentes
unidades federativas do pais, como no Rio de Janeiro (OLIVEIRA-NETO et al., 1997), Bahia
(ROMERO et al., 2001) e também no Amazonas (TEIXEIRA et al., 2008), porém, estes

dados séo escassos a respeito da forma visceral da doenga.
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A diferenca na sensibilidade das espécies de Leishmania aos antimoniais constitui uma
das principais razbes para falhas no tratamento quimioterapico (DA LUZ et al., 2009). Um
estudo realizado por Jeddi et al. (2014) mostrou que isolados clinicos de L. (L.) infantum de
duas regides do Magreb e uma do sul da Franca apresentaram diferenca quanto a
suscetibilidade a antimonio, possuindo valores de 1Cso (concentragdo que inibe o crescimento

celular em 50%) que variavam entre 7.5ug/mL a superiores a 60pg/mL.

Um estudo examinou a sensibilidade in vitro de amastigotas intracelulares de isolados
clinicos de L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis ao Glucantime® no Brasil. Esse estudo
demonstrou que os isolados de L. (V.) braziliensis foram significativamente mais sensiveis ao
Sb*> com valores de ICso variando entre 18.5-59.8ug/mL enquanto, os isolados de L. (L.)
amazonensis apresentaram valores >112.2 pg/mL (ZAULI-NASCIMENTO et al., 2010).

Em relacdo a resposta terapéutica de pacientes coinfectados por Leishmania/HIV, os
mesmos apresentam maiores riscos de recidivas e sS40 mais propensos a ma responsividade a
quimioterapia (CIPRIANO et al., 2017). Isto implica no uso de profilaxia secundaria com a
utilizacdo de anfotericina B ou de pentamidina (VAN GRIENSVEN et al., 2010). Alguns
estudos ja demonstraram que ocorre variabilidade quanto a sensibilidade de isolados de
pacientes com e sem coinfeccdo, como demonstrado por Faraut-Gambarelli et al (1997) no
qual relataram que amastigotas intracelulares de pacientes LV/HIV sdo mais sensiveis ao

Glucantime® quando comparados a isolados de pacientes sem coinfecc&o.

O fendmeno de falha terapéutica é complexo, podendo envolver fatores genéticos e
imunoldgicos do hospedeiro, assim como aspectos da biologia do parasita, como a
insensibilidade intrinseca a uma determinada droga e o fendtipo de resisténcia (GROGL;
THOMASON; FRANKE, 1992). E importante ressaltar que falha terapéutica e resisténcia
medicamentosa sdo dois eventos distintos, o primeiro possui origem multifatorial e envolve a
relacdo entre o parasito e seu hospedeiro, enquanto o segundo é uma caracteristica da selecéao

de parasitas atraves do contato com o farmaco isolado (TORRES et al., 2013).

1.5 Mecanismos de resisténcia a antimoniais em Leishmania spp

Os microrganismos desenvolveram numerosas estratégias para neutralizar a toxicidade

celular induzida por componentes xenobioticos, sendo que algumas dessas defesas foram
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coadaptadas para a resisténcia a drogas (FAIRLAMB et al., 2016). A resisténcia a
medicamentos consiste na diminuicdo da sensibilidade de um parasito a uma droga, isso
ocorre devido a um declinio da eficacia do farmaco em uma populacdo anteriormente
susceptivel (NATERA et al., 2007). Porém, essa defini¢do pressupde suscetibilidade original
dos parasitos a droga e isso pode ndo ocorrer, como em Leishmania sp. (PONTE-SUCRE,
2003b).

O fenbmeno de resisténcia em Leishmania é complexo, podendo ser natural ou adquirido,
sendo este Ultimo através da exposicdo de doses sub-Otimas da droga (OUELLETTE;
DRUMMELSMITH; PAPADOPOULOU, 2004). O surgimento desse fendtipo pode ter
multiplas origens, podendo ser atraves de adaptacao fisiologica, mutacdes aleatdrias seguida
de selecdo, selecdo diferencial de parasitos resistentes em uma populacdo heterogénea e

também por alteracdes na expressao génica (SINGH, 2006).

Considerando os antimoniais, diversas vias podem estar envolvidas nos fendtipos de
resisténcia, como a entrada, metabolismo, efluxo e/ou sequestro da droga (Fig. 5) (JEDDI,
PIARROUX; MARY, 2011). A diminuicdo desses farmacos dentro do parasita constitui uma
das principais estratégias de espace utilizadas por Leishmania (MARQUIS et al., 2005). Além
disso, foi observada a atuacdo de proteinas transportadoras de membrana no carreamento
desses compostos sendo correlacionados com o fenémeno de resisténcia desses parasitos
(HUBER; MARUIAMA; ALMEIDA, 2010).

Influxo

K Ativagao

Conjugagéo
z Aumento do sequestro Célula
& Efluxo Hospedeira

Figura 5: Mecanismos moleculares de resisténcia a antimoniais. ABCG2, ABC, ABCI4 -
ATP-Bidding Cassete; AQP1 — aquaporina; K — cinetoplasto; MDR1 — proteina de resisténcia
a multiplas drogas; MRPA — proteina transportadora; Sh'"' — antiménio trivalente; SbY —
antiménio pentavalente; N — nucleo. Fonte: Adaptado de Ponte-Sucre et al. (2017).



As proteinas transportadoras ABC (ATP-biding cassete) estdo envolvidas em muitos
processos celulares, como no transporte de moléculas para dentro e fora da célula (SAURIN;
HOFNUNG; DASSA, 1999). Essas proteinas utilizam a energia resultante da hidrolise de
ATP para transportar uma variedade de moléculas através das membranas bioldgicas,
incluindo aminoécidos, peptideos, ions e também farmacos (HIGGINS, 1992; SHEPS; LING,
2007). Além disso, esses transportadores ja foram observados contribuindo para o fendtipo de
resisténcia de diversas drogas (LEPROHON et al., 2006). A proteina MRPA (Multidrug-
related protein A), pertencente a familia ABC, foi o primeiro transportador caracterizado em
Leishmania spp. e esta relacionado a resisténcia ao arsenito e também aos antimoniais
(LEGARE et al., 2001a). A saida de antimonio mediado pelo transportador MRPA ocorre
através do sequestro da droga, conjugado a tidis, para o interior de vesiculas que
posteriormente sdo exocitadas pela regido do bolso flagelar do parasita (LEGARE et al.,
2001b). A amplificagdo e a superexpressdao do gene que codifica essa proteina ja foi
relacionada com a diminuigdo do influxo de Sb*™ em Leishmania (CALLAHAN et al., 1994)
e resultados similares também foram observados em isolados clinicos de L. (L.) donovani
resistentes aos antimoniais (MUKHERJEE et al., 2007).

A proteina AQP1 (Aquaglyceporin-1) também possui efeito modulador na resisténcia aos
antimoniais em Leishmania (GOURBAL et al., 2004). As aquagliceporinas sdo canais de
membrana que permitem o transporte de pequenos solutos nas células e em Leishmania
demonstrou facilitar a passagem de Sh*® intracelularmente (MARQUIS et al., 2005). A
superexpressdo do gene AQP1 produz hipersuscetibilidade ao antimdnio, enquanto que a
delecdo génica torna o parasita resistente ao farmaco (GOURBAL et al., 2004; RICHARD et
al., 2004). Estudos avaliaram o fenétipo de resisténcia ao Sb*™ em isolados clinicos de L. (L.)
donovani e demonstraram a correlagéo desse fenémeno com a baixa expressao do gene AQP1
demonstrando o seu papel no mecanismos de resisténcia a droga (DECUYPERE et al., 2005;
MANDAL et al., 2010).

O surgimento de isolados Leishmania spp. resistentes a farmacos e a propagagéo dessas
cepas enfatizam a importancia de sua identificacdo e da elucidacdo dos possiveis mecanismos

utilizados por esses isolados na resisténcia medicamentosa, principalmente em areas
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endémicas. Considerando a escassez de dados na literatura a respeito do perfil de isolados
brasileiros de L. (L.) infantum a antimoniais, a caracterizagdo dessas cepas contribuiria para o
desenvolvimento de novas estratégias quimioterapicas mais eficazes e permitiria diminuir o
numero de casos de falhas terapéuticas.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

- Realizar a caracterizacdo fenotipica e molecular de isolados clinicos de pacientes com

leishmaniose visceral do estado do Maranh&o.
2.2 Objetivos especificos
- Identificar a espécie de Leishmania spp. dos isolados clinicos obtidos no estudo;

- Verificar a suscetibilidade ao antiménio trivalente em formas promastigotas dos isolados

clinicos;
- Determinar a taxa de infecgdo dos isolados clinicos em macréfagos RAW;

- Avaliar o nivel de mRNA dos genes AQP1 e MRPA dos isolados clinicos de L. (L.)

infantum.
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Resumo

A leishmaniose visceral é causada por Leishmania (Leishmania) infantum e apresenta-se
como uma doenca endémica do estado do Maranhdo. A quimioterapia da doenca baseia-se na
administracdo de antimoniais, porém, o surgimento de falhas terapéuticas e de recidivas
clinicas tornaram-se grandes desafios na terapéutica da doenca. A ocorréncia desses
fendbmenos deve-se principalmente a variabilidade do parasito na suscetibilidade a drogas.
Desse modo, o presente estudo realizou a caracterizacdo fenotipica e molecular de cinco
isolados clinicos de L. (L.) infantum provenientes do estado Maranhdo ao antiménio
trivalente. Para isso, a sensibilidade dos isolados clinicos ao antimdnio foi avaliada através de
ensaios de viabilidade celular verificando uma variacdo de 1Cso (concentracdo da droga que
inibe a viabilidade celular em 50%) de 66,2 a 133,8uM. A taxa de infeccdo de cada isolado
também foi avaliada através de um modelo experimental de macr6fagos RAW observando
uma variacdo de 59% a 81%. Uma discreta correlacdo entre suscetibilidade e potencial de
infeccdo foi encontrada. A expressdo dos genes AQP1 (Aquagliceporina-1) e MRPA
(Proteina A de resisténcia a multiplos farmacos) foram determinados através de PCR
guantitativa em tempo real observando a superexpressdao de ambos os genes nos isolados
clinicos. Estes resultados implicam que ocorre uma variabilidade intraespecifica dos isolados
de L. (L.) infantum ao antiménio trivalente, demonstrada através do perfil fenotipico e

molecular dos isolados a droga.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral. Antimonio. Suscetibilidade. Aquagliceporina
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Abstract

Visceral leishmaniasis is caused by Leishmania (Leishmania) infantum and it presents as an
endemic disease in the state of Maranh&do. The chemotherapy of the disease is based on the
administration of antimonials, however, the emergence of therapeutic failures and clinical
relapses have become great challenges in the treatment of the disease. The occurrence of these
phenomena is mainly due to the variability of the parasite in the susceptibility to drugs. Thus,
the present study carried out the phenotypic and molecular characterization of five clinical
isolates of L. (L.) infantum from the state of Maranh&o to trivalent antimony. For this, the
sensitivity of clinical isolates to antimony was assessed by cell viability assays by checking a
range of 1Cso (concentration of drug that inhibits cell viability by 50%) from 66.2 to 133.8uM.
The infection rate of each isolate was also evaluated through an experimental model of RAW
macrophages, observing a variation of 59% to 81%. A discrete correlation between
susceptibility and infection potential was found. Expression of AQP1 (Aquagliceporin-1) and
MRPA (Multidrug-related protein A) genes were determined by quantitative real-time PCR,
observing the overexpression of both genes in clinical isolates. These results imply that
intraspecific variability of the isolates of L. (L.) infantum occurs to the trivalent antimony,

demonstrated by the phenotypic and molecular profile of the isolates the drug.

Key words: Visceral leishmanisis. Antimony. Susceptibility. Aquaglyceporin

1. Introducéo

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca tropical negligenciada causada por Leishmania
(Leishmania) donovani no Velho Mundo e por L. (L.) infantum no Novo Mundo. Essa doenca
é considerada a forma mais grave das leishmanioses, sendo altamente letal, se ndo tratada de
forma adequada [1]. A distribuicdo da LV na América do Sul é extensa, sendo o Brasil o pais
com a maior incidéncia de novos casos [2]. A regido Nordeste destaca-se no cenario
epidemioldgico da doenca por apresentar aproximadamente 67% dos casos do pais,
considerando os ultimos 26 anos de notificagdo realizados pelo Ministério da Sadde. O estado
do Maranh&o possui 0 maior percentual de casos de LV da regido, sendo que somente em
2017 foi notificado 714 casos, 0 que reforca essa situacdo como um grave problema de saude
publica [3].
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A quimioterapia continua representando a principal ferramenta de controle da doenca, porém,
o arsenal terapéutico é bastante limitado. No Brasil, a primeira opgéo terapéutica paraa LV é
administracdo do antimoniato de meglumina (Glucantime®), um composto pentavalente
contendo antimonio [4]. Porém, o antimdnio pentavalente (Sb*®) necessita de reducéo
bioldgica para a forma trivalente (Sb*3) para exercer atividade leishmanicida, ocorrendo essa
reducdo tanto na célula hospedeira quanto intracelularmente no parasito [5]. O surgimento de
falhas terapéuticas e de recidivas clinicas tornaram-se grandes desvantagens no tratamento da
doenca. Esses fendmenos possuem origem multifatorial que envolvem aspectos relacionados
ao hospedeiro (fatores imunoldgicos, genéticos e nutricionais), a droga (qualidade e
farmacocinética) e também ao parasita (resisténcia natural ou adquirida a drogas, aumento da

infectividade e a coinfec¢cdo com outros patdgenos) [6].

A resisténcia medicamentosa em Leishmania tem sido reportado em vérias regides do mundo,
como no estado de Bihar, india, onde 65% dos pacientes infectados por L. (L.) donovani no
respondem ao tratamento antimonial [7]. No Brasil, casos refratarios ao tratamento com
Glucantime® também ja foram reportados, principalmente em pacientes com a forma
tegumentar da doenca [8]. Esse fendmeno pode ocorrer devido a diferenca intrinseca de
sensibilidade do parasito a droga, podendo agravar com o declinio da eficacia do farmaco [9].

Os mecanismos pelo qual Leishmania adquire resisténcia tém sido objeto de pesquisa ha
varias décadas, podendo ocorrer por alteracBes na expressdo de genes relacionados a
captacdo, efluxo e também sequestro do farmaco [10]. Uma regulacdo negativa na expressao
de aquagliceporina-1 (AQP1) esté correlacionada com a menor captacdo de Sb*3, diminuindo
a concentracdo da droga dentro do parasito [11]. Por outro lado, a superexpressdo da proteina
A de resisténcia a multiplos farmacos (MRPA) esta relacionada com o sequestro de complexos
de antimoénio, conferindo resisténcia ao parasito [12]. O surgimento de isolados de
Leishmania spp. resistentes e também da propagacdo dessas cepas em area de endemia podem
contribuir para uma maior mortalidade em pacientes com leishmaniose visceral. Por isso, é
importante identificar isolados suscetiveis ou resistentes, assim como elucidar 0s possiveis
mecanismos utilizados por esses parasitos em resposta aos medicamentos. Portanto, neste
trabalho, objetivou-se realizar a caracterizacdo fenotipica e molecular de isolados clinicos de
L. (L.) infantum de uma area endémica de leishmaniose visceral do Brasil, o estado do

Maranhao.
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2. Material e Métodos
2.1 Aspectos éticos e obtencao dos isolados clinicos

Os isolados clinicos de pacientes diagnosticados com leishmaniose visceral, provenientes de
um Centro de Referéncia em Doencas Infectocontagiosas, Sdo Luis, MA, foram obtidos
através de aspirado de medula 6ssea. Todos os isolados eram oriundos de pacientes que nédo
foram expostos ao tratamento antimonial com antimoniato de meglumina (Glucantime®). As
informagdes clinico-epidemioldgicas desses pacientes encontram-se disponiveis na Tabela 1.
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.

2.2 Farmaco

O farmaco utilizado foi: o antimdnio trivalente — tartarato de antiménio e potassio trihidratado
(Sigma, St. Louis, MO, EUA). A diluicdo da droga foi feita em &gua ultra-pura, sendo
armazenada a 4°C.

2.3 Parasitas

Os parasitas utilizados no estudo foram: a cepa referéncia de L. (L.) infantum
MHOM/BR/1970/BH46 e cinco isolados clinicos. O local de origem de cada isolado clinico
estd indicado na Figura 1. As formas promastigotas foram mantidas in vitro em meio de
cultura Schneider (Sigma, St. Louis, MO, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino
inativado (Gibco®), 2% de urina masculina estéril, 10 U/mL de penicilina (Gibco®) e
10pg/mL de estreptomicina (Gibco®). As culturas foram mantidas em estufa a 25°C e os
repiques foram realizados semanalmente durante a fase logaritmica de crescimento dos

parasitos.
2.4 Identificacdo molecular dos isolados clinicos

O DNA total dos parasitos foi extraido utilizando o método fenol/cloroférmio/ alcool
isoamilico [13]. A deteccdo de DNA de Leishmania spp. foi realizada através da Reacdo em

Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando a regido do espacador transcrito interno 1 (ITS1), que
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amplifica um fragmento de aproximadamente 300-350 pares de bases. As reacOes foram
realizadas de acordo com Schonian et al. (2003) [14], utilizando os iniciadores: LITSR 5°-
CTGGATATCATTTTCCGATG-3" e L5.8S 5-TGATACCACTTATCGCACTT-3’. Os
ciclos de amplificacdo utilizados seguiram as recomendacdes de El Tai et al. (2001) [15]. Os
produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% (UltraPure™

Agarose, Invitrogen™).

A identificacdo das espécies de cada isolado clinico foi realizada através do método de PCR-
RFLP (Polimorfismo de comprimento de fragmentos de restrigdo). Os produtos amplificados
através da PCR-ITS1 foram submetidos a digestdo enzimatica utilizando a enzima de restricao
Haelll (Promega™, MA, EUA) durante 2 horas a 37°C. Os fragmentos obtidos foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 4% (UltraPure™ Agarose, Invitrogen™) e
comparados com controles positivos de L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8), L. (V.)
braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903), L. (V.) lainsoni (MHOM/BR/81/M6426), L. (V.)
naiffi (MDAS/BR/1979/M5533), L. (L.) infantum (MHOM/BR/1970/BH46) e L. (L.
mexicana (MHOM/BZ/1982/BEL21).

2.5 Atividade do antimonio trivalente contra formas promastigotas de L. (L.) infantum

A atividade do farmaco contra formas promastigotas de L. (L.) infantum foi avaliada
utilizando o teste de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina). O
protocolo utilizado foi previamente descrito por Zauli-Nascimento et al (2010) [16]. Os
parasitos foram plaqueados a uma densidade de 2x10® promastigotas/poco e incubados em
uma série crescente do farmaco (0, 15.6, 31.3, 62.5, 125, 250, 500uM e 1mM) durante 48
horas a 25°C. Apos esse periodo foi adicionado 30pL de MTT (5mg/mL) (Sigma, St. Louis,
MO, EUA), e ap0s 3 horas, a reacao foi interrompida utilizando 50puL de SDS (docedil sulfato
de sodio) 20%. A leitura da densidade dptica (D.O) foi feita por espectrometria no leitor de
microplacas Epoch™, BioTek®, medindo-se a absorbancia em 595nm, utilizando como
referéncia o comprimento 690nm. Os ensaios foram realizados em triplicada e repetidos
independentemente duas vezes. Os valores de ICso (concentracdo da droga que inibe a
viabilidade celular em 50%) foram determinados através de curvas de regressdo sigmoide

utilizando o programa GraphPad Prism® 5.0.
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2.6 Ensaios de infeccdo de L. (L.) infantum em macro6fagos

Macrofagos RAW 264.7 foram cultivados em placas de 24 pocos contendo laminulas
redondas estéreis. As células foram plaqueadas a uma densidade de 3x10° macr6fagos/pogo
em presenca de meio RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, MO, EUA) e incubadas por 24 horas em
estufa a 37°C e 5% CO.. As células ndo aderidas foram retiradas com PBS estéril 1X. Os
macrofagos foram infectados com formas promastigotas de L. (L.) infantum em uma
proporcdo de 20:1 (parasitas:macréfago) por 24 horas. Apds esse periodo, 0os pocos foram
lavados duas vezes com PBS estéril 1X para a remocdo dos parasitas ndo internalizados,
fixados com metanol e corados com o Kit Instant Prov (NewProv, Parang, Brasil) segundo as
orientacdes do fabricante. As laminas preparadas foram observadas em microscépio Optico,
avaliando 100 macréfagos por lamina, identificando as células infectadas e o nimero de
amastigotas em cada macréfago. Os ensaios foram realizados em triplicada e repetidos
independentemente duas vezes. O percentual de infeccdo e o indice de infeccdo foram

determinados utilizando o programa GraphPad Prism® 5.0.
2.7 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total de promastigotas (1x108/mL), fase logaritmica de crescimento, foi extraido
utilizando o método TRIzol™ (Thermo Fisher, MA, EUA) conforme descrito pelo fabricante.
A concentragdo do RNA extraido foi avaliada usado o espectrofotbmetro Nanodrop
2000/2000c (Spectrophotometer, Unisciense), sendo consideradas para sintese de DNA
complementar (cDNA) as amostras que apresentaram concentragdo > 100ng/uL. Para a
sintese de cDNA foi utilizado o Kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo
Fisher, MA, USA) utilizando o sistema Random Primer de acordo com as especificacdes do

fabricante.
2.8 Expressado génica por PCR quantitativa em tempo real

As reacdes de PCR quantitativa em tempo real (QPCR) foram realizadas utilizando o sistema
Platinum® SYBR® Green (Invitrogen™, Life Technologies™) de acordo com a
recomendacdes do fabricante. As sequencias dos iniciadores dos alvos utilizados foram AQP1
Forward 5’- TGG CTA TTG GAC TAC TGT TG -3’e Reverse 5° - GGT GGA ATG ATG
AAA AAG AC-3’ e do gene MRPA Forward 5°- GAG GGT GTG CAG ATG CGG TA-3’ e
Reverse 5’- CAT GAA CGT CAG CAG CAG CG -3’ [17]. Os niveis de expressdo gé€nica

foram normalizados utilizando o gene constitutivo gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
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(GAPDH) Forward 5’- GAA GTA CAC GGT GGA GGC TG-3’ e Reverse 5’- CGC TGA
TCA CGA CCT TCT TC-3” [18] . As reacdes foram realizadas independentemente duas
vezes em triplicata. A expressao relativa foi calculada segundo Livak & Schmittgen (2001)
[19]. Os genes que apresentaram -2 < fold change > 2 foram considerados diferencialmente

E€Xpressos.

2.9 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas através do programa GraphPad Prism v.5.0., CA,
EUA. O teste de variancia One-Way ANOVA seguido do pds-teste de comparagdes maltiplas
de Tukey foram utilizados para analisar diferencas entre os valores de I1Cso dos isolados e para
as analises de correlacdo entre duas variaveis foi utilizado o teste de Spearman. O valor de

p<0,05 foi considerado como estatisticamente significativo em todas as analises.

3. Resultados
3.1 Identificacdo dos isolados clinicos

O método de PCR-RFLP foi adotado como uma ferramenta para identificar as espécies dos
isolados clinicos. Entre as amostras analisadas, foi observada amplificagdo do fragmento ITS1
de aproximadamente 300-350bp, variando em tamanho para as diferentes espécies de
Leishmania (Figura 2A). A digestdo do fragmento obtido confirmou que todos os isolados

clinicos analisados pertenciam & espécie Leishmania (Leishmania) infantum (Figura 2B).
3.2 Suscetibilidade dos isolados de L. (L.) infantum ao antiménio trivalente

Os valores de ICso de Sb* contra promastigotas dos isolados clinicos e da cepa de referéncia
MHOM/BR/1970/BH46 variaram de 66,2 + 9,8 a 133,8 + 14,1uM, apresentando mediana de
114,6uM. Entre os isolados clinicos, somente o PVVO08 apresentou valor de ICso superior ao
da cepa de referéncia, porém, esse valor ndo foi estatisticamente significativo. Em relacdo ao
perfil de sensibilidade ao Sb*3, os isolados P\V017 e PV008 foram, respectivamente, 0 mais e
0 menos sensivel ao farmaco, com o valor de ICso variando aproximadamente 2,00 vezes,
observando diferenca significativa entre esses dois isolados (p<0,01 ANOVA seguido do

pos-teste de Tukey). Além disso, quando comparado o valor de ICso entre 0s demais isolados
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clinicos, observou-se diferenga estatisticamente significativa entre o isolado PV006 em
relacdo ao PV017 (p<0,05 ANOVA seguido do pos-teste de Tukey). O indice de resisténcia

para cada isolado foi calculado observando uma variacéo de 0,53 a 1,10 vezes (Tabela 2).

3.2 Taxa de infeccédo e infectividade dos isolados de L. (L.) infantum

A figura 3 mostra os perfis de infeccdo de cada isolado e a correlacdo desta varidvel a
sensibilidade ao Sb*3. Observou-se que as taxas de infeccdo dos isolados de L. (L.) infantum
variaram de 59% a 81% (Figura 3A). O indice de infectividade também apresentou variacao,
observando uma razdo do nimero de amastigotas por macrofago de 3,4 e 5,6 para o isolado
mais e menos infeccioso, respectivamente. O numero total de amastigotas intracelulares para
cada isolado esta presente na Figura 3B. Uma correlacdo positiva forte foi observada entre o
indice de infectividade e a taxa de infeccdo (r = 0,9856; P = 0,002 correlacdo de Spearman)
(Figura 3C), observando diferenca estatisticamente significativa. Quando correlacionada as
variaveis de taxa de infeccéo e suscetibilidade ao Sb*® foi observada uma correlagéo positiva
moderada (r = 0,5218; P = 0,297 correlacdo de Spearman), porém, ndo foi estatisticamente

significativa (Figura 3D).
3.3 Andlise de expressdo génica de AQP1 e MRPA

O gene AQP1 estava superexpresso em todos os isolados clinicos, apresentando nivel de
expressdo na ordem de 107 copias de mRNA transcrito (Figura 4). O gene MRPA também
estava diferencialmente expresso nos isolados clinicos (Figura 5), com excecdo do isolado
PV017 que apresentou expressdo abaixo do critério utilizado no estudo (-2 < fold change > 2).
Os niveis de expressdo de MRPA é 2 a 3,4 vezes maiores quando comparado a expressdo do
gene na cepa de referéncia MHOM/BR/1970/BH46. Porém, estes niveis de expressdo de
MRPA estavam comparativamente mais baixos que os apresentados por AQPL.

4. Discussao

O Maranhao representa o segundo estado com a maior endemicidade para a LV no Brasil,
superado somente por Minas Gerais. Em 2017, o estado foi responsavel por 39% dos casos

notificados da doenca na regido Nordeste e por apresentar cerca de 19,2% do numero de
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Obitos causados pela LV no pais [3]. A importancia dessa doenca para a saide publica deve-se
principalmente pelas suas altas taxas de letalidade. Diante disso, a busca de novas alternativas
para o controle da doenca se tornou recorrente. O antimoniato de meglumina (Glucantime®) é
droga de primeira linha para tratamento da LV no Brasil. Porém, o surgimento de falhas
terapéuticas e da ocorréncia de resisténcia a esse farmaco tornaram-se frequentes em areas de
endemia da doenga, tornando-se varidveis preocupantes [2, 20]. Devido a escassez de dados
referentes a caracterizacdo de isolados do Maranhdo de pacientes com LV o presente trabalho

foi desenvolvido, sendo realizado um estudo inicial com 5 isolados clinicos.

Os isolados clinicos utilizados no estudo foram provenientes de pacientes diagnosticados com
LV através de exame clinico e também de confirmacdo laboratorial por meio de exames
parasitologicos. Esses métodos considerados convencionais sao rapidos e econdmicos, porém,
suas sensibilidades sdo variaveis [21]. Desse modo, foi utilizado a PCR como um método
molecular de diagndstico para corroborar com a anamnese clinica e também para discriminar
a espécie de Leishmania. A PCR tem sido relatada como de alta sensibilidade no diagnostico
das leishmanioses e isso esta correlacionado principalmente com a eficiéncia de amplificacao
da regido alvo [22]. Entretanto, ndo h4 um alvo padronizado para a realizacdo do ensaio,
sendo diferentes regides gendmicas utilizadas [23]. A regido do espacador do transcrito
interno 1 (ITS-1) foi o alvo utilizado no estudo, sendo possivel verificar a amplificacdo dessa
regido em todas as amostras dos isolados clinicos, mostrando-se também eficaz na
discriminacdo da espécie, apos a digestdo enzimatica por Haelll. Esse alvo possui alta
sensibilidade e especificidade em casos de LV [24] e os resultados encontrados demonstram

similaridade com o previsto na literatura.

A utilizacdo da formulacdo de antiménio trivalente em formas promastigotas contrapfe-se
com a utilizada por Azeredo-Coutinho et al. (2007) [25], no qual utilizou o Glucantime®,
formulacdo pentavalente, para verificar a sensibilidade de diferentes espécies de Leishmania.
O presente trabalho utilizou 0 Sb*® nos ensaios de sensibilidade devido ao Sb*® n3o apresentar
atividade leishmanicida em formas promastigotas, atuando somente em amastigotas do
parasito [26]. Encontrou-se uma variacdo na sensibilidade dos isolados de L. (L.) infantum ao
Sb*3, como esperado com base na variabilidade intrinseca que as espécies de Leishmania
possuem aos antimoniais [9]. Observou-se que o valor de ICso da cepa de referéncia
MHOM/BR/1970/BH46 foi de 125,1 + 1,5uM, este achado opBe-se com 0 ICso encontrado

por Liarte & Murta (2010) [27] que encontraram o valor de ICso de 0,33 + 0,09uM para a
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cepa de referéncia MHOM/BR/74/PP75, ambas cepas de L. (L.) infantum. Essa diferenca
entre os valores de ICso pode ser explicada devido a distintas metodologias empregadas nos
ensaios de suscetibilidade, bem como o tempo de exposicdo a droga, as concentracdes de

Sb*3, o tipo de ensaio de viabilidade celular e as diferentes cepas utilizadas.

Uma variagdo intraespecifica da sensibilidade dos isolados clinicos ao Sb*® também foi
observada, com valores que variaram de 66,2 + 9,8 a 133,8 £ 14,1uM. Estes resultados
também mostram que as formas promastigotas de isolados de L. (L.) infantum possuem uma
maior variacdo de suscetibilidade e tolerancia ao Sbh*™® que isolados de L. (L.) donovani,
espécie causadora da LV no Velho Mundo, que apresentaram variacdo de 22,4 + 4 a 97,8 +
19,9uM em um estudo realizado no Nepal [28]. Quando comparado a outra espécie do
subgénero Leishmania, observou-se que valor médio de 1Cso dos isolados de L. (L.) infantum
do presente estudo também era maior que o valor de L. (L.) amazonensis, que apresentou ICso
de 83uM [18]. Ademais, os isolados PV007, PV009 e PV017, provenientes de pacientes
LV/HIV, apresentaram valores de 1Csop menores que o isolado do paciente sem coinfeccéo, o
isolado PV006. Esses resultados discordam com um estudo que demonstrou que isolados de
pacientes coinfectados sdo mais tolerantes ao Sb*3 que isolados de pacientes sem coinfecgdo
[29], porém, é importante ressaltar que devido a representacdo de um Unico paciente ndo
coinfectado no estudo ndo ha como inferir relacdo entre suscetibilidade e coinfeccdo. O indice
de resisténcia também foi avaliado, observando um valor de 0,53 para o isolado mais sensivel
e 1,10 para o mais tolerante ao Sh*3. Esse pardmetro é importante para demonstrar a razéo de

resisténcia de um isolado a um determinado farmaco.

Um modelo de infeccdo com macréfagos RAW 264.7 foi utilizado no estudo para avaliar a
taxa de infeccdo e o indice de infectividade para cada isolado. Esse modelo foi previamente
estabelecido e utilizado em estudos anteriores com L. (L.) infantum [30,31]. A taxa de
infeccdo dos isolados variou entre 59% a 81%. Essa variacdo pode ser explicada devido a
diferenca no potencial de infecgdo por Leishmania em diferentes modelos de linhagens
celulares de macrofagos, sendo os derivados de medula dssea 0s mais permissiveis a infeccao
[16]. Além disso, ja foi demonstrado que ocorre uma variabilidade intraespecifica referente a
infectividade, como ja foi observado em isolados de L. (V.) braziliensis [32], acreditando que
essa variagdo também pode ocorrer em L. (L.) infantum. Adicionalmente, alguns estudos ja

demonstraram que parasitos que possuem fenétipo de resisténcia podem perder sua aptidao de
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infeccdo [33], no entanto, a correlagdo entre o perfil de suscetibilidade e o potencial de
infeccdo néo foi estatisticamente significativa no presente estudo.

Os niveis de expressdo dos genes AQP1 e MRPA, relacionados a resisténcia ao antimonio,
foram avaliados atraves de PCR quantitativa em tempo real. O transportador AQP1 foi
identificado como um canal de membrana que medeia a captacio de Sb*3 e é considerado
como um forte modulador na sensibilidade do parasito a drogas [34]. A baixa expressdo de
AQP1 é observada em cepas resistente ao antimoénio, enquanto que sua superexpressdo leva
ao parasito ter hipersensibilidade a droga [35]. No presentes estudo, a superexpressdo desse
gene foi observada em todos os isolados clinicos, o que reforca o papel desse gene na
suscetibilidade ao antimdnio. Esses dados corroboram com os resultados obtidos na Tabela 2,
demonstrando que o isolados sdo fenotipicamente sensiveis ao Sb*3. Resultados semelhantes
foram demonstrados em um estudo anterior, no qual foi observado a superexpressao do gene

AQP1 em isolados clinicos de L. (L.) major sensiveis a antiménio [36].

Curiosamente, a superexpressdo de MRPA também foi observada nos isolados clinicos. Esse
gene codifica um transportador que confere resisténcia ao antiménio através do sequestro de
conjugados Sh-tiol em vesiculas intracelulares, sendo que a regulacdo positiva desse gene ja
foi observada em vaérias cepas de Leishmania resistentes a droga [37]. Os resultados
encontrados neste estudo contrastam-se ao demonstrado na literatura, uma vez que os isolados
clinicos analisados demonstraram serem sensiveis ao Sb*3. Uma possivel explicagio para esse
fendmeno, poderia ser devido a ocorréncia de mutagdes que podem ter afetado o nivel de
expressao do gene ou até mesmo na eficiéncia do produto codificado, destacando que nem
sempre 0s niveis de expressao génica refletem a caracteristica fenotipica apresentada, pois
possiveis eventos pos-transcricionais e pés-transducionais podem ocorrer. Além disso, é
importante salientar que Leishmania possui expressdo estagio regulada, o que destaca a
importancia de analisar a expressao desse transportador em amastigotas intracelulares, para
verificar uma possivel correlacdo com a suscetibilidade ao farmaco [38]. Os resultados
encontrados no presente trabalho diferem-se aos encontrados em estudos anteriores, estes
demonstraram a superexpressdo de um transportador que conferia sensibilidade a antimonio
em isolados clinicos resistentes [36, 39], enquanto que os resultados encontrados neste
trabalho indicaram o perfil oposto, a superexpressdo de um transportador que confere

resisténcia em isolados sensiveis a Sb*3.
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Os resultados obtidos mostraram uma variabilidade fenotipica dos isolados de L. (L.) infantum
de pacientes do estado do Maranh&o. Faz-se necessario caracterizar um nimero maior de
isolados clinicos, afim de compreender melhor essa variabilidade, principalmente no que se
refere a suscetibilidade dessas cepas a drogas. Ressalta-se o pioneirismo deste trabalho, pois é
a primeira investigacdo de isolados clinicos de L. (L.) infantum do estado. Este trabalho
demonstra a sua contribuicdo para a salde publica, uma vez que a caracterizacdo de isolados

clinicos pode aumentar o sucesso quimioterapico dos pacientes com leishmaniose.
5. Conclusoes

Através deste estudo, foi possivel observar uma variabilidade intraespecifica dos isolados
clinicos de L. (L.) infantum provenientes do estado do Maranhdo. Esses isolados foram
caracterizados como fenotipicamente sensiveis ao antimoénio trivalente e apresentaram uma
varia¢do quanto ao seu potencial de infeccdo em um modelo experimental de macréfagos. A
caracterizacdo molecular demonstrou uma superexpressao do gene AQP1, o que é esperado

em cepas suscetiveis aos antimoniais.
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Tabela 1.

Isolado Local de moradia Idade Manifestacao Coinfeccéo Tratamento
clinica Leishmania/HIV
PV006/LFFS Séo Luis 37 anos LV Negativo ND
PV007/LCS Séao Luis 32 anos LV Positivo AmBisome®
PV008/RMN Santa Inés 47 anos LV Positivo AmBisome®
H ®
PV009/ASFF Bacabal 41 anos LV Positivo AmBisome
(Abandono)
AmBisome®
PV017/JPM Séao Luis 24 anos LV Positivo

(2° ciclo terapéutico)

LV — leishmaniose visceral; ND — ndo determinado; AmBisome® - anfotericina lipossomal



Tabela 2.

Isolado Promastigotas
ICs0 = DP (M) IR
MHOM/BR/1970/BH46 125.1+ 152 1.00
PV006/LFFS 120+5.3° 0.96
PV007/LCS 94.7+0.8 0.76
PV008/RMN 133.8+14.1° 1.10
PV009/ASFF 109.2 +6.2 0.87
PVO017/JPM 66.2 +9.8b¢ 0.53

Média de dois experimentos independentes realizados em triplicata. IR: indice de resisténcia — a razdo entre o valor de ICso do isolado
clinico e da cepa de referéncia. a e b — * (p<0,05 ANOVA seguido do p6s-teste de Tukey); ¢ — ** (p<0,01 ANOVA seguido do p6s-
teste de Tukey).
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All animal experiments should comply with the ARRIVE guidelines and should be carried out in
accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and associated guidelines, EU
Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the National Institutes of Health guide for the care
and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised 1978) and the authors should
clearly indicate in the manuscript that such guidelines have been followed. The sex of animals must
be indicated, and where appropriate, the influence (or association) of sex on the results of the study.

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or organizations
that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential competing interests
include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testimony, patent
applications/registrations, and grants or other funding. Authors must disclose any interests in two
places: 1. A summary declaration of interest statement in the title page file (if double-blind) or the
manuscript file (if single-blind). If there are no interests to declare then please state this: 'Declarations
of interest: none'. This summary statement will be ultimately published if the article is accepted.
2. Detailed disclosures as part of a separate Declaration of Interest form, which forms part of the
journal's official records. It is important for potential interests to be declared in both places and that
the information matches. More information.

Please complete the questions in 'Additional Information' when submitting your
manuscript that cover Funding, Competing Interests, Ethical Approval and Randomized
Clinical Trials.

Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except in
the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see 'Multiple, redundant or concurrent
publication' for more information), that it is not under consideration for publication elsewhere, that
its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities where
the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in
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research study that prospectively assigns human participants or groups of humans to one or more
health-related interventions to evaluate the effects of health outcomes. Health-related interventions
include any intervention used to modify a biomedical or health-related outcome (for example drugs,
surgical procedures, devices, behavioural treatments, dietary interventions, and process-of-care
changes). Health outcomes include any biomedical or health-related measures obtained in patients or
participants, including pharmacokinetic measures and adverse events. Purely observational studies
(those in which the assignment of the medical intervention is not at the discretion of the investigator)
will not require registration.
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with no need to reformat. Please note that your article will be reviewed again by the new journal.
More information.

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement' (see
more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author confirming receipt of
the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a link to the online version
of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations. If
excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written permission
from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for
use by authors in these cases.

For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an
'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of gold open access
articles is determined by the author's choice of user license.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. More
information.

Elsevier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should
be stated.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established a humber of agreements with funding bodies which allow authors to comply
with their funder's open access policies. Some funding bodies will reimburse the author for the gold
open access publication fee. Details of existing agreements are available online.

After acceptance, open access papers will be published under a noncommercial license. For authors
requiring a commercial CC BY license, you can apply after your manuscript is accepted for publication.

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Subscription

¢ Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through
our universal access programs.

e No open access publication fee payable by authors.
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e The Author is entitled to post the accepted manuscript in their institution's repository and make this
public after an embargo period (known as green Open Access). The published journal article cannot be
shared publicly, for example on ResearchGate or Academia.edu, to ensure the sustainability of peer-
reviewed research in journal publications. The embargo period for this journal can be found below.

Gold open access

¢ Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse.

e A gold open access publication fee is payable by authors or on their behalf, e.g. by their research
funder or institution.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer review
criteria and acceptance standards.

For gold open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following Creative
Commons user licenses:

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a collective
work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they do not alter or
modify the article.

The gold open access publication fee for this journal is USD 3000, excluding taxes. Learn more about
Elsevier's pricing policy: https://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Green open access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a number of green open
access options available. We recommend authors see our open access page for further information.
Authors can also self-archive their manuscripts immediately and enable public access from their
institution's repository after an embargo period. This is the version that has been accepted for
publication and which typically includes author-incorporated changes suggested during submission,
peer review and in editor-author communications. Embargo period: For subscription articles, an
appropriate amount of time is needed for journals to deliver value to subscribing customers before
an article becomes freely available to the public. This is the embargo period and it begins from the
date the article is formally published online in its final and fully citable form. Find outmore.

This journal has an embargo period of 12 months.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of
these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to eliminate possible
grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish to use the English
Language Editing service available from Elsevier's WebShop.

Studies on patients or volunteers require ethics committee approval and informed consent, which
should be documented in the paper. Appropriate consents, permissions and releases must be obtained
where an author wishes to include case details or other personal information or images of patients
and any other individuals in an Elsevier publication. Written consents must be retained by the author
but copies should not be provided to the journal. Only if specifically requested by the journal in
exceptional circumstances (for example if a legal issue arises) the author must provide copies of the
consents or evidence that such consents have been obtained. For more information, please review the
Elsevier Policy on the Use of Images or Personal Information of Patients or other Individuals. Unless
you have written permission from the patient (or, where applicable, the next of kin), the personal
details of any patient included in any part of the article and in any supplementary materials (including
all illustrations and videos) must be removed before submission.

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file used in
the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your article for
final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for
revision, is sent by e-mail.

Submit your article
Please submit your article via http://ees.elsevier.com/ijaa/default.asp.
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It is required that Authors provide a list of 4 or 5 potential reviewers (including the Institution,
country, email and phone numbers) who are knowledgeable in the subject matter, have no conflict
of interest, are not located in the same Institution and are likely to agree to review the manuscript.
Please ensure that 2 of the potential reviewers are from different countries to the authors. These
suggested reviewers cannot be members of the Editorial Board of IJAA. Without reviewer suggestions,
processing of the manuscript may be delayed.

Editorial Review
All manuscripts are subject to peer review. If changes are requested, revisions received later than 3
months after this request will be treated as new submissions.

Authors in Japan please note: If you would like information about how to have the English of your
paper checked, corrected and improved (before submission),please contact our Tokyo office who will
inform you of the services provided by language correctors: Elsevier Japan, 9-15 Higashi-Azabu 1-
chome, Minato-ku, Tokyo, 106 Japan, Tokyo; Tel: +81-3-5561-5032; Fax: +81-3-5561-5032.

PREPARATION

This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially assessed by the
editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a minimum of
one independent expert reviewer to assess the scientific quality of the paper. The Editor is responsible
for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. More
information on types of peer review.

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the word
processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see
also the Guide to Publishing with Elsevier). Note that source files of figures, tables and text graphics
will be required whether or not you embed your figures in the text. See also the section on Electronic
artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your word processor.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be humbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher. Methods
that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If quoting directly
from a previously published method, use quotation marks and also cite the source. Any modifications
to existing methods should also be described.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published
literature.
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Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand
alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix,
Eqg. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

e Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all nhames are accurately spelled. You can add your name between
parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-
case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address.
Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the
e-mail address of each author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any future queries about
Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given and that contact details
are kept up to date by the corresponding author.

e Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

A concise and factual abstract is required (maximum length 250 words). The abstract should state
briefly the purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often
presented separately from the article, so it must be able to stand alone. Do not cite references in the
abstract. Non-standard or uncommon abbreviations should be avoided in the abstract, but if essential
they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online
article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form
designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x
13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. You can view Example Graphical Abstracts on our information site.

Authors can make use of Elsevier's Illustration Services to ensure the best presentation of theirimages
and in accordance with all technical requirements.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that
convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable file in the
online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points
(maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). You can view example Highlights on
our information site.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using British spelling and avoiding
general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of'). Be sparing with
abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will
be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.
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Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx, yyyy];
the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes
of Peace [grant number aaaal.

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When
funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other research
institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

Units
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If
other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often
more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed
separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Embedded math equations
If you are submitting an article prepared with Microsoft Word containing embedded math equations
then please read this (related support information).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise, please indicate
the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately at the end of the
article. Do not include footnotes in the Reference list.

Electronic artwork

General points

e Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

e Embed the used fonts if the application provides that option.

e Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or
use fonts that look similar.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

e Use a logical naming convention for your artwork files.

e Provide captions to illustrations separately.

¢ Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

e Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):
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EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 dpi.

Please do not:

e Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors;

e Supply files that are too low in resolution;

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF) or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in
color online (e.g., ScienceDirect and other sites). Further information on the preparation of electronic
artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Please submit tables as editable text and not as images. Tables should be uploaded separately and
not be included as part of the manuscript text. Number tables consecutively in accordance with their
appearance in the text and place any table notes below the table body. Be sparing in the use of tables
and ensure that the data presented in them do not duplicate results described elsewhere in the article.
Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to
the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, such as
Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct. Please
note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination may prevent link
creation. When copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOI is highly encouraged.

A DOI is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any electronic article.
An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar J].C., Russo R.M.,
James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath
northeastern Venezuela. Journal of Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884.
Please note the format of such citations should be in the same style as all other references in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.
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Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them
in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year,
and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly
identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndNote. Using the word processor plug-ins from
these products, authors only need to select the appropriate journal template when preparing their
article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style.
If no template is yet available for this journal, please follow the format of the sample references
and citations as shown in this Guide. If you use reference management software, please ensure that
you remove all field codes before submitting the electronic manuscript. More information on how to
remove field codes.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following
link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/international-journal-of-antimicrobial-agents

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual authors
can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they appear
in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] Van der Geer ], Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. J Sci Commun
2010;163:51-9. https://doi.org/10.1016/j.5¢c.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

[2] Van der Geer ], Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. Heliyon.
2018;19:e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205

Reference to a book:

[3] Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman; 2000.

Reference to a chapter in an edited book:

[4] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In: Jones BS, Smith
RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York: E-Publishing Inc; 2009, p. 281-304.
Reference to a website:

[5] Cancer Research UK. Cancer statistics reports for the UK, http://www.cancerresearchuk.org/
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/; 2003 [accessed 13 March 2003].

Reference to a dataset:

[dataset] [6] Oguro M, Imahiro S, Saito S, Nakashizuka T. Mortality data for Japanese oak wilt
disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1; 2015. https://doi.org/10.17632/
Xwj98nb39r.1.

Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6 authors the first 6
should be listed followed by 'et al.' For further details you are referred to 'Uniform Requirements for
Manuscripts submitted to Biomedical Journals' (J Am Med Assoc 1997;277:927-34) (see also Samples
of Formatted References).

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.
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Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. . In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the file in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be published online in
the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply
'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate
image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and animation
cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic
and the print version for the portions of the article that refer to this content.

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and engage
more closely with your research. Follow the instructions here to find out about available data
visualization options and how to include them with your article.

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with your
article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received (Excel
or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material together with the article
and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide an updated file.
Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off the 'Track Changes' option
in Microsoft Office files as these will appear in the published version.

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data
refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To facilitate
reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement
about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of
these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to
the "References" section for more information about data citation. For more information on depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article directly to
the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on ScienceDirect with
relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives them a better understanding
of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link
your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For more
information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your published
article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your

manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053;
PDB: 1XFN).
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Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw and
processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with your
manuscript in a free-to-use, open access repository. Before submitting your article, you can deposit
the relevant datasets to Mendeley Data. Please include the DOI of the deposited dataset(s) in your
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