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RESUMO

Os farmacos atualmente disponiveis para o tratamento da Doenca de
Chagas e leishmaniose possuem eficicia insatisfatoria, principalmente devido a
resisténcia parasitaria e reacdes adversas severas. Duas entomobactérias,
Photorhabdus luminescens e Xenorhabdus nematophila, produzem uma variedade
de metabolicos secundarios toxicos a células eucaridticas. Diante disto, testou-se a
toxicidade de metabdlitos secretados por P. luminescens e X. nematophila sobre
Leishmania amazonensis e Trypanosoma cruzi, in vitro. Os meios condicionados de
ambas bactérias mostraram significativo efeito parasiticida de forma concentracéo e
tempo-dependente (L. amazonensis: ICso P. luminescens = 21,80 pg/mL e X.
nematophila = 0,33 mg/mL; T. cruzi: ICso P. luminescens = 1,0 mg/mL e ICso X.
nematophila = 0,34 mg/mL) e apresentaram alta seletividade ao parasito (L.
amazonensis: Slp. uminescens = 3.92 € Slx. nematophila = 19,85; T. cruzi: Slp. uminescens =
7,23 e Slx. nematophila = 14.17 para promastigotas e tripomastigotas, respectivamente).
Além disso, os metabolitos estimulam a atividade de macr6fagos contra amastigotas
por um mecanismo independente de 6xido nitrico. Com relacéo a caracterizacdo dos
compostos antiparasitarios, sugere-se que moléculas com diferentes caracteristicas
atuem sobre cada parasito. P. luminescens secreta uma molécula leishmanicida de
natureza peptidica menor que 3 kDa e uma molécula tripanocida de natureza nao
proteica, resistente a aquecimento a 100 °C. X. nematophila produz uma molécula
leishmanicida de polaridade inferior a tripanocida, uma vez que a atividade
antiparasitaria ficou em fases diferentes na extracdo com metanol. O mecanismo de
acdo de ambas bactérias sobre promastigotas parece estar relacionado a lesdo
mitocondrial, uma vez que ambas levaram a despolarizacdo da membrana
mitocondrial. X. nematophila, além disso, estimula a producao de ROS pelas formas
promastigotas. A seletividade pelo parasito aliada a baixa citotoxicidade tornam
estas bactérias promissoras fontes de compostos com potencial terapéutico contra
leishmanioses e doenca de Chagas.

1Tese de Doutorado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (109 p.) abril, 2017.
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ABSTRACT

Drugs currently available for Chagas disease and leishmaniasis have unsatisfactory
efficacy, mainly due to parasitic resistance and severe adverse reactions. Two
entomobacteria, Photorhabdus Iluminescens and Xenorhabdus nematophila,
produce a variety of secondary metabolites toxic to eukaryotic cells. So, the toxicity
of the metabolites secreted by Photorhabdus luminescens and Xenorhabdus
nematophila were tested against Trypanosoma cruzi and Leishmania amazonensis.
The mean values of both bacteria showed a significant concentration-dependent and
time-dependent effect 14.17 (L. amazonensis: ICsoP. luminescens = 21.80 pg / mL
and ICsoX. nematophila = 0.33 mg / mL, T. cruzi: ICsoP. luminescens = 1,0 mg/mL
and 1CsoX. nematophila = 0 , 34 mg / mL), and showed a high selectivity to the
parasite (L. amazonensis: Slp. uminescens = 3,92 and Slx.nematophila = 19.85, T. cruzi: Slp.
luminescens = 7.23 and Slxnematophia = 14.17 for promastigotes and trypomastigotes,
respectively). In addition, cultures stimulate the activity of macrophages against
amastigotes by an independent mechanism of nitric oxide. Regarding the
characterization of antiparasitic compounds, it is suggested that molecules with
different characteristics act on each parasite. P. luminescens secretes a
leishmanicidal peptide molecule lesser than 3 kDa and a trypanocidal molecule of
non-protein nature, resistant to heating at 100 °C. X. nematophila produces a
leishmanicidal molecule of lower polarity than trypanocidal, since antiparasitic activity
was at different phases in methanol extraction. The mechanism of action of both
bacteria on promastigotes seems to be related to the mitochondrial injury, since both
led to the depolarization of the mitochondrial membrane. X. nematophila,
furthermore, stimulates the production of ROS by the promastigote. Selectivity by the
parasite coupled with low cytotoxicity makes these bacteria promising sources of
compounds with therapeutic potential against leishmaniasis or Chagas' disease.

Doctoral Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de Ciéncias Basicas
da Salde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (109 p.) April, 2017.
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1. INTRODUGCAO
A doenca de Chagas, também conhecida por Tripanossomiase

Americana, e as Leishmanioses estao no rol de Doencas Tropicais Negligenciadas
(DTN) da Organizacdo Mundial da Saude (OMS). De acordo com a OMS estima-se
gue aproximadamente 1 bilhdo de pessoas estejam infectadas com alguma DTN.
Embora estas doencas sejam tipicas de paises pobres e em desenvolvimento, a
ocorréncia das mesmas vem crescendo em nacfes desenvolvidas, além de
ocasionarem um impacto devastador na humanidade.

Leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios do género
Leishmania e estdo entre as mais importantes DTN. Estes parasitos sao transmitidos
pela picada infectante de fémeas principalmente dos géneros Lutzomyia no “Novo
Mundo” (Américas) e Phlebotomus no “Velho Mundo” (Europa, Africa e Asia)
(HOSTOMSKA et al., 2009; ABDELADHIM et al., 2016).

As leishmanioses sdo consideradas endémicas em 98 paises de cinco
continentes, onde cerca de 350 milhdes de pessoas estdo sob risco de infeccao
(ALVAR et al., 2012). A infecgdo por Leishmania spp. apresenta diferentes espectros
de manifestacdes, que podem ser desde pequenas Ulceras cutaneas a infeccao
generalizada e frequentemente fatal (MCMAHON-PRATT e ALEXANDER, 2004;
GARCIA-HERNANDEZ et al., 2012; SOONG et al., 2012). Dados recentes sugerem
gue a cada ano surjam cerca de 0,2 a 0,4 milh6es de novos casos de Leishmaniose
Visceral (LV) e 0,7 a 1,2 novos casos de Leishmaniose Cutanea (LC). O Brasil,
juntamente com outros paises representam 70-75% dos casos de LC e mais de 90%
dos casos de LV (ALVAR et al., 2012).

Atualmente, ndo ha vacina efetiva na prevencao de casos humanos e os
farmacos disponiveis apresentam varias limitacdes como alta toxicidade, surgimento
de resisténcia parasitaria, falhas no tratamento e alto custo (SUNDAR, 2001;
SANCHEZ-CANETE et al., 2009; WHO, 2010).

O género Trypanosoma inclui diversas espécies patogénicas a uma gama
de hospedeiros, incluindo humanos e animais domésticos. Dentre as espécies
pertencentes a este género esta Trypanosoma cruzi, 0 agente causador da Doenca
de Chagas. Este protozoario replica-se no citoplasma da célula hospedeira e
estabelece uma infecgdo cronica, silenciosa e permanente (FONSECA et al., 2007).



A Doenca de Chagas é uma zoonose, sendo cées e gatos considerados importantes
reservatorios devido a sua proximidade com humanos. Os protozoarios sdo
transmitidos principalmente por triatomineos apds o repasto sanguineo, quando o
vetor defeca liberando nas fezes as formas infectivas tripomastigotas metaciclicos,
que invadem o organismo do hospedeiro vertebrado pela lesdo da picada
(GURTLER et al., 2007). Além da forma vetorial, a infeccdo também pode ser
ocasionada por transfusdo sanguinea, transplante de érgaos ou de forma congénita,
embora esta seja menos frequente (WHO, 2017).

A enfermidade é endémica na América Latina, embora os ultimos
registros demonstrem um aumento nos casos na América do Norte, Europa e Oriente
devido principalmente ao aumento da mobilidade de pessoas entre a América Latina
e outras partes do mundo (WHO, 2017). Conforme dados da OMS (WHO, 2017),
estima-se que 6-7 milhdes de pessoas estejam infectadas por T. cruzi ao redor do
mundo, a maioria delas na América Latina. Entre as infec¢des crbnicas, até 30%
podem desenvolver problemas cardiacos. A OMS salienta ainda que no ano de
2008, em todo mundo, foram gastos aproximadamente U$267 milhdes em cuidados
médicos e mais U$5 milh6es em inseticidas. Até 0 momento ndo ha vacina efetiva
contra o patégeno e a quimioterapia, baseada em benznidazole e nifurtimox (WHO,
2017) nao é satisfatoria e muito prolongada (de 60 dias a cinco meses),
apresentando muitos efeitos adversos além de ndo garantir a cura completa do
paciente (MAYA et al., 2007).

Nas ultimas décadas houve um crescimento no interesse em produtos
naturais a base de plantas e micro-organismos como fonte ou modelo para
formulacéo de novos farmacos (FILHO et al., 2004; PAVETO et al., 2004; MORAES
et al., 2014). Dentre 0s micro-organismos encontram-se as entomobactérias
Xenorhabdus nematophila e Photorhabdus luminescens, promissoras fontes para
novos compostos inseticidas e parasiticidas (BODE, 2009). Tais bactérias ocorrem
em simbiose com nematodeos das familias Steinernematidae e Heterorhabditidae,
respectivamente. Estas bactérias (gama-Proteobactérias gram-negativas) junto com
0 nematédeo (BOEMARE e AKHURST, 2006) formam um complexo
entomopatogénico capaz de matar larvas de insetos de diferentes espécies (FORST
et al., 1997; BLACKBURN et al., 1998; BLACKBURN et al., 2005; SHEETS et al.,



2011; NIELSEN-LEROUX et al., 2012; SHI et al., 2012; SHRESTHA e LEE, 2012;
SILVA et al., 2013).

Os farmacos de eleicdo para o tratamento da leishmaniose e

tripassonomiase indicados pela OMS, além de provocarem graves efeitos adversos,

sdo muitas vezes ineficazes em relagdo as diferentes formas do parasito. Assim,

urge-se o desenvolvimento de novos farmacos mais eficazes e menos téxicos.

Desse modo, neste estudo investigou-se o efeito de metabdlitos secretados por X.

nematophila e P. luminescens contra L. amazonensis e T. cruzi, in vitro. Além disso,

buscou-se caracterizar a(s) molécula(s) com acao anti-parasitaria, bem como avaliar

possiveis mecanismos de acgéo.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito de metabdlitos secundarios de bactérias

entomopatogénicas (Xenorhabdus nematophila e Photorhabdus luminescens) sobre

Leishmania amazonensis e Trypanosoma cruzi, in vitro.

2.2 Objetivos Especificos

221

222

2.2.3

224

2.2.5

2.2.6

Verificar o efeito dos sobrenadantes das culturas bacterianas no crescimento
in vitro de formas promastigotas de L. amazonensis;

Investigar o efeito dos sobrenadantes de culturas bacterianas sobre a
viabilidade de formas promastigotas de L. amazonensis e tripomastigotas de
T. cruzi in vitro;

Verificar o efeito imunomodulador dos sobrenadantes bacterianos em
macrofagos infectados com L. amazonensis ou T. cruzi in vitro;

Avaliar a citotoxicidade dos sobrenadantes bacterianos sobre macréfagos e
hemacias humanas;

Calcular o indice de seletividade (IS) dos metabdlitos bacterianos
secretados;

Avaliar o efeito da proteinase K, temperatura e variagdo do pH na atividade



antiparasitaria dos compostos bioativos;

2.2.7 Purificar e/ou caracterizar o(s) composto(s) ativo(s) de cada bactéria
conforme a natureza dos mesmos;

2.2.8 Verificar possiveis mecanismos de acdo para a atividade contra L.

amazonensis.



3. REVISAO DA LITERATURA

As leishmanioses e a doenca de Chagas ou tripanossomiase americana
estdo entre as principais Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN) listadas pela
Organizacédo Mundial da Saude (OMS). De acordo com a OMS (WHO, 2015) estima-
se que aproximadamente um bilhdo de pessoas estejam sofrendo devido a DTNs no
mundo. Essas enfermidades tém um impacto devastador na humanidade e sao
tipicas de paises pobres ou em desenvolvimento, no entanto, sua ocorréncia vem
aumentando em paises desenvolvidos.

Nos ultimos 25 anos, apenas 1% de todos os medicamentos
desenvolvidos foram para tratar alguma doenca negligenciada (CHIRAC e
TORREELE, 2006). Neste cenario, a identificacdo de hovos compostos e a avaliagao
do impacto do tratamento antiparasitario sobre a prevencdo da morbidade dos
individuos infectados permanecem como 0s principais desafios na busca da
promocdo da saude e controle da doenca (URBINA, 2001; CALDAS, 2011).

3.1 Leishmania e leishmanioses

Leishmaniose € uma doenca infecciosa ndo contagiosa, causada por um
protozoario intracelular obrigatério do género Leishmania, descritos em 1903 por
Leishman e Donovan na india e simultaneamente por Wright na Armenia. S&o
protozoarios flagelados pertencentes a classe Zoomastigophora, ordem
Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. A enfermidade ocorre como um
complexo de doencas com diversidade epidemioldgica e clinica, descritas como
Leishmaniose Visceral (LV) e Leishmaniose Tegumentar (LT). Esta udltima se
diferencia, por sua vez, em Leishmaniose Cutanea (LC) ou Leishmaniose Muco-
Cutanea (LMC) (SILVA, 2005). E uma infeccdo de carater zoondético que afeta
diversas espécies animais além de humanos, os quais podem estar envolvidos de
forma secundaria. Cées séo a principal espécie envolvida como reservatorio e fonte
de infecgdo da LV para humanos. No entanto equinos, asininos, bem como canideos
silvestres e animais sinantropicos como roedores e gambas, também merecem
destaque como reservatorios (DANTAS-TORRES e BRANDAO-FILHO, 2006; WHO,

2015). A relacdo entre as diferentes espécies de Leishmania e a apresentacdo



clinica da infeccéo esta resumida na tabela 1.

Tabela 1: Relacéo entre espécies de Leishmania e as manifestacdes clinicas da leishmaniose.

Sindrome Local Grupo Espécies

. major

. tropica

. aethiopica

. mexicana
amazonensis
. venezuelensis

Velho Mundo
LC

Novo Mundo L. (Leishmania) / Complexo L. mexicana

. braziliensis

. colombiensis
guayanensis
. panamensis
. peruviana

LC/LMC Novo Mundo (L. Vianna) / Complexo L. braziliensis

. donovani
. infantum
. chagasi

LV Velho Mundo Complexo L. donovani

Novo Mundo

LC = Leishmaniose cutanea

LMC = Leishmaniose muco-cutédnea

LV = Leishmaniose visceral

Fonte: adaptado de BAILEY e LOCKWOOD (2007)

As leishmanioses sdo um problema de saude publica em esfera mundial,
sendo a segunda maior causa de mortalidade por doencas parasitarias, ficando atras
apenas da malaria. Leishmanioses séo consideradas endémicas em 98 paises de
cinco continentes, onde aproximadamente 350 milhdes de pessoas estdo sob risco
de infec¢do. Estima-se que ocorram de 900 mil a 1,3 milhdes de novos casos e 20-
30 mil mortes por ano (ALVAR et al., 2012). A Figura 1 ilustra os paises com maior
prevaléncia de leishmanioses no mundo. Estima-se que 90% dos casos de LV no
mundo ocorram em apenas seis paises (Bangladesh, Brasil, Etiopia, india, Sudo e
Sudéo do Sul) e que mais de 70% de LC ocorram em 10 paises (Afeganistéo,
Algéria, Brasil, Colémbia, Costa Rica, Etiopia, Iran, Peru, Sudao e Siria) (ALVAR et
al., 2012; WHO, 2016). No Brasil, dados do Ministério da Saude revelam que a
incidéncia de LV vem aumentando gradativamente, em 1990 foram reportados 1994
casos de LV e 3289 em 2015. Na regido Sul, casos comecgaram a surgir a partir de
2001 (BRASIL, 2017). Quanto a LC, observa-se uma oscilagao no registro de casos,
com 21.801 a 35.748 na década de 90 e 19.395 em 2015 (BRASIL, 2016).



Leishmaniose visceral (LV) e tegumentar (LTA)
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Figura 1- Leishmaniose em paises de alta carga parasitaria: uma atualizacdo epidemiologica com
base nos dados reportados em 2014 — Adaptado de WHO (2016)

Leishmania spp. possuem duas formas morfologicas: promastigotas e
amastigotas. As formas promastigotas (flageladas) séo consideradas infectivas e
proliferam dentro do sistema digestivo do inseto vetor, aderidas a parede do
intestino. Neste ambiente, as promastigotas prociclicas diferenciam-se em
promastigotas metaciclicas e migram para pecas bucais do inseto de onde sdo
inoculados no hospedeiro durante a hematofagia (BASU e RAY, 2005). Apls a
infeccdo, o parasito é fagocitado por células do sistema fagocitario mononuclear,
predominantemente macrofagos. No interior das células as promastigotas
metaciclicas diferenciam-se em formas amastigotas (esféricas e sem flagelo)
capazes de se desenvolver e multiplicar no meio acido do vacuolo digestivo (NEVES
et al., 2005). Com a intensa multiplicagdo, ocorre a lise da célula hospedeira,
liberando os parasitos que voltam a infectar novas células. O ciclo se completa
guando a fémea de flebotomineo alimenta-se do sangue de um hospedeiro infectado
e as formas amastigotas voltam a se diferenciar em promastigotas no intestino do
inseto (BASU e RAY, 2005; OLIVIER et al., 2005; LANG et al., 2009). Uma forma

simplificada do ciclo biologico de Leishmania amazonensis esta ilustrada na Figura
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Figura 2-Ciclo de vida de Leishmania spp. — Adaptado de KAYE e SCOTT (2011)

Amastigota intracelular

Nature Reviews | Microbiology

Os vetores da leishmaniose séo insetos denominados flebotomineos,
pertencentes a ordem Diptera, sub-familia Phlebotominae. No Novo Mundo, o
género Lutzomyia, conhecido popularmente por mosquito palha, tatuquira, birigui,
entre outros é o principal vetor do protozoario. No Brasil, as principais espécies
envolvidas na transmisséo de LV é Lutzomyia longipalpis e de LTA sdo Lutzomyia

whitmani, Lutzomyia intermedia, Lutzomyia umbratilis, Lutzomyia wellcomei,



Lutzomyia flaviscutellata e Lutzomyia migonei (LAINSON e RANGEL, 2005; BRASIL,
2010b).

A transmissdo ocorre pela picada d uma fémea de flebotomineo
contaminada, que se contaminou ao picar um animal infectado. Ao realizar o proximo
repasto sanguineo, esta transmite o parasito ao novo hospedeiro (BRASIL, 2010a).
Embora a transmissdo vetorial seja a principal forma de disseminacdo da
leishmaniose, estudos tém confirmado outras formas de transmisséao de LV, como:
transfusdo sanguinea, agulhas contaminadas, transplantes de o6rgaos, infeccfes
laboratoriais, contato direto ou congénita (ROSYPAL e LINDSAY, 2005).

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é causada pelos grupos
dos Complexo L. mexicana e do Complexo L. braziliensis. Sendo conhecida
popularmente por leishmaniose cutanea, Ulcera de Bauru, nariz de tapir, botdo do
Oriente. E uma das endemias de maior importancia de satde publica no Brasil
devido a sua ampla distribuicdo no territério nacional, ocorréncia de formas graves
e dificuldades no diagnéstico e tratamento da infeccdo (BAILEY e LOCKWOOD,
2007). A LTA apresenta-se classicamente por papulas que podem evoluir para
lceras com fundo granuloso e bordas infiltradas em moldura, podendo ser Gnicas
ou multiplas, mas indolores. Também pode manifestar-se como placas verrucosas,
papulosas, nodulares, localizadas ou difusas. A forma mucosa, secundaria ou ndo a
cutanea, caracteriza-se por infiltracdo, ulceracdo e destruicdo dos tecidos da
cavidade nasal, faringe ou laringe. Quando a destruicdo dos tecidos € importante,
podem ocorrer perfuragdes do septo nasal e/ou palato. (BRASIL, 2010a)

A infeccdo por L. amazonensis ocorre em diferentes regides do Brasil,
(MARLOW et al., 2013; CASTELLUCCI et al., 2014; FONSECA EDA et al., 2014; DE
SOUZA et al., 2016) sendo descrita inclusive em animais (PASSOS et al.). Esta
espécie € um dos agentes causadores de LC e, ocasionalmente leishmaniose
cutanea-difusa (LCD) anérgica em individuos com deficiéncia imunoldgica inata. A
LCD é considerada uma forma sem tratamento que pode levar a mutilagbes e se
apresenta na forma de tubérculos, papulas cutdneas extensas com grande
guantidade de parasitos (BASANO e CAMARGO, 2004; SILVA, 2005).

A transmissao de L. amazonensis frequentemente associa-se a presenca

de animais silvestres como roedores, marsupiais e raposas. Os principais vetores
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pertencem ao género Bichromomya, que possuem habito noturno, voo baixo e sao
considerados pouco antropofilicos, o que leva a um menor contato com humanos e
por consequéncia menor incidéncia de infeccdo humana. (TOLEZANO e SHAW,;
BASANO e CAMARGO, 2004; SILVA, 2005; BRASIL, 2010a)

Antimoniais pentavalentes (SbV), como estibogluconato de sédio (STB) e
antimoniato de meglumina (MGA), sdo usados como tratamento de primeira linha
em nas manifestacdes clinicas da doenca. Estes farmacos, apesar de combaterem
a leishmaniose, sdo altamente toxicos, levando a efeitos adversos graves. Ainda ndo
h& um farmaco disponivel que apresente elevada eficiéncia, baixa toxicidade e custo
acessivel as populacdes afetadas. Atualmente a investigacdo de novos farmacos
estd focada em compostos com atividade terapéutica dirigida a outras doencas,
compostos de origem natural ou formulacdes de herbicidas (MATEUS, 2014).

Como em muitas infec¢des, a resposta imune a LC depende de diversos
fatores do hospedeiro, do vetor e espécie de Leishmania infectante. Multiplas vias
contribuem para o desfecho da infeccéo por Leishmania sp. e a resposta imune é
crucial para determinar o resultado da doenca. O controle da infec¢cdo depende de
um equilibrio delicado entre resposta imune celular e humoral. A resposta primaria
é importante para determinar se a infec¢éo cutanea seré auto limitante ou crénica.
Em geral IL-12 e IFN-y é essencial para o desenvolvimento de células CD4* Thl
protetoras, ja IL-4 promove o desenvolvimento de células Th2 relacionada a
susceptibilidade. Uma vez que o parasito € eliminado por macréfagos ativados por
IFN-y, individuos que desenvolvem uma resposta do perfil Th2 prevalecendo IL-10,
nao sdo capazes de controlar a infeccado desenvolvendo a forma difusa da doenca.
No outro extremo, individuos que respondem com elevada citotoxicidade, por Thl,
desenvolvem leishmaniose mucocutanea. Apos a infec¢do, neutrofilos, monaocitos e
células dendriticas séo recrutados para o local da infec¢cdo e, dependendo do
microambiente, auxiliam no controle ou disseminacdo da infeccdo. Dentre as
diferentes células envolvidas na resposta a infeccdo, as mais efetivas no seu
controle sdo macroéfagos ativados. O principal mecanismo de controle dos parasitos
sdo a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) - pela explosao respiratéria
durante a fagocitose - e de éxido nitrico (NO) - gerados pela enzima oxido nitrico

sintase induzida (INOS) apés a ativagdo do macrofago por IFN-y e TNF-a entre
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outras citocinas (Figura 3) (SCOTT e NOVAIS, 2016).
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Figura 3- Resposta imune protetora contra Leishmania sp. Adaptado de SCOTT e NOVAIS (2016)

3.2 Trypanosoma cruzi e Doenga de Chagas

A doenca de Chagas ou Tripanossomiase Americana foi descoberta em
1909 por Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas (1909). E uma zoonose causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi, um protozoario hemoflagelado pertencente a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. (EL-SAYED et al., 2005).

Decorridos mais de 100 anos da sua descoberta, a doenca é ainda um
dos principais desafios na saude publica na América Latina. Cerca de 7-8 milhdes
de pessoas estariam infectadas em todo mundo, principalmente na América Latina,
onde é endémica (WHO, 2015). Atualmente, além da importancia em comunidades
pobres, a infeccdo por T. cruzi vem ganhando importancia em locais onde a
tripanossomiase americana nao é endémica devido principalmente ao fluxo de
imigrantes. (GASCON et al., 2007). A transmissao pelo vetor € limitada as Américas,
devido a ser o Unico continente em que 0s vetores estdo presentes, conforme
ilustrado na figura 4, que aponta os locais onde houve transmisséo vetorial ao redor

do mundo.
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Figura 4 - Distribuicdo dos casos de Doenca de Chagas reportados pela OMS entre 2010 e 2013.
Adaptado de WHO (2015).

A doenca de Chagas se apresenta em duas formas sucessivas: aguda e
cronica. A fase aguda da doenca é geralmente assintomatica ou auto-limitante com
manifestacbes ndo especificas, que duram de quatro a oito semanas e caracterizada
por parasitemia. Passada a fase aguda, a doenca evolui para a fase crbnica que se
apresenta de forma assintoméatica ou se manifesta com envolvimento patolégico do
coracao, esodfago e/ou colon. A forma assintomatica € denominada forma
indeterminada, onde ha pouca ou nenhuma parasitemia e pode durar por anos até
a manifestacdo de algum sinal clinico (RASSI JR et al., 2009). Segundo a OMS
(WHO, 2017), de 20% a 30% dos pacientes manifestam sintomas, caracterizando
as formas cardiaca, digestiva e mista ou associada (cardiaca e digestiva) da
enfermidade. A manifestacdo mais comum € a cardiopatia chagasica crbnica, que

pode resultar em arritmias cardiacas, aneurisma ventricular, insuficiéncia cardiaca
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congestiva, tromboembolismo e morte subita (GASCON et al., 2007; RASSI JR et
al., 2009). A persisténcia do parasito, juntamente com o desequilibrio da resposta
imune em alguns individuos, leva a uma sustentada resposta inflamatoria que
fundamenta as lesdes caracteristicas da infeccdo (RASSI JR et al., 2009).

Sob condi¢cbes naturais, o ciclo de vida de T. cruzi se alterna entre
hospedeiros invertebrados (triatomineos da familia Reduviidae, conhecidos por
barbeiros), e hospedeiros vertebrados, caracterizando um ciclo heteroxeno,
conforme a Figura 5. O protozoario apresenta trés formas distintas dependendo do
hospedeiro em que se encontre: amastigotas intracelulares e tripomastigotas
sanguineas (com membrana ondulante e cinetoplasto posterior ao nucleo) em
mamiferos e epimastigotas (com membrana ondulante curta e cinetoplasto anterior
ao nucleo) e tripomastigotas metaciclicas (membrana ondulante) no inseto vetor. No
triatomineo, que se infecta pela ingestdo de sangue de animais infectados durante
0 repasto sanguineo, formas tripomastigotas de T. cruzi se diferenciam em
epimastigotas ainda no estdmago do inseto. Em seguida se aderem a superficie do
intestino médio e posterior, multiplicando-se intensamente. Posteriormente, o0s
epimastigotas migram para o intestino posterior atingindo o reto, diferenciando-se
em tripomastigotas metaciclicas, os quais séo eliminados nas fezes e urina do inseto
vetor. No hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas infectam células do sistema
fagdcito mononuclear, onde diferenciam-se em amastigotas e dividem-se por fisséo
binaria. Posteriormente, os amastigotas se diferenciam em formas tripomastigotas,
as quais rompem as células hospedeiras e atingem a corrente sanguinea podendo
infectar novas células do hospedeiro ou serem ingeridas por triatomineos na ocasiao
de um novo repasto. Dentro do inseto vetor, os parasitos transformam-se em
epimastigotas, reiniciando o ciclo. (BRENER et al., 2000; TYLER e ENGMAN, 2001,
BOWMAN, 2006)

Na Ameérica do Sul os principais transmissores sdo Triatoma infestans,
Triatoma brasiliensis, Triatoma dimidiata, Triatoma sordida, Panstrongylus megistus
e Rhodinius prolixus (WHO, 2017). Entre os reservatdrios estdo os vertebrados
domeésticos (homem, céo, gato e roedores) e silvestres (marsupiais, quiropteros,
carnivoros, edentados, roedores e primatas) (CEBALLOS et al., 2006; GONZALEZ
et al., 2006; COURA, 2007). Além vetorial, outras formas de transmissao também
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podem ocorrer, como transfusdo sanguinea, transplantes de 6rgaos, transmissao
vertical e por via oral (WHO, 2017). Esta ultima se tornou a causa mais frequente
de casos agudos da doenca, aparecendo geralmente na forma de surtos alimentares
de dificil diagnostico e alta mortalidade (ALARCON DE NOYA et al., 2016). Neste
caso os tripomastigotas metaciclicos sao ingeridos, e sdo capazes de invadir a
mucosa gastrica, onde replicam na forma amastigota (YOSHIDA, 2009). Durante
a fase aguda, parasitos podem ser detectados no sangue, no entanto, muitos
individuos infectados demonstram poucas ou nenhuma indicacao de infeccao, ou 0s
sinais séo inespecificos. Aproximadamente 1% dos infectados, a maioria criangas,
desenvolvem miocardite e menos ainda (de 1 a 5% destes) desenvolvem
complicacfes fatais (BONNEY e ENGMAN, 2015).

Epimastigota

Tripomastigota
metaciclico

Esferomastlgo\

/ Amastgota\

Mamifero

Forma
intracelular

Figura 5 — Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Adaptado de TYLER e ENGMAN (2001)



15

A patogénese da doenca crbnica € considerada multifatorial. Atualmente
duas teorias se destacam na tentativa de elucidar a patogénese da DC: a da
autoimunidade e a da persisténcia parasitaria. A primeira, da autoimunidade, sugere
que a lesdo cardiaca leva a uma diminuicdo da auto-tolerancia, resultando uma
reacdo imune a proteinas proprias, ja que diferentes estudos relatam uma
variabilidade (e até auséncia) de correlacao parasitismo e cardiomiopatia. Enquanto
a teoria da persisténcia parasitaria propde que exista uma correlacéo direta entre a
presenca do parasito e inflamacao, baseada na deteccdo de antigenos de T. cruzi
nas lesdes de miocardite. Uma teoria ndo exclui a outra e ha dados que suportam a
ocorréncia concomitante de ambas. (BONNEY e ENGMAN, 2015; RASSI et al.,
2017)

A DC é o resultado de uma complexa combinacado entre o parasitismo por
T. cruzi e a resposta imune do hospedeiro (Figura 6). Os danos aos 6rgaos durante
a fase aguda ocorrem como resultado de parasitemia intensa e parasitismo tecidual,
com resposta imune-inflamatdria superposta ao parasito. Na fase cronica a lesao
cardiaca imunomediada € causada pela infiltracdo de células mononucleares e
liberacdo de citocinas inflamatérias, que desempenham um papel decisivo no
desenvolvimento da cardiomiopatia chagéasica cronica (RASSI et al., 2017). O
equilibrio da resposta imune durante a infeccdo por T. cruzi é critica para controlar
a carga parasitaria no coracao e nos tecidos digestivos. A producéo de citocinas pro-
inflamatodrias (IFN-y, TNF-a e IL-6) € necesséria para a ativagdo de LT efetores,
importantes para controlar o parasitismo na fase aguda. Porém, a resposta
inflamatéria também esta associada a patogénese da cardiomiopatia chagasica
(CC). As citocinas reguladoras (principalmente a IL-10), por outro lado, estado
relacionadas a protecdo. Pacientes com CC costumam apresentar niveis mais altos
de IFN-y, TNF-a e IL-6 e mais baixos de IL-4 e IL-10, em comparag¢do com individuos
com a forma indeterminada da doenga (GUEDES et al., 2012).

A regulacédo da resposta inflamatoria (IL-17 e Treg) durante a infeccéo
tem papel decisivo na severidade da doenca cronica. A IL-17 tem papel chave na
modulacéo da doenca cardiaca e é produzida por PBMC na presenca do parasito. A

IL-17 é capaz estimular a producéo de citocinas inflamatorias, sendo importante no
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controle da proliferacdo parasitaria na fase aguda. Além disso, tem papel preventivo
na manifestacdo da doenca crbénica controlando a inflamacdo cardiaca,
provavelmente por um mecanismo de feedback negativo na producéo de IFN-y que

previne a leséo tecidual imunomediada. (GUEDES et al., 2012)

?IL-23 ou IL-27?

Controle da
parasitemia aguda
IL-10 || IFN-y || TNF-a TNF-a. || IFN-y || IL-10

Resposta imune Resposta inflamatdria
controlada
forma
ﬂ cardiaca
' , lesédo
CTLA-4 tecidual
TNF-a IL-10 TNF-o.
e . IFN—y
. . IL-10
°
forma
S digestiva
Forma
indeterminada '
Lesao
tecidual
. + TNF-a
_r .. 'l-i
IL-6
IL-10

Figura 6- Resposta imune e a severidade da doenc¢a de Chagas. Adaptado de DUTRA et al. (2009)
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Apesar dos esfor¢cos no controle da transmissao vetorial de T. cruzi, o
desenvolvimento de novos farmacos, junto com as acdes de integracdo social,
cientifica e tecnoldgica sdo necessarios. A principal limitacdo da quimioterapia anti-
chagéasica disponivel atualmente é a dificuldade da eliminacdo das formas
amastigotas. Somente dois medicamentos estédo disponiveis para DC, nifurtimox e
benznidazole, ambos levam a danos no DNA do parasito. Tais medicamentos
possuem boa eficacia na fase aguda da DC. No entanto, essa eficacia € limitada em
determinadas situacdes por necessitar repetidas administracées por um periodo
longo de tempo. Além disso, pode provocar severos efeitos adversos que ndo séo
bem tolerados por todos pacientes, o que leva ao abandono do tratamento e falha
na solucéo do problema (BONNEY e ENGMAN, 2015). Além disso, o tratamento na
fase cronica ainda € controverso, visto que muitos dos portadores ndo desenvolvem
a doenca clinica. No entanto, a Rede Latino-Americana para Doenca de Chagas
(NHEPACHA) recomenda o tratamento de pacientes na fase indeterminada da
doenca, salvo determinadas condi¢des, devido a permanéncia de formas infectivas
viaveis responsaveis pela transmissao nao-vetorial e devido a ocorréncia de eventos
de reativacdo clinica da doenca em pacientes imunossuprimidos (VIOTTI et al.,
2014).

Por muitos anos a hipotese de que a doenca cronica havia uma origem
autoimune retrancou a pesquisa e 0 desenvolvimento de novos e efetivos
aintiparasitarios levando a faléncia do tratamento de muitos pacientes cronicos
(VIOTTI et al., 2014).

3.3 Bactérias entomopatogénicas Photorhabdus luminescens e Xenorhabdus
nematophila

Xenorhabdus nematophila e Photorhabdus luminescens séao
enterobactérias (gama-Proteobactérias) gram-negativas, membros da familia
Enterobacteriaceae simbiontes de nematdédeos entomopatogénicos das familias
Steinernematidae e Heterorhabtidae, respectivamente (BOEMARE e AKHURST,
2006). Algumas espécies de Xenorhabdus e de Photorhabdus foram inicialmente
estudados e ganharam importancia na agricultura, no controle bioldgico de pragas
(KAYA e GAUGLER, 1993). Juntos, eles formam um complexo entomopatogénico
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capaz de levar larvas de diversos insetos a morte (FORST et al., 1997; BLACKBURN
et al., 1998; BLACKBURN et al., 2005; SHEETS et al., 2011; NIELSEN-LEROUX et
al., 2012; SHI et al., 2012; SHRESTHA e LEE, 2012; SILVA et al., 2013; DA SILVA
et al., 2017).

Durante seu complexo ciclo de vida, ilustrado de forma resumida na
Figura 7, as bactérias produzem metabdlitos secundarios, necessarios em diferentes
estadios do seu ciclo de vida, incluindo a fase simbiotica com o nematdédeo ou na
fase patogénica (BODE, 2009). Durante a fase simbiotica as bactérias permanecem
no interior dos nematodeos, as bactérias do género Xenorhabdus localizam-se em
vesiculas no interior de larvas de nematodeos da familia Steinernematidae,
enquanto Photorhabdus se distribuem por toda extenséo do intestino de nematédeos
da familia Heterorhabditidae (OWUAMA, 2001). Os nematddeos, no estadio
infectivo juvenil (1J), penetram nas larvas de insetos por aberturas naturais como
boca, espirdculos ou anus ou perfurando a prépria cuticula, no caso de
Heterorhabditidae. J& no interior da larva, os nematddeos liberam as bactérias na
hemocele (BOEMARE e AKHURST, 2006). Na hemolinfa
Xenorhabdus/Photorhabdus se multiplicam liberando uma variedade de agentes
antimicrobianos que inibem o crescimento de outras bactérias, leveduras e fungos,
eliminando potenciais competidores. A multiplicacdo bacteriana leva a uma
septicemia letal a larva do inseto (OWUAMA, 2001). Na larva, os nematodeos
completam seu desenvolvimento até a fase adulta e multiplicam-se. As novas L3, ao
alimentarem-se da biomassa da larva, sao colonizadas pelas bactérias e partem em
busca de um novo hospedeiro (OWUAMA, 2001; BOEMARE e AKHURST, 2006).

Durante a cultura in vitro, duas fases distintas foram observadas em
Xenorhabdus/Photorhabdus, sendo chamadas fases | e Il (ou priméria e secundaria,
respectivamente). A variacdo de fase é caracteristica de ambos 0s géneros e € uma
resposta a mudancas ambientais. Na fase |, ambos os géneros apresentam maiores
niveis de lipases e proteases e secretam maior quantidade de antibiéticos, maior
motilidade que na fase Il. Além disso, na fase |, absorvem os corantes dos meios
de cultura alterando a cor da colénia (MacConkey — colbnias avermelhadas a
marrom; NBTA — colonias verdes) (OWUAMA, 2001; BOEMARE e AKHURST,

2006), o que é utilizado para a diferenciagdo da fase das bactérias utilizadas nos
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ensaios. Além da producdo em maior quantidade, algumas toxinas sdo produzidas
somente na fase |, como lectinases, antimicrobianos nao proteicos difundiveis em
agar, xenorhabdinas, xenocumacinas e endotoxinas (OWUAMA, 2001; BOEMARE
e AKHURST, 2006; HEINRICH et al., 2016).

Liberacdo de Nematddeo albergando
nematddeos ) ‘,;:7 5 entomobactérias

‘h no intestino

Nematddeo se

dlimenta da
biomassa e
completa seu
desenvolvimento
W

Morte larval .
Invasdo da larva

e regurgitacdo
das bactérias

Figura 7 - Ciclo de vida de bactérias entomopatogénicas. Adaptado de HEERMANN e FUCHS (2008).

Recentemente, estas bactérias vém ganhando espa¢o com sua atividade
parasiticida (NOLLMANN et al., 2012; ZHOU et al., 2013; GRUNDMANN et al.,
2014). Nesses estudos, metabdlitos bacterianos foram sintetizados ou isolados de
Xenorhabdus spp. e testados in vitro em diferentes patbgenos como protozoarios,
bactérias e fungos. Dentre os efeitos anti-protozoarios destacam-se 0s compostos
Szentiamida (1), um depsipeptideo com atividade contra estadio eritrocitario de
Plasmodium falciparum (ICso = 0.995 pg/mL), formas sanguineas de Trypanosoma
brucei rhodesiense (ICso = 10 pg/mL) e amastigotas de Leishmania donovani (ICso =
11 pg/mL) (NOLLMANN et al., 2012); Xenoamicin A, que teve atividade contra P.
falciparum NF 54 (ICso = 2,35 pg/mL) e T. b. rhodesiense STIB900 (ICso = 6,41
pg/mL), tripomastigotas de T. cruzi Tulahuen C4 (ICso = 30.5 pg/mL) e L. donovani
MHOM-ET-67L82 (ICso = 50.1 pg/mL) (Zhou et al., 2013); e depsipentapeptideos
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chaiyaphumine 1, que teve atividade contra P. falciparum (ICso = 0,61 uM) e T. b.
rhodesiense (ICso = 5,11 yM) (Grundmann et al., 2014).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Cultivo e manutencéo dos micro-organismos e linhagens celulares

4.1.1 Entomobactérias

Photorhabdus luminescens subsp. laumondii TTO1 DSM15139
(FISCHER-LE SAUX et al.,, 1999) e Xenorhabdus nematophila ATCC 19061
(THOMAS e POINAR, 1979) foram cultivadas para obtencdo dos meios
condicionados usados neste estudo.

Cada bactéria foi inoculada em NBTA (agar nutriente, suplementado com
0,025% de azul de bromotimol e 0,004% trifeniltetrazéleo a fim de diferenciar entre
as fases 1 e 2 das entomobactérias. As culturas cresceram a partir de uma colénia
unitéria na fase priméaria em caldo 5YS como descrito por (SHRESTHA e LEE, 2012)
[5% extrato de levedura, 0.5% NaCl, 0.05% K2HPOa4, 0.05% NH4H2PO4, 0.02 %
MgSOa4 7H20] sob agitagéo (180 rpm) a 28°C até a fase estacionaria (48 horas).
Apoés a incubacao as culturas foram centrifugadas a 2000 x g por 20 minutos, o
sobrenadante contendo os metabdlitos secretados por cada bactéria foi filtrado
através de membrana de 0.22 um e congelado -20°C até o momento do uso.

4.1.2 Trypanosoma cruzi

Tripomastigotas de T. cruzi da cepa Y foram gentilmente cedidos pelo
prof. Dr. Phileno Pinge-Filho (Universidade Estadual de Londrina) e cultivados em
células da linhagem LLCMK2 (26, 27) em meio RPMI enriquecido com 5% de soro
fetal bovino e mantidos a uma atmosfera de 5% de CO:2 a 37°C (Hull et al., 1962).

Para os ensaios com as formas amastigotas de T. cruzi, macrofagos da
linhagem RAW 264.7 foram cultivados em RPMI com piruvato e soro fetal bovino e

mantidos nas mesmas condi¢des das culturas de T. cruzi e LLCMK2.
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4.1.3 Leishmania spp.

Leishmania amazonensis - a cepa MHOM/BR/73/M2269 foi mantida na

forma de promastigotas em meio M199 contendo HEPES 40 mM, adenine 0,1 mM,

hemina 7,7 mM, soro fetal bovino 10% (v/v), penicilina 50 U/mL e estreptomicina 50

Mg/mL. As culturas eram incubadas a 26°C e mantidas numa densidade celular de 1
x 10° a 3 x 107 parasitas/mL [24].

Leishmania tarantolae - espécie ndo patogénica a humanos, foi gentilmente

cedidas pelo Prof. Dr. Michael Boshart. Para os ensaios, promastigotas eram

cultivados em meio BHI a 26° C até a fase exponencial e entdo incubadas com meio

condicionado de X. nematophila numa densidade de 3 x 10° promastigotas/ poco.

4.1.4 Cultura e manutencao de macréfagos
Macrofagos da linhagem RAW 264.7 foram mantidos em cultura em RPMI

1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL penicillina e
estreptomicina (100 pg/mL). As culturas eram mantidas em atmosfera de 5% de CO:2
a 37°C.

4.2 Atividade do meio condicionado da cultura bacteriana

4.2.1 Atividade anti-Trypanosoma
As formas tripomastigotas eram colhidas por meio de duas centrifugacdes

do sobrenadante da cultura. A primeira a 900 rpm por 10 minutos (na qual se
descartava o pellet com debris celulares e amastigotas) e a segunda, com o
sobrenadante da primeira, contendo tripomastigotas, era realizada a 4000 rpm por
30 minutos. O sobrenadante da segunda centrifugacdo € descartado e o pellet,
ressuspenso para a contagem de tripomastigotas em camara de Neubauer. Uma
concentracdo de 2 x 10° tripomastigotas/poco foi distribuida em microplacas de 96
pocos em um volume final de 100 pL contendo DMEM (controle) ou diferentes
concentracbes do meio condicionado (1,7; 3,4; 8,55; 17 e 34 ug/mL para P.
luminescens e 0,05; 0,24; 0,48; 1,2 e 2,4 pg/mL para X. nematophila). As placas
foram mantidas em atmosfera de 5% CO2 a 37°C por 3, 6, 12, 24 e 48 horas.

Para avaliar o efeito dos metabdlitos secretados por cada entomobactéria
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sobre as formas amastigotas de T. cruzi, macrofagos da linhagem RAW foram
incubados em placas de 12 poc¢os contendo uma laminula redonda no fundo de cada
poco. Foram incubadas 2 x 10° células/ poco overnight e apds lavagem com PBS
para retirada de células mortas nédo aderentes, foram adicionados parasitos na razédo
de 5 tripomastigotas:1 macrofago. Apos 4 horas de incubacéo que permitiram a
entrada dos tripomastigotas na célula, cada poco foi lavado cuidadosamente com
PBS a fim de retirar os parasitos livres. Adicionou-se, entdo, os meios condicionados
em diferentes concentracdes, além de LPS (10 ng/mL) e IFN-y (10 ng/mL) como
controle de ativacdo de macréfagos e somente RPMI como controle negativo.
Seguidas 48 horas de incubacgédo, cada poco foi lavado com PBS e as laminulas
secas a temperatura ambiente e coradas por coloracdo hematoldgica. O indice de
infeccéo foi dado pelo calculo da porcentagem de macrofagos infectados e o nimero

de amastigotas por macrofagos

4.2.2 Atividade anti-Leishmania
Foi avaliado o efeito do meio condicionado da cultura de cada bactéria na

cinética de crescimento de L. amazonensis. Para tal, formas promastigotas de L.
amazonensis foram distribuidas em microplacas de 12 po¢os numa densidade de 1
X 10%mL em meio M199 como controle ou M199 acrescido de diferentes
concentra¢ges do meio condicionado da cultura de cada bactéria. O crescimento de
L. amazonensis foi observado diariamente até a fase estacionaria pela observacgao
da motilidade das promastigotas e a densidade celular foi determinada diariamente
por hemocitometro.

O efeito citotdéxico direto sobre promastigotas também foi avaliado.
Promastigotas na fase estacionaria de crescimento foram plaqueadas em
microplacas de 96 pocos (3 x 108/poco) e incubadas com M199 (controle) ou M199
acrescido de cada meio condicionado em diferentes concentracdes. A viabilidade de
foi avaliada em 3, 12, 24 e 48 horas pela contagem de promastigotas viaveis em
hemocitdmetro. Anfotericina B (Sigma, EUA) a 4 ug/mL foi usado como farmaco
padrao anti-Leishmania (100% de mortalidade em 48 h).

4 .3 Citotoxicidade do meio condicionado
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4.3.1 Citotoxicidade sobre macrofagos in vitro

A viabilidade de macréfagos foi mensurada por meio de colorimetria
usando 3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difeniltetrazolio bromide (MTT). Para a
realizacdo dos ensaios, 1 x 10° células foram distribuidas em microplacas de 96
pocos e incubadas overnight a 37°C em atmosfera de 5% CO2. Apés a incubacao as
placas foram lavadas com PBS e entéo cultivadas por 44 horas a 37°C em RPMI ou
diferentes concentracdes do meio condicionado de cada bactéria. Em seguida, 20
puL MTT (5 mg/mL em PBS) foi adicionado em cada poco e continuou-se a incubacéo
por mais 4 horas, totalizando uma incubacdo das células com os meios
condicionados de 48 horas. O produto formado pela acado enzimética nas células
vivas foi solubilizado pela adi¢cdo de 100 pL isopropanol acido e a absorbancia foi
medida a 570 nm usando Spectramax M2 [25,26]. A concentracdo de cada meio
condicionado que causa 50% de citotoxicidade nos macrofagos (CCso) foi
determinada por regresséo nao linear pelo GraphPad Software versao 5.0. O indice
de seletividade (SI) dos meios condicionados foi determinado pela equacéo: CCso

macréfagos/ICso L. amazonensis de promastigotas e amastigotas.

4.3.2 Ensaio de hemolise

O ensaio foi realizado de acordo com GAUTHIER et al. (2009), com
algumas modificacfes. Dois mililitros de sangue total humano do tipo O+ foram
coletados com EDTA e, em seguida, foi centrifugado a 2000 rpm durante 5 minutos.
O sobrenadante foi descartado e 400 pL do pellet foi ressuspenso em 10 mL de PBS.
Procederam-se quatro centrifugacfes a 2000 rpm por 1 minuto para lavagem do
material. O pellet foi ressuspenso em PBS e distribuido em microplaca de 96 poc¢os
a uma concentracao final de 0,8 % de hemacias e volume final de 200 uL com meio
condicionado em diferentes concentracdes, PBS (controle de hemolise negativo) ou
dodecil sulfato de sodio (SDS) 0,1% (controle de hemolise positivo). A microplaca
permaneceu incubada a 37°C por 60 minutos. O sobrenadante de cada poco foi
entdo transferido para uma nova microplaca e a absorbancia foi medida a 540 nm
(RANGEL et al., 2011; PATHAICHINDACHOTE et al., 2013) em um leitor de placas

(Spectramax 4M). Como branco da leitura, foi utilizado PBS 1X sem hemacias
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(PATHAICHINDACHOTE et al., 2013).

4.4 Atividade imunomoduladora — ativacdo de macréfagos e mecanismo de
acao

4.4.1 Producédo de oxido nitrico por macréfagos infectados

O sobrenadante dos ensaios com amastigotas foram colhidos para a
medir a producao de 6xido nitrico (NO) pelos macrofagos infectados. A concentragcéo
de NO foi determinada pela reacdo de Griess, de acordo com ROMAO et al. (1999).

4.4.2 Determinacao de espécies reativas de oxigénio em promastigotas

Para avaliacdo da producéo de espécies reativas de oxigénio foi utilizado
o reagente 2’'7’diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA), um reagente que se
torna altamente fluorescente quando oxidado por espécies reativas de oxigénio (WU
e YOTNDA, 2011). Promastigotas na fase exponencial (1 x 10°) foram tratadas por
12 h com meio parcialmente purificado de X. nematophila (3,35 mg/mL da fase
aquosa do Stas-Otto). Apds centrifugacdo e lavagem com PBS as promastigotas
foram incubadas com 0,5 ml de DCFH-DA 10 uM por 30 minutos a 37°C. A analise
foi realizada por citometria de fluxo BD FACSCalibur (Becton—Dickinson, Rutherford,
NJ, USA) e do software CellQuest Pro (Joseph Trotter, Scripps Research Institute,
La Jolla, CA, USA) usando o laser azul de argdnio de 488 nm e o filtro do canal FL1.
Um total de 30.000 eventos foram adquiridos na regido que corresponde as

promastigotas.

4.4.3 Determinacao do potencial de membrana

O potencial de membrana mitocondiral (AYm) foi estimado de acordo com
FERLINI e SCAMBIA (2007), utilizando o corante fluorescente rhodamin123 (Rh123,
R8004, Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA), que difundem passivamente atraves
da membrana plasmatica e se acumulam em substancias metabdlicas ativas na
mitocondria. Foram incubadas formas promastigotas de L. amazonensis (1 x 106 na
fase logaritmica) com meio M199, peréxido de hidrogénio (H202 2 mM, controle

positivo), com 13,5 pg / mL de P. luminescens (ultra-filtrado 3 kDa) ou X. nematophila
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(3,35 mg/mL da fase aquosa do Stas-Otto) durante 12 h a 26 ° C. As células foram
entdo lavadas com PBS e incubadas com 500 yL de Rh123 (1 pg / mL) durante 10
min a 37°C. As células foram lavadas e ressuspensas em 0,5 mL de PBS. A anélise
foi realizada utilizando um citometro de fluxo BD FACSCalibur (Becton-Dickinson®,
Rutherford, NJ, EUA) e o software CellQuest® Pro (Joseph Trotter, Scripps
Research Institute, La Jolla, CA, EUA) utilizando o laser azul de ion de argon a 488
nm com o canal de filtro FL1. Um total de 30.000 eventos foram adquiridos na regiao
gue correspondeu aos parasitos. As alteracdes na fluorescéncia de Rh123 foram
quantificadas usando um indice de variagéo (IV) obtido a partir da equacéo IV = (Mt
- Mc) / Mc, em que Mt € a fluorescéncia mediana dos parasitos tratados e Mc é a
fluorescéncia mediana dos parasitos ndo tratados. Valores negativos de IV
correspondem a despolarizacao e valores positivos, hiperpolarizacdo da membrana
mitocondrial. Os histogramas foram construidos utilizando o software CellQuest Pro
(Joseph Trotter, Instituto de Investigacéo Scripps, La Jolla, CA, EUA).

4.5 Efeito da temperatura, do pH e da protedlise na atividade do meio
condicionado de X. nematophila e P. luminescens

Para avaliar a estabilidade da molécula bioativa contra L. amazonensis e
T. cruzi, a atividade do meio condicionado da cultura de X. nematophila e P.
luminescens foi testado apds alteracBes de temperatura, pH e tratamento com
proteinase K. A estabilidade a alta temperatura foi avaliada aquecendo-se o meio
condicionado a 100°C por 10 minutos. Para avaliar o efeito do pH na atividade anti-
parasitaria, duas aliqguotas do meio condicionado foram separadas, sendo uma
acidificada a pH 1,0 com 5 M de HCI e a outra alcalinizada a pH 12,0 com 5 M de
NaOH. Apos 40 minutos de incubacgédo sob agitacdo a temperatura ambiente, cada
aliquota foi ajustada ao pH inicial de 8. A sensibilidade a protedlise foi avaliada
expondo o meio condicionado de cada cultura bacteriana a proteinase K (2 mg/mL),
conforme BIZANI e BRANDELLI (2002).

4.6 Purificagcdo parcial dos compostos anti-parasitarios secretados por
entomobactérias
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46.1 P.luminescens

Como foi observada a natureza proteica do composto leishmanicida de P.
luminescens, seguiu-se para a purificacdo do meio condicionado. Primeiramente a
concentracao proteica de cada fracao foi determinada pelo método de BRADFORD
(1976) usando albumina sérica bovina (BSA) como padréo.

Na sequéncia, foi realizada a precipitacdo proteica em diferentes faixas
de concentragéo de sulfato de amoénio [(NH2)aSO4], conforme (WINGFIELD, 2001).
Brevemente, adicionou-se lentamente diferentes concentracdes (p-v) de sulfato de
amonio ao meio condicionado de P. luminescens. Apos 30 min. de agitacdo sob
refrigeracdo, as solugbes foram centrifugadas a 10000 rpm. Os sobrenadantes
recuperados foram testados em promastigotas na concentracdo de 25% (v/v), que
equivaliam a 85 pug/mL de proteina no meio condicionado original.

O meio condicionado da cultura de P. luminescens passou por
ultrafiltracdo em membranas de 50, 10 e 3 kDa (Ultrafree CL®, Millipore) para
separacédo por tamanho da molécula. O filtrado de 10 kDa (moléculas menores que
10 kDa) foi submetido a gel-filtracdo em coluna Sephadex G-25 (20.5 x 0.5 cm), com
taxa de fluxo de 0,3 mL/min. A coluna foi eluida com Tris-HCI 20 mM pH 8,0, 42
fracOes de 1 mL foram coletadas e a concentracao proteica foi monitorada a 280 nm.
Os bioensaios para avaliacdo da atividade anti-Leishmania foram realizados

conforme descrito anteriormente para o respectivo protozoario.

4.6.2 X. nematophila

Para a purificacdo da molécula bioativa secretada por X. nematophila, o
meio condicionado da cultura bacteriana foi incubado overnight com 5% (m/v) de
beads Amberlite® XAD-16 (Sigma-Aldrich, Alemanha). Esta é uma resina
macrorreticular aniénica que adsorve moléculas por interacdes hidrofébicas e
polares. Os beads da resina, contendo as moléculas de menor polaridade
adsorvidas em sua superficie, foram separados do meio por filtragcdo. O filtrado
(porcéo aquosa) foi estocado a -20°C. A fracdo adsorvida na resina foi extraida com
metanol em uma nova incubacgéo overnight. O metanol foi removido por evaporacao

a vacuo e o conteudo ressuspenso com agua ultrafiltrada até volume inicial. Ambas
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as fraces, aquosa e metanolica, foram testadas contra 0s parasitos e a que mostrou
efeito tOxico prosseguiu para as etapas subsequentes.

A fracdo ativa foi submetida ao método de Stas-Otto, resumido na Figura
8. Tal método consiste em quatro etapas para separacao de alcaloides por meio da
alteracao de pH e solventes organicos. Brevemente, cada etapa do processo seguiu
da seguinte maneira: etapa 1) o meio condicionado foi levado a pH 1,0, adicionou-
se tert-butil éter metil (TBME), produzindo duas fases; etapa 2: o pH da fase aquosa
da etapa 1 foi corrigido para 4.0, adicionou-se o solvente (acetato de etila); etapa 3:
a fase aquosa do passo 2 foi alcalinizada até pH 12.0 e o solvente (TBME) foi
adicionado; etapa 4: a fase aquosa do passo 3 foi levada a pH 9.0, o solvente é
adicionado (acetato de etila). Em cada etapa, solvente e meio eram agitados
vigorosamente e a separacdo entre fase aquosa e a fase organica ocorria. O
solvente organico era removido por rotavaporizagdo e o volume restaurado ao
volume inicial com agua ultrafiltrada.

Para os bioensaios, foram adicionados 25 % (v/v) de cada fracéo
parcialmente purificada, volume equivalente a 1,2 mg/mL de extrato do meio

condicionado. Ao final, as oito fracdes geradas foram testadas contra promastigotas.



28

cultura de
X. nematophila

4

Meio condicionado

+

resina
Amberlit Metanol
Aguosa XAD 16 Extraido por
rotavapor

A

v

Stas-Ofto
\ |

Orgdnicg Aquo‘so Etapa |

)]
‘ pH 1 TBME

\ l

Organica Aqudso Etapall
pH 4 EtOAC

\ |
Organica Agquosa| Etapallll
‘( pH >10 TBME

| |
Orgdnica Aquosa| Etapa IV
pH 9 EtOAC

Figura 8 - Método Stas-Otto

4.7 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos em média + erro padrdo e a analise
estatistica foi realizada por ANOVA seguida do teste de Bonferroni. As analises
foram realizadas com GraphPad Software versdo 5.0 e valores de p<0.05 foram

considerados significantes. Todos os experimentos foram realizados trés vezes em
quadruplicatas.
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5. ARTIGOS

5.1 Artigo 1 — Entomopathogenic bacteria Photorhabdus luminescens as drug
source against Leishmania.
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Abstract

Leishmaniasis is a widely spread and zoonotic disease with serious problems as low effective-
ness of drugs, emergence of parasite resistance and severe adverse reactions. In recent years,
considerable attention has been given to secondary metabolites produced by Photorhabdus
luminescens, an entomopathogenic bacterium. Here, we assessed the leishmanicidal activity
of P. luminescens culture fluids. Initially, promastigotes of Leishmania amazonensis were incu-
bated with cell free conditioned medium of P. luminescens and parasite survival was moni-
tored. Different pre-treatments of the conditioned medium revealed that the leishmanicidal
activity is due to a secreted peptide smaller than 3 kDa. The Photorhabdus-derived leishma-
nicidal toxin (PLT) was enriched from conditioned medium and its effect on mitochondrial
membrane potential of promastigotes, was determined. Moreover, the biological activity of
PLT against amastigotes was evaluated. PLT inhibited the parasite growth and showed signifi-
cant leishmanicidal activity against promastigote and amastigotes of L. amazonensis. PLT also
caused mitochondrial dysfunction in parasites, but low toxicity to mammalian cell and human
erythrocytes. Moreover, the anti-amastigote activity was independent of nitric oxide production.
In summary, our results highlight that P. luminescens secretes Leishmania-toxic peptide(s) that
are promising novel drugs for therapy against leishmaniasis.

Introduction

Leishmaniasis causes human suffering on a global scale, especially in the poorest countries
where the problem of access to medicines persists. In fact, there is no effective vaccine to pre-
vent human leishmaniasis and drugs available for chemotherapy present various limitations
such as high toxicity, resistance emergency, treatment failure and high cost (Sundar, 2001;
World Health Organization, 2010).

In the last decades, there has been a renewed interest in natural compounds derived from
plants and microorganisms as source of new drugs, including anti-infective substances (Kondo
et al. 2002; Xu et al. 2004; Cragg and Newman, 2013; Zhou et al. 2013; Dagnino et al. 2015). In
this context, entomopathogenic bacteria such as Photorhabdus luminescens have been consid-
ered as a promising source for novel natural compounds (Bode, 2009). These bacteria are rich
in gene clusters that encode putative biosynthetic enzyme pathways, which are assumed to pro-
duce novel natural compounds with diverse biological activities. The chemical diversity of
some of these compounds has been explored resulting in different classes of compounds
(Chaston et al. 2011). Most of these metabolites are involved in symbiosis with the nematode
(Heterorhabditidae family), pathogenicity to the insect and antimicrobial activity (Tobias et al.
2016). Different compounds with activity against bacterial and fungal pathogens of medical
and agricultural interest have already been isolated (Challinor and Bode, 2015). Although
some studies have shown that P. luminescens secretes compounds like stilbenes that show bio-
logical activity against Leishmania donovani and Trypanosoma cruzi (Kronenwerth et al. 2014)
or with anti-Plasmodium activity (so called GameXPeptides) (Challinor and Bode, 2015), the
effect of most metabolites produced by P. luminescens against parasites is under-explored.
Here we investigated the bioactivity of cell-free conditioned medium from P. luminescens
against both promastigote (infective stage transmitted by sandfly vector) and amastigote
forms (inside host cells) of Leishmania amazonensis. In addition, possible mechanisms of
action were evaluated. We found that the leishmanicidal activity is caused by a peptide-based
molecule smaller than 3 kDa.
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Materials and methods

Cultivation of P. luminescens and preparation of conditioned
medium

Photorhabdus luminescens subsp. laumondii TT01 DSM15139
(Fischer-Le Saux et al. 1999) was used in the leishmanicidal bioas-
says. For that purpose, Photorhabdus luminescens was inoculated
on NBTA medium [nutrient agar supplemented with 0-025%
(w/v) bromothymol blue and 0-004% (w/v) triphenyltetrazolium
chloride] in order to differentiate phenotypic phase variants. A
start-culture was grown from a single primary phase colony in
5YS medium broth as described before (Shrestha and Lee, 2012)
[5% (w/v) yeast extract, 0-5% (w/v) NaCl, 0-05% (w/v) K,HPOy,
0-05% (w/v) NH,H,PO,, 0-02% (w/v) MgSO4-7H,0] on a shaker
(180 rpm) at 28 °C. After an overnight incubation, the bacterial
density was determined by absorbance at 600 nm. The main cul-
ture was started at ODgo = 0-1 and incubated for 48 h to reach the
stationary phase. After that, the cells were removed by centrifuga-
tion at 2295 g for 20 min, and cell free culture supernatants were
filter-sterilized through 0-22 ym membrane and kept at —20 °C
until use. The protein concentration of this conditioned medium
was determined using the Bradford method (Bradford, 1976). As
controls, Enterococcus faecalis ATCC 29212 and human patho-
genic Escherichia coli (Migula) Castellani and Chalmers (ATCC®
25922™) were used and grown in tryptone soy agar medium
(Castellani and Chalmers, 1919). A single colony from each cul-
ture was inoculated in 5YS medium. Broth culture, centrifugation
and filtering were carried out under similar conditions as used for
P. luminescens.

Leishmania (Leishmania) amazonensis culture

Leishmania amazonensis (WHO reference strain MHOM/BR/73/
M2269) were routinely maintained as promastigote forms in
MI199 medium containing 40 mM of 4-(2-hydroxyethyl)
piperazine-1-ethanesulfonic acid sodium salt (HEPES), 0-1 mm
adenine, 7-7 mm hemin, 10% (v/v) heat-inactivated fetal bovine
serum (FBS), 2% (v/v) human urine, 50 U mL™! of penicilin
and 50 ug mL™" of streptomycin. Cultures were incubated at
26 °C, and cells were kept at densities ranging between 1 x 10°
and 3 x 107 parasites mL™! (Romao et al. 2006).

Effects of P. luminescens conditioned medium on growth of
L. amazonensis

Promastigote forms of L. amazonensis were distributed in 12-well
microplate at density of 1 x 10° mL™! in M199 medium (control)
or M199 plus 3-4 and 34 ug of protein mL™" of the P. luminescens
conditioned medium. Leishmania amazonensis growth was deter-
mined daily until stationary phase by motility and cell density
using a haemocytometer.

Activity of P. luminescens conditioned medium against
promastigotes of L. amazonensis

The direct cytotoxic effect of P. luminescens conditioned medium
on L. amazonensis was evaluated. For that purpose, promastigote
forms of L. amazonensis in stationary growth phase were dropped
in 96-well microplates (3 x 10° well™!) and then incubated with
M199 medium (control) or different concentrations of P. lumines-
cens culture fluid (0-68 to 170 ug of protein mL™"). The condi-
tioned medium of E. faecalis and E. coli at the same
concentrations was used as negative controls. The viability of pro-
mastigotes was evaluated at different time points (3, 6, 12, 24 and
48h) by counting the viable promastigote forms using a
hemocytometer.

Ana Maria Antonello et al.

Effect of proteolytic enzyme, heating and pH on leishmanicidal
activity of P. luminescens conditioned medium

To investigate the stability of the bioactive molecule(s) acting on
L. amazonensis, P. luminescens conditioned medium was heated
at 100 °C for 10 min, and then cooled to room temperature before
use. To verify the protein nature of P. luminescens bioactive mol-
ecule(s), the conditioned medium was treated with proteinase K
(2 mg mL™" final concentration) (Bizani and Brandelli, 2002).
To assess the effect of pH, samples of cell-free supernatant were
acidified with 5m HCI until pH 1-0 or alkalinized to pH 12.0
with 5 M NaOH. After incubation for 40 min at room temperature
the pH was adjusted to its initial value (pH 8-0). All bioassays
were performed using P. [uminescens conditioned medium at con-
centration of 85 ug of protein mL™".

Enrichment of bioactive molecule(s) from P. luminescens
conditioned medium

As first step, P. luminescens conditioned medium was ultra-
filtrated through membranes of 50, 10 and 3 kDa exclusion size
(Ultrafree CL?, Millipore) to roughly classify the compound size
of the leishmanicidal molecule(s). After restoring each fraction
retained to its initial volume, promastigotes of L. amazonensis
were incubated with 25 L (equivalent to 85 ug of protein mL ™"
of the conditioned medium) of each fraction for 24 h and the
parasite viability determined as described before.

Moreover, <10 kDa ultra-filtered fraction was concentrated 7
times by lyophilization and 1 mL was loaded onto Sephadex col-
umn (205 x 0-5 cm?), with a flow rate of 0-3 mL min™". This pro-
cedure was repeated 12 times and yielded an amount of 224 ug of
protein loaded onto the column. Forty-two fractions of 1 mL were
collected from each column and the presence of protein was mon-
itored at 280 nm. Each recovered fraction was lyophilized and the
respective fractions of all 12 columns were pooled. Then, the pro-
tein concentration of each pooled-fraction was determined using
Bradford assay and the leishmanicidal activity against promasti-
gotes was assessed using a final protein concentration of 14 ug
of protein mL™".

Determination of the mitochondrial membrane potential
(A¥m)

The mitochondrial membrane potential (AWYm) was quantified
according to the method described by Ferlini and Scambia
(2007), using the fluorescent dye rhodamine 123 (Rh 123,
R8004, Sigma-Aldrich’, St. Louis, MO, USA), which passively dif-
fuses through the plasma membrane and accumulates in meta-
bolic active mitochondria. Briefly, promastigote forms of
L. amazonensis (1x10° on log phase) were incubated with
M199 medium, hydrogen peroxide (H,O, 2 mwm; positive control)
or with 3-25 ug of protein mL ™" of the smaller than 3 kDa ultra-
filtrated fraction for 12 h at 26 °C. The cells were washed with
phosphate buffered saline (PBS) and incubated with 500 yL of
Rh 123 (1 ug mL™") for 10 min at 37 °C. After a washing step,
cells were resuspended in 0-5 mL of PBS. The analysis was per-
formed wusing a BD FACSCalibur (Becton-Dickinson®,
Rutherford, NJ, USA) flow cytometer and CellQuest® Pro software
(Joseph Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla, CA, USA)
using the blue argon-ion 488 nm laser with the FL1 filter channel.
A total of 30000 events were acquired in the region that corre-
sponded to the parasites. Alterations in Rh 123 fluorescence
were quantified using an index of variation (IV) obtained from
the equation IV =(Mt— Mc)/Mc, in which Mt is the median
fluorescence of treated parasites, and Mc is the median fluores-
cence of untreated parasites. Negative IV values correspond to
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depolarization and positive values, hyperpolarization of the mito-
chondrial membrane. Histograms were build using the CellQuest
Pro software (Joseph Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla,
CA, USA).

Cytotoxic effect of P. luminescens conditioned medium
against macrophages

Cytotoxicity on macrophages was determined using 3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
assay. Macrophages RAW 264-7 cell line were maintained in cul-
ture in RPMI 1640 plus 10% FBS, penicillin (100 U mL™") and
streptomycin (100 ug mL™"). First, 1 x 10° cells were distributed
in 96-well microplate plates and incubated overnight at 37 °C in
an atmosphere of 5% CO,. Then, plates were washed with PBS
and incubated in the presence of RPMI or RPMI plus different
concentrations of P. luminescens conditioned medium (17 to
170 ug of protein mL™"). Following, 20 L of MTT (5 mg mL™"
in PBS) was added into each well and incubations were continued
for a further 4 h. The purple formazan product that is formed by
the action of mitochondrial enzymes in living cells was solubilized
by the addition of acidic isopropanol, and the absorbance at
570 nm measured using Spectramax” M2 software.

Hemolytic assay

The hemolytic assay was performed using a modified method
according to Gauthier et al. (2009). Briefly, human blood O+
type was obtained from healthy voluntary donors. The
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre
Research Ethical Committee approved procedures and project
under authorization (CAAE 63282416.6.0000.5345). The human
erythrocytes samples were washed three times with PBS (pH 7-0)
and resuspended to obtain a 1% (v/v) erythrocytes suspension.
This suspension was placed into a 96-well microplate and different
concentrations of the conditioned medium (17-170 ug of protein
mL™"). PBS as negative control or sodium dodecyl sulphate
(SDS) 0-01% as positive control were added to obtain a 0-8%
erythrocyte suspension. Microplates were incubated on an orbital
shaker for 60 min at 37 °C. Microplates were then centrifuged at
3000 rpm for 5min and the supernatant was transferred to a
new microplate. Absorbance of the supernatant was measured at
540 nm in SpectraMax M2 (molecular devices). Each experiment
was carried out twice in triplicate.

Leishmanicidal activity of macrophages stimulated with
conditioned medium

The leishmanicidal assay was performed as previously described
(Romao et al. 1999). Briefly, Macrophages RAW 2647 cell line
were cultivated for 12-16 h at 37 °C in an atmosphere of 5%
CO,. Non-adherent cells were removed and the adherent cells
washed three-times with pre-warmed medium. Macrophages
were infected with L. amazonensis (5 parasites cell™) and 4h
later, the cell cultures were washed to remove not internalized
Leishmania. Following, the cells were incubated with the appro-
priate stimulus, interferon y (IFN-y) (10 ng mL™") plus lipopoly-
saccharide (LPS) (10 ng mL™) as positive control, conditioned
medium at concentrations ranging from 0-68 to 170 ug of protein
mL™" or ultra-filtered fraction <3 kDa PLT (1-6 and 3-25 ug of
protein mL™") for 48 h. Then, the supernatants were removed
from each well and kept at —20 °C for nitric oxide (NO) and
TNF-a determination. Then, the cell cultures were washed with
PBS and 100uL of 001% (w/v) SDS solution in
serum-free-medium was added to each well and the cells incu-
bated at 37 °C for 20 min. Then, the cells were supplemented

with M199 30% (v/v) FBS (100 uL well™), and incubated at
26 °C until parasite releasing to determine the number of promas-
tigote forms recovered, once only viable amastigotes are capable
to differentiate to motile promastigote forms. The leishmanicidal
activity of macrophages was analyzed by determining the number
of viable parasites (4 replicates) using a hemocytometer.

Effect of P. luminescens conditioned medium on the
expression of CD80 and CD86 costimulatory molecules on
macrophages

All of the experimental procedures with mice were performed in
accordance with the guidelines of the National Institute of Health
and the Brazilian Society for Science on Animals of Laboratory
with the approval of local Ethics Committee (CEUA UFCSPA
number 505/17). To investigate better the immunomodulatory
activity of PLT on macrophages we assessed the expression of sur-
face  costimulatory molecules CD80 and CD86 on
L. amazonensis-infected macrophages. BALB/c mice (n=3)
were euthanized under lidocaine (10 mg kg™" i.p.) and thiopental
(100 mg kg™" ip.) and the peritoneal cavity were harvested by
washing the cavity with 3 mL of PBS. Peritoneal cells (2 x
10° cells well™") were distributed in 96-well microplate and incu-
bated overnight in RPMI medium at 37 °C in an atmosphere of
5% CO,. Then, the cells were washed with PBS to remove
non-adherent cells, and adherent macrophages were infected
with L. amazonensis (5 parasites cell™). Four hours later, the cul-
tures were washed to remove not internalized Leishmania and
cells were incubated with RPMI medium or with <3 kDa PLT at
concentration of 3-25 ug of protein mL™"' for 24 h. After that,
cells were stained with monoclonal antibodies conjugated with
anti-mouse CD80-Fluorescein isothiocyanate (FITC) (clone 16-
10A1; BIOGEMS, USA) or anti-mouse CD86-Phycoerythrin
(PE) (clone GL1; BIOGEMS, USA), anti-CD14-FITC (clone
Sa2-8; eBioscience). Thirty minutes after incubation, cells were
resuspended in 0-4 mL of 1% BSA (Bovine Serum Albumin) in
PBS and analyzed by flow cytometry. Fluorescent signals were col-
lected in logarithmic mode (six decade logarithmic amplifier).
Macrophages were identified and gated according to their forward
scatter (FSC) and side scatter (SSC) profiles related to the CD14
expression. The expression of CD80 and CD86 were evaluated
in CD14+ macrophages, based on fluorescence-1 (FL1-FITC) vs.
fluorescence 2 (FL2-PE) dot plots. A minimal of 20 000 events
of gated cells was acquired for analysis. The analysis was per-
formed using software FlowJo 7.6.3 (Becton Dickinson)

Quantification of NO and TNF-a production by macrophages

The NO production was quantified in the cell culture superna-
tants of L. amazonensis-infected macrophages using the Griess
method (Romao et al. 1999) and the levels of TNF-o content
was determined by ELISA kit (eBioscience, USA) in accordance
with manufacturer’s instructions.

Statistical analysis

Results are expressed as mean + standard error of the mean
(s.e.m.) and were analyzed using the Kolmogorov-Smirnov nor-
mality test and one-way analysis of variance followed by
Bonferroni’s test. In all tests, differences were considered statistic-
ally significant when P<0-05, and were performed using
GraphPad Prism Software version 5.03. All experiments were per-
formed two or three times and in quadruplicate.

The concentrations of bacterial culture fluids that cause 50% of
macrophage cytotoxicity (CCsp) or parasite mortality (ICs,) were
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determined by non-linear regression analysis using GraphPad
Prism® 5-03 version software.

Results

Photorhabdus luminescens conditioned medium inhibits
L. amazonensis growth

To test the toxicity of bacterial conditioned medium on parasites
as first step, L. amazonensis promastigotes growth was analyzed in
vitro in the presence of bacterial culture fluid. Our data show that
metabolites secreted by P. luminescens in culture broth lead to a
significant inhibition of parasite growth in both concentrations
tested (Fig. 1A). Therefore, we will refer to the putative
Photorhabdus-derived leishmanicidal toxin(s) as PLT in the
following.

Leishmanicidal activity of P. luminescens conditioned medium
on L. amazonensis promastigotes

PLT effectively killed the parasites in a concentration and time-
dependent manner. It caused significant mortality even in the
lowest concentration tested (0-68 ug mL™" of protein: 16-4% of
mortality within 48 h) (Fig. 1B), whereas culture fluids of patho-
genic E. coli as well as E. faecalis had no significant effect (data
not shown). The ICs, value of PLT on promastigotes of L. ama-
zonensis was calculated to be 21-8 ug of protein mL™" (Table 1).
As illustrated in Fig. 1C, PLT at concentration of 170 ug of protein
mL™" led to total lysis of promastigotes.

Proteinase K treatment, heating, acidification and alkalization
affect the leishmanicidal activity of photorhabdus-derived
leishmanicidal toxin

To pre-characterize the chemical nature of the PLT, the condi-
tioned medium was pre-treated by heating, with proteinase K,
acidification and alkalization, respectively, before tested for leish-
manicidal activity. As we can see in Fig. 2A, the leishmanicidal
activity of PLT was drastically reduced after the treatment with
proteinase K or heating (Fig. 2A). This reveals that the chemical
nature of the leishmanicidal compound(s) in the conditioned
medium is similar to a protein or a peptide. Regarding the effect
of pH variation on leishmanicidal activity, the acidification of the
bacterial fluid to pH 1.0 also caused a significant decrease in
Leishmania mortality compared with respective non-treated
P. luminescens conditioned medium (pH 8:-0), whereas alkaliza-
tion to pH 12-0 had no significant effect on leishmanicidal activity
of P. luminescens culture fluids (Fig. 2A).

Enrichment of P. luminescens protein-based leishmanicidal
compound

To characterize the size of the PLT, the cell-free culture of P. lumi-
nescens was initially submitted to ultrafiltration using 50, 10 and
3 kDa cut-off membranes. Higher levels of leishmanicidal activity
of PLT were observed in the fraction corresponding to molecular
weight smaller than 3 kDa (Fig. 2B). Therefore, we will refer to
this fraction as <3 kDa-PLT in the following.

To further enrich the PLT, the ultra-filtrate from 10 kDa mem-
brane (smaller than 10 kDa fraction) was fractionated by size
exclusion chromatography vyielding 42 fractions of 1 mL each
which were tested against promastigotes of L. amazonensis.
After separation using a Sephadex G-25 column, three major pro-
tein peaks were observed. From the 42 fractions, only the 10, 11
and 12 (Fig. 2C) showed potent leishmanicidal activity, causing
80-7, 98-2 and 69-2% of mortality, respectively. In the bioactive
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fractions 10, 11 and 12, the amount of protein recovered was
20, 15 and 20 yg mL™", respectively (55 ug mL™" in total), corre-
sponding to 24-67% of protein recovered.

PLT induces depolarization of the mitochondrial
transmembrane potential of L. amazonensis

The effect of the PLT on the mitochondrial membrane potential
was investigated. The treatment of parasites with <3 kDa-PLT at
3.25 g of protein mL™" led to a significant decrease in the Rh
123 fluorescence after 12h of incubation (Fig. 3A and 3B).
Promastigotes treatment with <3 kDa-PLT induced A¥m
depolarization with IV value of — 0-18. As expected, the incuba-
tion of parasites with H,O, at 2 mm caused potent depolarization
of AWYm (IV = - 043).

Photorhabdus luminescens conditioned medium present low
cytotoxicity on macrophages and erythrocytes

To assess the cytotoxic effect of PLT, we tested its toxicity toward
macrophages and erythrocytes. As depicted in Fig. 4A, PLT
showed low cytotoxicity against macrophages. Only the highest
protein concentrations (85 and 170 ug mL™") caused high levels
of macrophage mortality. The concentration of PLT that causes
50% of macrophages cytotoxicity was determined as 85-48 ug
mL™" (Table 1). Moreover, PLT also showed low cytotoxicity
against human erythrocytes (Fig. 4B).

PLT stimulates the leishmanicidal activity of macrophages by
mechanisms independent of NO and TNF-a production

Since Leishmania parasites survive and proliferate inside infected
cells as amastigotes, we tested the effects of the bacterial culture
fluids on intracellular Leishmania. Based on ICs, value found
for P. luminescens against promastigotes, the biological activity
of PLT on intracellular amastigotes was investigated at concentra-
tions ranging from 0-68 to 34 ug of protein mL™". It was verified
that the PLT stimulated the leishmanicidal activity of macro-
phages reducing the amastigotes survival in an order of 15-
85-5% (Fig. 5A). The ICs value obtained was 8-85 ug of protein
mL7! and the selectivity index calculated as the ratio of CCsg
(macrophages cytotoxicity)/ICs, (anti-amastigote activity) was
close to 10 (SI=9-66), indicating a moderate to high selectivity
to amastigotes (Table 1). Comparatively, the enriched
<3 kDa-PLT at concentration of 1.6 ug of protein mL™" caused
almost 100% of amastigote mortality (Fig. 5A).

Unlike the leishmanicidal effect induced by stimulation with
LPS/IFN-y (85-2% mortality) that was NO-dependent, PLT or
<3kDa-PLT did not stimulate the NO production by
L. amazonensis-infected macrophages (Fig. 5B). Moreover, the
anti-amastigote activity induced by <3 KDa PLT fraction was
not associated with the augment of costimulatory CD80 (control
macrophages: Mean Fluorescence Intensity = 695-66 * 0-57;
L. amazonensis  infected-macrophages: MFI =696-3 £ 7-23;
L. amazonensis-infected and <3 KDa-PLT-treated macrophages:
MFI =691-3+6-02) and CD86 (control macrophages: MFI =
696-1+8-71; L. amazonensis infected-macrophages: MFI=
696-53 + 6-62; L. amazonensis-infected and <3 KDa-PLT-treated
macrophages: MFI = 694-66 + 5-50) molecules. On the other
hand, in contrast to the stimulation of peritoneal macrophages
with LPS (10 ng mL™") plus IFN- y (10 ng mL™"), the incubation
of L. amazonensis-infected macrophages with <3 kDa-PLT at
3.25 ug of protein mL ™" did not increase the TNF- o production
(data not shown).
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Fig. 1. Effect of PLT on L. amazonensis promastigotes. (A) Growth kinetics of promastigotes treated with PLT. Promastigote forms of L. amazonensis (1x 10° mL™) in
M199 medium (control) or M199 plus PLT (at 3-4 and 34 ug of protein mL™) were incubated at 26 °C and the parasite growth determined using a hemocytometer.
(B) Leishmanicidal activity of PLT. Leishmania amazonensis (3 x 10° well™*) were incubated in M199 medium (control) or M199 plus PLT in different concentrations of
protein for 48 h. Leishmania survival was determined using a hemocytometer. Data are reported as means +s.e.m. (n=4) and are representative of three independ-
ent experiments. *P <0-05 compared with control (M199 medium). (C) Effect of PLT on L. amazonensis integrity. Promastigote forms of L. amazonensis were treated
with M199 medium or PLT at concentration of 170 ug of protein mL™ for 48 h. L. amazonensis integrity after exposure to medium or PLT can be visualized in left
and right panels, respectively (eosin-hematoxilin — 1000 x magnification). PLT, Photorhabdus-derived leishmanicidal toxin.

Discussion . . .
metabolites have already been investigated and found to be

Photorhabdus bacteria contain a high number of genes that are  involved in symbiosis with the nematodes, insect pathogenicity
assumed to encode enzymes involved in biosynthesis of novel sec-  or showed antimicrobial activity (Tobias et al. 2016). In the last
ondary metabolites or bioactive compounds. Some of those novel ~ decades, the chemical diversity of Photorhabdus metabolites has
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Table 1. Leishmanicidal activity and macrophages cytotoxicity of Photorhabdus-derived leishmanicidal toxin at 48 h

Promastigote, ICso, g mL™" (95% Cl) Amastigote, ICso, ug mL™* (95% Cl) CCsp, g ML~ (95% Cl) Slp Sla

PLT 21-80 (18-4-25-98) 8-85 (7-84-9-98) 85-48 (78-04-93-61) 392

IC5o and CCso: concentration of bacterial culture fluids that causes 50% of L. amazonensis mortality and 50% of macrophage cytotoxicity, respectively.
95% Cl: 95% confidence interval.

Slp and S, selectivity index for promastigotes and amastigotes respectively, calculated as ratio of CCs, against mammalian cells/ICso against L. amazonensis.
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Fig. 2. Characterization and enrichment of PLT. (A) Effect of proteolysis, heating and pH changing on leishmanicidal activity of PLT. Leishmania amazonensis
(3% 10° promastigotes well™) were incubated for 24 h with M199 (control), untreated PLT (85 ug of protein mL™), PLT treated with proteinase K, submitted to
alkalinization or acidification following to restoring to initial pH =80, or with heated PLT. After 24 h of incubation, Leishmania mortality was determined using
a hemocytometer. Data are reported as means ts.e.m. (n=4) and are representative of three independent experiments. *P<0-05 compared with untreated condi-
tioned medium. (B) Anti-leishmanial activity of ultrafiltered PLT. Cell-free conditioned medium of P. luminescens culture was ultra-filtrated through membranes of
50, 10 and 3 kDa exclusion size (Ultrafree CL, Millipore). After restoring each fraction to its initial volume, promastigote forms of L. amazonensis were incubated with
85 g of protein mL™" of the conditioned medium of each fraction during 24 h. Leishmania survival was determined using a hemocytometer. Data are reported as
means +s.e.m. (n=4) and are representative of three independent experiments. *P <0-05 compared with P. luminescens conditioned medium. #P <0-05 compared
with M199 medium. (C) Protein determination (line) and leishmanicidal activity (bars) of fractions eluted from Sephadex G-25 column. The smaller than 10 kDa
ultra-filtrate fraction (total of 224 pg of protein) was eluted through size exclusion chromatography column and the amount of protein monitored at absorbance
of 280 nm (line) and the leishmanicidal activity (mortality) of each recovered fraction was assessed at 24 h. Data are reported as meansts.e.m. (n=2). PLT,
Photorhabdus-derived leishmanicidal toxin.

been explored resulting in different classes of compounds. It is well known that P. luminescens produces a huge number

Furthermore, these bacteria have many gene clusters that encode
enzymes apparently involved in secondary metabolism (Chaston
et al. 2011). To the best of our knowledge, this is the first study
reporting the leishmanicidal activity for P. luminescens secondary
metabolites on both stages of Leishmania parasites. We demon-
strated that PLT is effective to kill both promastigote and amasti-
gote forms of L. amazonensis, one of the main agent of cutaneous
leishmaniasis (Carvalho et al. 1994; Franca-Costa et al. 2012). Our
data showed that P. luminescens secretes a small protein or a pep-
tide with significant leishmanicidal activity (ICs5, promastigote =
21-87 yg mL™"; ICso amastigote = 8-85 yg mL™"). It is important
to point out that we found an ICs, value for the
anti-Leishmania drug pentamidine of 16-85 ug mL™" (95% CI =
11-95-23-80) for promastigote of L. amazonensis.

of secondary metabolites, including lipases, phospholipases, pro-
teases, which are active against insects, as well as bacteria and
fungi, which makes them a promising source of novel therapeutics
(Herbert and Goodrich-Blair, 2007; Bode, 2009; Waterfield et al.
2009; Kronenwerth et al. 2014; Tobias et al. 2016). Insecticidal
activity of P. Iuminescens has been reported including Aedes
aegypt larvae (LCsq=21-18% v/v) (Nielsen-LeRoux et al. 2012;
da Silva et al. 2013, 2017) and Galleria mellonella larvae (LDs,
of 28 bacteria per larvae) (Wu et al. 2014). Moreover, Orozco
et al. (2016) reported that metabolic crude extracts from P. lumines-
cens sonorensis (Caborca and CH35 strains), at 40 yg mL™", pre-
sented variable antibacterial activity against Bacillus subtilis and
Pseudomonas syringae (radius of inhibition = 4-6-4-5 mm and 2-8-
61, respectively for Caborca and CH35 strains). Additionally, in
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Fig. 3. Effect of <3 kDa PLT on mitochondrial membrane potential measured by flow
cytometry. Histograms (A) and graphic representation of mean fluorescence intensity
(B) in arbitrary units (A.U.) of L. amazonensis promastigotes untreated control (A -
white), treated with 2 mm H,0, (B - grey) or with <3 kDa-PLT (ultra-filtered fraction)
at concentration of 3-25 g of protein mL™ (C - black) for 12 h. Data represent mean
+s.e.m. and are representative of two independent experiments. *P <0-05 compared
with M199 (control); **P<0-001 compared with M199. PLT, Photorhabdus-derived
leishmanicidal toxin.

another study with different bacterial genera (Staphylococcus,
Micrococcus, Paenibacillus, Escherichia, Salmonella, Klebsiella, and
Bacillus), an inhibition zone ranging from 7.7 to 14-3 mm was
found depending on bacterial genus and P. luminescens strain
(El-Sadawy et al. 2016). Moreover, it was reported that P. luminescens
crude extract from strains CH35 and Caborca, at 40 yg mL™",
also presented effect on Fusarium oxysporum with radius of inhib-
ition of 3-6 and 4-0 mm, respectively (Orozco et al. 2016). Shi
et al. (2017) tested 7 compounds extracted from Photorhabdus
temperate SN259 against phytopathogenic fungi, and the compound
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7,2-isopropyl-5-[(E)-2-phenylethenyl Jbenzene-1,3-diol presented the
best activity against mycelial growth (ICso Pythium aphaniderma-
tum =20 ug mL™"; ICsy Rhizoctonia solani Kuhn=63 ug mL™";
ICso Exserohilum turcicum =81 ug mL™"; ICsy E. oxysporum =
5.3 ug mL™"). Although a number of reports on insecticidal and anti-
microbial activities, few studies have investigated the antiparasitic
effects of Photorhabdus species.

Our data indicate that the PLT are heat-labile peptide-based
molecule(s), since heating almost completely abolished the leish-
manicidal activity of PLT against promastigotes. In addition, the
peptide nature was confirmed by the inactivation of its leishmani-
cidal activity by proteinase K treatment. In an attempt to charac-
terize the chemical nature of the molecule(s) responsible for the
leishmanicidal activity, we performed an enrichment of the PLT
from the bacterial culture fluid. Our data suggest that PLT(s)
are small peptide(s) with a molecular weight smaller than
3 kDa. However, the exact chemical nature of the leishmanicidal
compound(s) remains to be elusive. It is known that
Photorhabdus species produce a variety of linear peptide antibio-
tics, as mevalagmapeptides and possibly carbapenem-like antibio-
tics, nonribosomal peptide synthetases (NRPS)-derived, as
GameXPeptides, that showed anti-Plasmodium activity, and also
polyketide synthase (PKS)-derived peptide, as stilbenes or anthra-
quinones (Brachmann and Bode, 2013; Challinor and Bode,
2015). NRPSs are multifunctional enzymes involved in the pro-
duction of drugs as cyclosporine, penicillin and vancomycin for
example. They modify side chains of amino acids into linear or
cyclic amino acid derivatives (Sieber and Marahiel, 2005), due
to these modifications and different amino acids, several different
non-ribosomally derived peptides are known (Cai et al. 2017).
Naturally occurring peptide libraries include the cyanobactins
(Donia et al. 2008), polylysine (Maruyama et al. 2012) and strepto-
thricin (Yamanaka et al. 2008) derivatives from different microor-
ganisms. Cai et al. (2017) also describe rhabdopeptide/xenortide
class of non-ribosomally derived peptides (RXPs) in entomopatho-
genic bacteria as the largest class of peptides derived from NRPSs,
composed of 2-8 amino acids with an overall molecular weight
range between 395 Da and 1054 Da. Bode et al. (2015) described
the bioactivity of mevalagmapeptides (from P. luminescens) and
others RXPs against different protozoa (ICse: Trypanosoma brucei
rhodesiense 129-7 um; Trypanosoma cruzi Tulahuen C4 118-0 pn;
L. donovani 60-7 um; Plasmodium falciparum NF 54 38-4 um) and
mammalian cells (ICso Rat L6 cells >150 um).
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Fig. 4. Cytotoxic effects of P. luminescens conditioned medium on macrophages (A) and erythrocytes (B). (A) Macrophages were treated with RPMI medium (con-
trol) or bacterial conditioned medium (8-5-170 pg of protein mL™) and the cell viability were determined by MTT assay after 48 h of incubation. (B) Hemolytic
activity was performed using human erythrocytes incubated with P. luminescens conditioned medium, PBS (negative control) or SDS 0-01% (positive control)
for 60 min. Hemolysis was determined by measuring the absorbance of the cells supernatants at 540 nm. Data are expressed as means + s.e.m. of four replicates
and are representative of three independent experiments. *P <0-05 compared with RPMI medium (panel A) or PBS (panel B). PBS, phosphate buffered saline; SDS,

sodium dodecyl sulphate.
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Fig. 5. Effects of PLT on the viability of amastigotes of L. amazonensis and nitric oxide production in vitro. Macrophages were infected with L. amazonensis and
incubated in the presence of M199 medium (control), LPS (10 ng mL™?) plus IFN-y (10 ng mL™?), PLT (0-68-34 ug of protein mL™) or <3 kDa PLT (16 and 3-25 yg of
protein mL™?) After 48 h cells were lysed for the parasite viability determination as described in materials and methods (A) and the supernatant was used for NO
measurement using Griess method. Data are expressed as means + s.e.m. of four replicates and are representative of three independent experiments. *P<0-05 com-
pared with control (M199 medium). PLT, Photorhabdus-derived leishmanicidal toxin; IFN-y, interferon y.

Depending on the biological environment, these secreted com-
pounds are thought to have different effects, as isopropylstilbene
that can act as an antibiotic against fungi and bacteria as well as
being cytotoxic to insect cells. Kronenwerth et al. (2014) demon-
strated that stilbene derivatives 13 and 14 were active against
L. donovani with ICs, values of 3-71 and 7-47 um, respectively and
T. cruzi (ICs values of 16-3 and 8-80 um, respectively). However,
in contrast to our data, these compounds presented high cytotox-
icity on L6 cells, a myoblast cell line and they are therefore not suit-
able as a potential drug against leishmaniasis. The authors did not
describe the parasite stage used in the study, but they highlighted
the potential of stilbene compounds on pathogenic protozoa.

To evaluate more precisely the leishmanicidal potential of the
PLT we also investigated the effect on intracellular amastigote
forms. We showed that PLT reduces the intracellular survival of
L. amazonensis in a dose-dependent manner by a mechanism
independent of NO. Some authors, including our group, have
demonstrated that reactive oxygen and nitrogen species plays
important role in the parasite control (Fonseca et al. 2003;
Degrossoli et al. 2011; Novais et al. 2014). Moreover, activated
macrophages produce several proteolytic enzymes in the phagoly-
sosome that destroy microorganisms (Houghton et al. 2009;
Weiss and Schaible, 2015) and also produces peroxynitrite a
highly reactive oxidizing agent that destroy Leishmania (Giorgio
et al. 1996).

Considering that in mammalian host, the promastigotes of
Leishmania inoculated by sandflies during the bite infect immune
cells and differentiate into amastigotes inside the phagolysosomal
vacuoles (Sacks and Kamhawi, 2001; Chappuis et al. 2007), the
cytotoxic effects of PLT on macrophages was evaluated. Our
data showed that the metabolite(s) secreted by P. luminescens pre-
sented a slight toxicity on macrophages (more than 85% of viability
at 34 yg mL™" and IS=9-66) and human erythrocytes (less than
10% of hemolysis at highest concentration tested), indicating a mod-
erate to good safety profile of cytotoxicity (Oh et al. 2014). In this
regard, we found that the SI of PLT for amastigotes was higher
than those calculated for promastigotes, indicating a higher selectiv-
ity of PLT for amastigotes. Moreover, the <3 KDa ultra-filtered PLT
at concentration that inhibited the amastigote survival in almost
100% did not cause any cytotoxicity against macrophages.

The maintenance of mitochondrial membrane potential is vital
for metabolic process as well as for cell survival. Thus, we inves-
tigated the effects of PLT fraction smaller than 3 kDa on mito-
chondrial membrane potential of L. amazonensis using
rhodamine 123, which accumulates in energized mitochondria.
In our study, the treatment of promastigotes of L. amazonensis

for 12 h with <3 kDa PLT caused significant mitochondrial trans-
membrane depolarization. The decrease in Rh 123 fluorescence
suggests an increase in proton permeability across the inner mito-
chondrial membrane, which can lead to parasite death due to
decreased ATP synthesis (Rodrigues et al. 2014; Garcia et al.
2017). Indeed, Leishmania mitochondria is a target extensively
explored, being essential to its survival (Sen et al 2007; de
Souza and Rodrigues, 2009). Thereby, experimental evidences
showed that antileishmanial drugs such as amphotericin B and
pentamidine causes A¥Ym decrease and collapses respectively
(Lee et al. 2002).

In summary, here we demonstrated that P. luminescens metab-
olite(s) inhibited the parasite growth, presented potent leishmani-
cidal activity against promastigote and amastigote forms of
L. amazonensis and low cytotoxicity to the host cells. The enrich-
ment and first characterization of the chemical nature of PLT sug-
gest that it seems to be related to a peptide molecule, which can
induce macrophages control of intracellular parasites by a mech-
anism independent of NO, as well as acts on parasite causing
mitochondrial dysfunction. In summary, our results further indi-
cate that these PLT are promising candidates for chemotherapeu-
tics against leishmaniasis.
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ABSTRACT

Only two drugs are currently available for treatment of Chagas disease and their
effectiveness are unsatisfactory. In the effort to find new sources to control the disease,
there are Photorhabdus luminescens and Xenorhabdus nematophila, two entomobacteria
highly pathogenic to a broad range of insects by producing huge numbers of secondary
metabolites with toxic effects on eukaryotic cells. Therefore, we tested the activity of
secreted metabolites against Trypanosoma cruzi and in vitro. The conditioned medium of
these bacteria showed significant parasiticidal activity in a concentration-dependent
manner (ICso XN =0.34 mg/mL, ICso PL = 1.0 mg/mL). The parasiticidal coumpound is a
small molecule stable to heating and pH changes ranging from 2 to 12. Moreover, anti-
Trypanosoma molecules secreted by both bacteria stimulate the parasiticidal activity of
macrophages by a mechanism independent of nitric oxide. Summarizing, our studies
reveal that P. luminescens and X. nematophila are potential sources of putative novel

drugs against Chagas disease.
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INTRODUCTION

There is almost a century of Chagas disease discover and it still is a serious health and
economic problem in Latin America. The World Health Organization’s (WHO, 2017)
reported that about 6 to 7 million people worldwide, especially in Latin America, are
infected with Trypansosoma cruzi, the protozoa that causes Chagas disease.

Chagas disease is considered a zoonotic disease.Some studies have shown this
prevalence and incidence is associated with the presence of infected dogs or cats in the
household. (GURtler et al., 2007). In endemic areas, the transmission occurs through
infected bloodsucking insects. Thought the most common transmission is through the
feces of insect vectors lead to a chronic disease, the oral infection has become the most
frequent cause of acute cases of Chagas disease (Alarcon de Noya et al., 2016) usually
coming up as outbreaks with difficult diagnose and high mortality.

Trypanosoma cruzi infect their hosts as trypomastigote forms and, once in the in
the cytoplasm of host cells replicates as amastigotes and establishes a chronic, low-grade,
lifelong infection, which can undergo to cardiomyopathy and lead to a fatal
course. Among chronicle infected people, until 30% can develop cardiac problems (Viotti
et al., 2009; WHO, 2017). Up to now there is no effective vaccine against the pathogen
and the chemotherapy, based on the two only available drugs, benzimidazole or
nifurtimox (Viotti et al.,, 2014; WHO, 2017) is unadequed and patients usually
discontinue the treatment because of adverse events (Maya et al., 2007; Morillo et al.,
2015), highlighting the need to find or develop a drug with higher trypanocidal activity
and less toxic to the host.

There has been a renewed interest in natural compounds derived from plants and
microorganisms as source of new drugs for Chagas disease (Cragg & Newman, 2013;

Dagnino et al., 2015; Kondo et al., 2002; Xu et al., 2004; Zhou et al., 2013). In this
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context, entomopathogenic bacteria such as Photorhabdus luminescens and Xenorhabdus
nematophila have been considered as a promising source for novel natural compounds
(Bode, 2009). These bacteria carry numerous gene clusters in their DNA encoding
putative biosynthetic enzyme pathways that can produce several compounds with
biological activities. Exploring these molecules lead to different classes of compounds
(Chaston et al., 2011) with activity against microorganisms of medical and agricultural
interest (Challinor & Bode, 2015). For example, there are xenoamicins class from
Xenorhabdus mauleonii, active against Plasmodium falciparum and Trypanosoma brucei
rhodesiense (Zhou et al., 2013), chaiyaphumines from Xenorhabdus sp. against P.
falciparum (Grundmann et al., 2014), szentiamide (1) a from Xenorhabdus szentirmaii
against P. falciparum, T. b. rhodesiense and Leishmania (Leishmania) donovani
(Nollmann et al.,, 2012), against Leishmania donovani and Trypanosoma cruzi
(Kronenwerth et al., 2014) or with anti-Plasmodium activity (so called GameXPeptides)
(Challinor & Bode, 2015). Peptide of P. luminescens inhibited the parasite growth and
showed significant leishmanicidal activity against promastigote and amastigotes of L.
amazonensis (Antonello et al., 2017).

Although these studies are showing the biological activity of P. luminescens
and/or X. nematophila secreted compounds against L. donovani, L. amazonensis and T.
cruzi and P. falciparum activity, the anti-parasitic effect of most metabolites produced by
these bacteria are under-explored. Considering the current problems related to anti-
Trypanosoma drugs and the increasing needing for alternatives control, here we
investigated the bioactivity of cell-free conditioned medium from P. luminescens and X.

nematophila against both trypomastigote and amastigote forms of T. cruzi.
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MATERIAL AND METHODS
Bacteria cultures and conditioned media

Photorhabdus luminescens subsp. laumondii TT01 DSM15139 (Fischer-Le Saux et al.,
1999) and Xenorhabdus nematophila ATCC 19061 (Thomas & Poinar, 1979) were used
for the conditioned media preparation to perform the trypanicidal bioassays as Antonello
et al. (2017). Briefly, each bacteria were inoculated on NBTA medium [nutrient agar
supplemented with 0.025% (w/v) bromothymol blue and 0.004% (w/v)
triphenyltetrazolium chloride] in order to differentiate phenotypic phase variants 1 and 2.
A single colony in primary phase was grown in 5YS medium broth as a start-culture as
described before (Shrestha & Lee, 2012) [5% (w/v) yeast extract, 0.5% (w/v) NaCl,
0.05% (w/v) KoHPO4, 0.05% (w/v) NH4H2PO4, 0.02 % (w/v) MgSO4 7H20] on a shaker
(180 rpm) at 28°C. An overnight incubation followed and the bacterial density was
determined by absorbance at 600 nm. The main culture was started at ODgoo = 0.1. It was
incubated for 48 hours until the stationary phase. Bacterial cells were removed by
centrifugation and 0.22 um filter-sterilizing membrane and kept at -20°C until use. The
concentration of each conditioned medium was determined by weighing conditioned

medium after lyophilization.

Trypanosoma cruzi culture

Trypanosoma cruzi Y strain ceded by Dr. Phileno Pinge-Filho (Universidade Estadual de
Londrina) were cultured in LLCMK2 cells (dos Santos et al., 2012; Hull et al., 1962) in

RPMI medium enriched with bovine fetal serum and maintained in 0.5% CO2 at 37°C.
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Anti-trypomastigote activity of conditioned media

To assess the effect of each conditioned media directly on trypomastigote forms, we
inoculate the parasites in 96 well plates with conditioned media of each bacterium (0.15
to 7.25 mg/mL - P. luminescens; 0.24 to 2.4 mg/mL - X. nematophila) or only culture

medium as control. Parasite mortality was accessed up to 24 hours.

To carry it on, tripomastigotes were harvested by centrigutaion of supenantant culture
at 900 rpm for 10 minutes. After discard the pellet, with cells debris and amastigote forms,
it undergone to a second centrifugation at 4000 rpm for 30 minutes. Then the supernatant
was discarded and the remaining pellet ressuspended and 1 x 10° trypomastigotes/well
were distributed in 96-well microplate with conditioned media in the tested
concentrations and only RPMI medium for control. The microplate was maintained in 5%

CO2 atmosphere at 37°C until time points of 3, 6, 12, 24 and 48 hours.

Cytotoxic effect - conditioned media toxicity toward macrophages and hemolytic

effect

The cytotoxic effect of bacterial metabolites was performed as described before by
Antonello et al. (2017). Macrophages cell line RAW 264.7 were maintained in RPMI
1640 plus 10% FBS, 100 U/mL penicillin and streptomycin (100 pg/mL). The bioassays
were performed as follow: 1 x 10° cells/well were distributed in 96-well microplates and
incubated overnight at 37°C in 5% CO. atmosphere. Plates were washed with PBS and
cultured for 48 h in RPMI or different concentrations of bacterial conditioned media (1.45
to 14.5 mg/mL- P. luminescens; 1.2 to 12 mg/mL — X. nematophila). After that,

macrophages viability was measured by a colorimetric assay using 3-[4,5-
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dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) at final concentration of
1 mg/mL. The purple formazan product formed by the action of mitochondrial enzymes
in living cells was solubilized by the addition of acidic isopropanol (HCI 0.04 N), and the
absorbance was measured using a Spectramax M2 at 570 nm (Romao et al., 1999).
Conditioned media concentration causing 50% of macrophage cytotoxicity (CCso) and
50% of parasite mortality (ICso) was determined by non-linear regression analysis using
GraphPad Prisma® version 5.0. The selectivity index (SI) of bacterial supernatants was

determined considering the following equation: SI=CCso macrophage/ICsg parasite.

The hemolysis assay was performed according to Gauthier et al. (2009) with some
modifications. Briefly, human type O+ blood within EDTA was centrifuged at 2000 rpm
for 5 min and resuspended in PBS to obtain a 1% (v/v) erythrocytes solution. This solution
was plated in a 96-well microplate and different concentrations of conditioned media
(1.45 to 14.5 mg/mL- P. luminescens; 1.2 to 12 mg/mL — X. nematophila) or PBS (as
negative) and SDS 0.01% solution (as positive control) was added to obtain a final
erythrocyte concentration of 0.8% (v/v). Microplates were incubated at 37 °C on an
orbital shaker for 60 min. Afterward, it was centrifuged at 3000 rpm for 5 min and the
supernatant of each well was transferred to a new microplate. Absorbance of the
supernatant was measured at 540 nm with a (Spectramax® M2). Each experiment was

carried out twice in triplicate.

Trypanocidal activity of macrophages stimulated with bacterial conditioned

media

To access the bacterial metabolites against T. cruzi amastigote forms, RAW macrophages

were incubated in 12-wells plate containing a cover lip in the bottom of each well. In each
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well, 2x10° macrophages were incubed overnight and trypomastigte forms were added in
arate 5 parasites: 1 macrophage. Following a second overnight incubation each well was
washed with PBS, in order to remove trypomastigote forms and the conditioned media
was added in different concentrations (0.72 to 3 mg/mL- P. luminescens; 1.2 to 4.8
mg/mL — X. nematophila). For macrophage activating control, only RPMI was used as
negative control or IFN-y (10 ng/mL) plus TNF-a (10 ng/mL) as positive control. After
48 hour of incubation, the supernatant of each well was harvested to measure the nitric
oxide (NO) concentration by Griess reaction Romao et al. (1999). The cover lips were
withdrawn and stained with haematoxylin-eosin stain. One hundred macrophages were
counted by haemocytometer. The percentage of infected cell (MOinfected/MOtotal) and the
number of amastigote per macrophage (amastigotes/MOinfected) Were determined to
calculate the infection index which was the product of infected macrophages by the

number of amastigotes per macrophage [MOinfected X (Amastigote/MOinfec)].

Effect of temperature, pH changing and proteolytic enzyme on anti-

trypomastigote compounds

To assess the effect of different conditions on bacterial metabolites the assays were
performed as described before by Antonello et al. (2017). The stability of anti- T. cruzi
metabolites in high temperature was evaluated by heating each conditioned media at
100°C for 10 minutes. The effect of pH was assessd by acidification of the conditioned
medium pH 2 (5 M HCI) and alkalinization to pH 12 (5 M NaOH). The solutions were
incubated for 40 minutes and the pH was adjusted to its initial value (pH 8). Conditioned
media were also treated with proteinase K at 2 mg/mL final concentration for 40 min
(Bizani & Brandelli, 2002). All bioassays were performed with P. luminescens

conditioned medium at concentration of 3 mg/mL or X. nematophila conditioned medium

7
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at 5 mg/mL.

RESULTS

Trypanocidal activity of the conditioned media

Both bacterial conditioned media, P. luminescens and X. nematophila, effectively killed
the trypomastigote forms in a concentration-dependent (Fig. 1). Trypomastigote mortality
was detected in after 3 hours of incubation. After 24 hours, even the lowest concentration
lead to a significant mortality in both conditioned media (Fig. 1). The ICs in
trypomastigotes was 1.0 mg/ mL for P. luminescens and 0,34 mg / mL for X. nematophila

conditioned medium (Tabel 1).

Conditioned media present low cytotoxicity on macrophages and erythrocytes

The cytotoxic effect of each conditioned media in macrophages RAW and human
erythrocytes was also verified. As it is showed in Fig. 2A, both conditioned media
showed low cytotoxicity against macrophages. Only the highest concentrations (P.
luminescens = 7.5 and 14.5 mg/mL and X. nematophila = 4.8 and 12 mg/mL) lead to
considerable mortality. The concentration leading to 50% of macrophages cytotoxicity
was determined as 7.23 mg/mL for P. luminescens and 4.82 mg/mL for X. nematophila
conditioned medium (Table 1). Moreover, both conditioned media also showed low
cytotoxicity against human erythrocytes (Fig. B), showing significant hemolysis only at

highest concentrations used.
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The selective index values (macrophages CCso/amastigotes 1Cso) for P. luminescens
and X. nematophila were determined as 7.23 and 14.17, respectively, indicating that both

bacteria displayed marked parasite selectivity.

Bacterial conditioned medium stimulate trypanocidal activity of macrophages

by mechanisms independent of nitric oxide

Whereas Tripanosomatidae parasites survive and multiply in mammals hosts inside
infected cells as amastigotes, we assessed the toxicity of the bacterial culture fluids
against the intracellular amastigote forms of T. cruzi based on low ICso values found
(Table 1). It was verified that in all tested concentrations, the bacterial conditioned media
stimulated the trypanocidal activity of macrophages. The infection index of amastigotes
was reduced (Fig. 3) by reducing the number of infected macrophages and the number of
amastigote per macrophages after 48 hours (data not shown). Moreover, conditioned

media did not stimulate the NO production in any of stimulated macrophages (Fig. 3).

Effect of temperature, pH and enzymatic reaction on trypanocidal compounds

from bacterial conditioned media

To verify some chemical features of secreted trypanocidal compounds, P. luminescens
and X. nematophila conditioned media were heated, submitted to acid or alkaline pH or
incubated with proteinase K. The activity of heated metabolites was not affected by
heating (Fig 4). Regarding the effect of pH variation on trypanocidal activity, it was
verified that the acidification or alkalization had no significant effect on trypanocidal
activity (Fig. 4). Moreover, the incubation of conditioned media with proteinase K did

not affected the trypanocidal activity (Fig4).
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DISCUSSION

Photorhabdus and Xenorhabdus bacteria contain a high number of genes assumed to
encode enzymes involved in biosynthesis of secondary metabolites. Some of them are
involved in symbiosis with the nematodes, insect pathogenicity or showed antimicrobial
activity (Tobias et al., 2016). In the last decades, the chemical diversity of Photorhabdus
and Xenorhabdus metabolites have been explored resulting in different classes of
compounds (Chaston et al., 2011) including lipases, phospholipases, proteases, which are
active against insects, as well as bacteria and fungi, which makes them a promising source
of novel therapeutics (Bode, 2009; Herbert & Goodrich-Blair, 2007; Inman & Holmes,

2012; Kronenwerth et al., 2014; Tobias et al., 2016; Waterfield et al., 2009).

Biological activity of Photorhabdus and Xenorhabdus have already been
reported against insects, bacteria and fungi. For instance, Aedes aegypt larvae (da Silva
et al., 2017; Nielsen-LeRoux et al., 2012) and Galleria mellonella larvae (Wu et al.,
2014) are susceptible to metabolits from Photorhabdus and Xenorhabdus species.
Metabolic extracts from Photorhabdus presented antibacterial activity against different
bacterial genera, including Staphylococcus, Micrococcus, Paenibacillus, Escherichia,
Salmonella, Klebsiella, and Bacillusand Pseudomonas syringae (El-Sadawy et al., 2016;
Orozco et al., 2016). Additionally, the anti-fungal activity of Photorhabdus metabolites
was also shown. Metabolic extracts from Photorhabdus was active also against Fusarium
oxysporum (Orozco et al., 2016), Pythium aphanidermatum, Rhizoctonia solani,
Exserohilum turcicum and Fusarium oxysporum (Shi et al., 2017). Kronenwerth et al.
(2014) demonstrated that stilbene derivatives against protozoans L. donovani and T. cruzi,

however, these compounds presented high cytotoxicity on L6 cells, a myoblast cell line,
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and they are therefore not suitable as a potential drug against Chagas disease.

In addition, some reports have demonstrated that Xenorhabdus spp. produce bioactive
compounds such as xenocoumacins, indoles and dithiolopyrrolones (Herbert & Goodrich-
Blair, 2007; Zhou et al., 2013). Szentiamide and chaiyaphumine 1a, from Xenorhabdus
sp., showed activity against a broad parasites like P. falciparum, T. b. rhodesiense and L.
donovani (Nollmann et al., 2012). The compound Xenoamicin A, showed activity against
P. falciparum and Trypanosoma brucei rhodesiense, T. cruzi and L. donovani

(Grundmann et al., 2014; Zhou et al., 2013).

Despite the entomopathogenic (Nielsen-LeRoux et al., 2012; da Silva et al., 2013;
2017), and antibiotic activity of these bacteria be already well known, their anti-parasitic
activity is still neglected (ffrench-Constant et al., 2007; Grundmann et al., 2014;
Heermann & Fuchs, 2008; Munch et al., 2008; Silva et al., 2013). Here, we demonstrated
that P. luminescens and X. nematophila secreted metabolites that are effective to kill both
promastigote and amastigote forms of T. cruzi, in a concentration and time-dependent
manner and have low cytotoxicity against macrophages and erythrocytes indicating a high

selectivity to the parasite.

Considering that the trypoamstigote of T. cruzi differentiate into amastigotes
inside the phagolysosomal vacuoles in mammalian host (Sacks & Kamhawi, 2001,
Chappuis et al., 2007), the cytotoxic effects of conditioned media on macrophages was
evaluated. Our data showed that the metabolite(s) secreted by P. luminescens and X.
nematophila presented a slight toxicity on macrophages (more than 85% of viability at
3.0mg/mL, IS=7.23 and 1.2 mg/mL, IS = 14.17, respectively) and human erythrocytes
(less than 10% of hemolysis at highest concentration tested), indicating a moderate to

good safety profile of cytotoxicity (Oh et al., 2014).
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Reactive oxygen and nitrogen species plays important role in the parasite control
(Gutierrez et al., 2009; Vespa et al., 1994). The effect of the metabolites on intracellular
amastigote forms was also evaluated. However, our results show that both conditioned
media reduce the intracellular survival of T. cruzi in a dose-dependent manner by a
mechanism independent of nitric oxide. Moreover, activated macrophages produce
several proteolytic enzymes in the phagolysosome that destroy microorganisms
(Houghton et al., 2009; Weiss & Schaible, 2015) and also produces peroxynitrite a highly

reactive oxidizing agent that destroy Trypanosoma (Alvarez et al., 2011).

The hallmark of the pro-inflammatory macrophages is the production of high
levels of NO and tumor necrosis alpha (TNF-a), yet this pro-inflammatory profile is also
related to tissue lesion and cardiomyopathy (Ferreira et al., 2014; Gomes et al., 2003;
Medinaet al., 2017). We have shown, however, that both conditioned media were capable
to stimulate the trypanocidal activity of infected macrophages despite no detectable NO
production. Once the balance in the immunologic response to T. cruzi infection dictates
the disease outcome, these findings suggest secreted anti-trypanosoma compounds are
capable to reduce the amastigote infection in a non-inflamatory manner, reducing the risk
of tissue damage. In a review by Zanluqui et al. (2015), the infection by T. cruzi lead to
a M1 (classic) and M2 (alternative) macrophages activation. Although the pro-
inflammatory M1 are largely associated to parasite control in early phases, M2
polarization (anti-inflammatory) is also associated with the control of acute infection and
could be effective in preventing the progression of oxidative and inflammatory pathology

in Chagas disease.

Anti-Trypanosoma metabolites secreted by P. luminescens and X. nematophila
are heat-stable, once heating the conditioned medium did not completely inativate its anti-
parasite activity. Indeed, X. nematophila synthesizes both thermo-labile and thermo-
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stable compounds that are effective against different species of bacteria (Inman &
Holmes, 2012). These antimicrobials can be secreted in the culture medium as soluble
proteins or large complexes associated with the membrane (Khandelwal & Banerjee-
Bhatnagar, 2003). These proteins had their insecticide activity completely inactivated
when heated to 80 ° C for 15 minutes. Whereas many protein toxins produced by bacteria
can be completely inactivated by heating, it may be assumed that such metabolites anti-

Trypanosoma secreted by X. nematophila are non-proteic small molecules.

CONCLUSION

The metabolites secreted by P. luminescens and X. nematophila present strong
trypanocidal activity against flagellate and amastigote forms of T. cruzi. The mechanism
whereby the secreted metabolites induce anti-amastigota activity in the infected
macrophage was independent of the production of nitric oxide. The selectiveness for the
parasite allied to low cytotoxicity make these bacteria promising compounds with

therapeutic potential that can be applied in Chagas disease control.
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523  Tables and figures

524
525 Tabela 1 — Conditioned media toxicity values in 24 hours.
ICso mg/mL CCsomg/mL S
(95% CI) (95% CI) (CCso /ICs0)
(Tripomastigote) (Macrophage)
1.0 7.23
Photorhabdus (0.94 - 1.16) (5.38-9.71) 7.23
Xenorhabdus 0.34 4.82 14.17
(0.30 —0.40) (3.89 - 5.96)

526  1Cso and CCsp: concentration of bacterial culture fluids that causes 50% of T. cruzi mortality
527  and 50% of macrophage cytotoxicity. respectively.

528  95% CI: 95% confidence interval.

529 Sl selectivity index for tripomastigotes calculated as ratio of CCso against mammalian
530  cells/ICso against T. cruzi.
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Figure 1 — Trypanocidal activity of the conditioned medium from P. luminescens

and X. nematophila

T. cruzi trypomastigotes (1 x 10° / well) were incubated with DMEM (control) or P.
luminescens (A) ou X. nematophila (B) conditioned medium for 24 hours. The
trypomastigote survival was determined by hemocytometer. Data are reported as mean
+ SEM (n = 4) and are representative of three independente experiments. * P < 0.05

comparing to control.

20



>

P.luminescens X.nematophila
g 100j — . g 100+
£ 80 N 1 2 g- .
e} 4 e}
© * ©
> 601 > 604
RN R SR Fe 2
_g 40+ * g_ 40 *
o ] <]
2 204 2 204
= * =
O T l:l T T T T O'
\§
< & e £
O &
< <
Conditioned medium (pg/mL) Conditioned medium (mg/mL)
B .
P.luminescens X.nematophila
1004 —F 100-
$ 804 g 80
604 % 604
> >
g 40 g 40
i 2
204 * 204
0 T T T T T 0_
) S Q ) ) ) o ™ >
& PN AR BV Y. e Ng
Conditioned medium (pg/mL) Conditioned medium (mg/mL)
541
542
543 Figure 2 - Cytotoxic effects of conditioned media on macrophages and erythrocytes.

544 A) Macrophages were treated with RPMI medium (control) or conditioned media. Cell
545  viability were determined by MTT assay after 48 h of incubation. B) Hemolytic activity
546  was performed using human erythrocytes incubated with conditioned media. PBS
547  (negative control) or SDS 0.01% (positive control) for 60 min. Hemolysis was determined
548 by measuring the absorbance of the cells supernatants at 540 nm. Data are expressed as
549  means £ SEM of three replicates and are representative of three independent experiments.

550  *p<0.05 compared with RPMI medium (panel A) or PBS (panel B).
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Figura 3 - Effects of conditioned media on the viability of T. cruzi amastigotes and

nitric oxide production in vitro.

Macrophages were infected with T. cruzi and incubated with RPMI medium (control),
LPS (10 ng/mL) plus IFN-y (10 ng/mL) or P. luminescens (A) or X. nematophila (B)
conditioned medium in a 12-well plate containing a cover lip in the bottom of each well.
After 48 h slides were withdrawn, stained with hematoxilin-eosin stain to infection index
determination (MOinfectado X Amastigotamointec), as described in materials and methods,
and the supernatant was used for NO measurement using Griess method. Data are

expressed as means £ SEM of three replicates and are representative of three independent

22
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565 Figure 4 - Effect of heating, pH changing and proteolysis, on trypanocidal activity of
566 conditioned media.

567 T.cruzi (1 x 10° trypomastigotes/well) were incubated for 24 h with DMEM (control),
568 untreated conditioned media. Each conditioned medium was submitted to alkalinization
569 or acidification following to restoring to initial pH = 8.0, heated for 10 min or treated
570 with proteinase K as described in material and methods. After 24 h of incubation. T.
571 cruzi mortality was determined using a hemocytometer. Data are reported as means +
572 SEM (n=3) and are representative of three independent experiments. *p<0.05 compared

573 with respective untreated conditioned media.

574
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5.3. Resultados nao apresentados na forma de artigo.

5.3.1. Efeito leishmanicida do meio condicionado P. luminescens

Apés a verificagdo da natureza proteica do composto leishmanicida de P.
luminescens, seguiu-se a purificacdo do meio condicionado. Primeiramente foi
realizada a precipitacéo proteica em diferentes faixas de concentracdo de sulfato de
amonio. Como néo foi obtida diferenca significativa entre as diferentes faixas (Figura
9A), optou-se pela ultrafiltracdo a fim de separar as proteinas presentes pelo
tamanho molecular. A concentracdo proteica, determinada pelo método de
BRADFORD (1976) est& exposta na Figura 9B.
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Figura 9 — Viabilidade de promastigotas em diferentes faixas precipitacdo proteica do meio
condicionado em [(NH2)4aSO4] (A) e concentragdo proteica no ultrafiltrado do meio condicionado de P.
luminescens (B).

A) O sobrenadante das solucdes [sulfato de amobnio + meio condicionado] foi testado em
promastigotas. Nao foi observado diferenca significativa entre as concentragfes testadas *p<0,05. B)
quantificacao proteica do ultrafiltrado de P. luminescens pelo método de Bradford apds passar pelas
membranas de 50, 10 e 3 kDa..
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5.3.2. Efeito leishmanicida do meio condicionado de X. nematophila

5.3.2.1. O meio condicionado de X. nematophila inibe o crescimento e mata

formas promastigota de L. amazonensis

O meio condicionado de X. nematophila, produzido conforme descrito
anteriormente (4.1.1), foi liofilizado e pesado a fim de determinar a massa do
conteudo, que rendeu 48 mg/mL. Metabolitos secretados por X. nematophila no meio
de cultura levaram a uma inibigao significativa do crescimento de promastigotas em
ambas as concentracdes testadas (Figura 10A). A adicdo do meio condicionado de X.
nematophila diretamente sobre formas promastigotas de Leishmania efetivamente
matou os parasitos de forma tempo e concentragao-dependente (Figura 1B). Em 48
horas de incubacdo, X. nematophila, mesmo em baixa concentracdo, apresentou
significativa atividade leishmanicida (0,1 mg / mL = 35% de mortalidade) (Figura 10B).
O valor de ICs0 para promastigotas foi calculado em 0,33 mg/mL (Tabela 2). Como
ilustrado na figura 10C, o meio condicionado de X. nematophila de 24 mg / mL levou
a total lise dos parasitos. Estes resultados indicaram que X. nematophila secreta

compostos téxicos a Leishmania.

Tabela 2 - Atividade anti-parasitaria e citotoxicidade em macrofagos do meio
condicionado de X. nematophila em 48 horas.

Promastigota/ Amastigote ICso Macréfagos
Meio condicionado ICso mg/mL mg/mL CCso mg/mL . ..
9 )
(CI de 95%) (Cl de 95%) (Cl de 95%)
0,33 6,55
L i (De 0,28 0.63 (5.50
. amazonensis e028a 50 bara
(0,54-0.74) P 19,85 10,39
0,39) 7.79)

ICso € CCso: cOncentracao de fluidos de cultura bacteriana que causa 50% de mortalidade de L. amazonensis
e 50% de citotoxicidade do macréfago, respectivamente.

Cl de 95%: 95% de intervalo de confianca.

Slp e Sla indice de seletividade para promastigotas e amastigotas, respectivamente, calculado como a

proporcao de CCso contra células de mamiferos/ICso contra L. amazonensis.
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Figura 10 - Efeito téxico do meio condicionado de X. nematophila em promastigotas de L.
amazonensis.

A) Cinética de crescimento de promastigotas tratados com meio condicionado. Promastigotas de L.
amazonensis (1 x 105/mL) foram incubadas em meio M199 (controle) ou meio condicionado de X.
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nematophila a 0,48 e 4,8 mg/mL a 26°C e o crescimento foi determinado diariamente usando um
hemocitdmetro. B) Atividade leishmanicida do meio condicionado. Promastigotas de L. amazonensis
(3 x 10%/pocgo) foram incubados em meio M199 (controle) ou meio condicionado de X. nematophila por
até 48 h. Sobrevivéncia de Leishmania foi determinada utilizando um hemocitdmetro. Os dados séo
apresentados como médias + SEM (n=4) e sdo representativos de trés experimentos independentes.
*p<0,05 comparado com o controle (M199 médio). C) Efeito do meio condicionado de X. nematophila
na integridade de promastigotas de L. amazonensis. Promastigotas de L. amazonensis foram tratadas
com meio M199 ou meio condicionado de X. nematophila (2,4 mg/mL) por 48 h. A integridade dos
promastigotas mantidos em M199 (controle) e com meio condicionado pode ser visualizada nos
painéis da esquerda e direita, respectivamente (hematoxilina-eosina — ampliacdo de 1000 X).

5.3.2.2. A purificacdo parcial de composto (s) anti-parasitario (s) X. nematophila

A purificacdo parcial dos compostos leishmanicidas secretados por X.
nematophila no meio de cultura comecou a ser realizada na Alemanha, LMU-
Minchen, durante o doutorado sanduiche sob a orientacdo do PD Dr. Ralf Heermann.
Os bioensaios eram realizados com promastigotas de Leishmania tarantolae (espécie
nao patogénica a humanos), gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Michael Boshart. Os
extratos obtidos foram trazidos para o Brasil e os ensaios realizados com L. tarantolae
foram repetidos no Laboratério de Imunologia Celular e Molecular da UFCSPA, com
L. amazonensis (cepa MHOM/BR/73/M2269), mostrando resultados semelhantes aos
obtidos com L. tarantolae (Figura 11).

Antes de iniciar o processo de purificacéo, o efeito de diferentes condi¢cdes
sobre a estabilidade da molécula bioativa secretada por X. nematophila foi avaliado.
O efeito da temperatura e a variacdo de pH na atividade do meio condicionado estéo
apresentados da figura 11.

A incubacgéo de X. nematophila com Amberlite XAD, levou a obtencéo
de duas fragOes que foram testadas em promastigotas de Leishmania sp. Na figura
11Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. se observa que a fracdo extraida com
metanol foi a que permaneceu com atividade leishmanicida. Esta fracdo (aqui
referenciada como MeOH) foi processada por Stas-Otto e apdés as 4 etapas

consecutivas, a fracéo ativa foi a aquosa.
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Figura 11 - Efeito de diferentes tratamentos na atividade leishmanicida do meio condicionado de
Xenorhabdus nematophila e viabilidade de promastigotas em cada etapa do método de Stas-Otto.

Leishmania tarantolae (A) ou Leishmania amazonensis (B) (3 x 10° promastigotas/poco) foram
incubados por 24 h com M199/BH]I (controle), meio condicionado de X. nematophila néo tratado, meio
condicionado aquecido, submetidos a alcalinizagéo ou acidificacdo ou incubadas com resina Amberlit
XAD 16 (10 % (v/v), equivalente a 4,8 mg/mL do meio condicionado original). O extrato metandlico
manteve-se ativo contra Leishmania e foi submetido a purificacdo do Stas-Otto. Apds 24h de incubacgéo,
a mortalidade de promastigotas foi determinada utilizando um hemocitémetro. Os dados séo
apresentados como médias + SEM (n=4) e sdo representativos de trés experimentos independentes.
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*p<0,05 em comparacéo com o meio condicionado néo tratado (MC); #p<0,05 em comparacéo com as
respectivas fracfes aquosas.

5.3.2.3. X. nematophila induz a despolarizacdo do potencial transmembrana

mitocondrial de Leishmania

O potencial de membrana mitocondrial foi quantificado de acordo com
FERLINI e SCAMBIA (2007) usando o corante fluorescente rodaminal23 (Rh 123,
R8004, Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA), que, passivamente, se difunde através
da membrana plasmatica e se acumula em mitocdndrias metabolicamente ativas. O
meio condicionado parcialmente purificado foi incubado com promastigotas de L.
amazonensis por 6 e 12 horas, como brevemente descrito anteriormente (ver
Materiais e Métodos no artigo 1)

O tratamento das promastigotas com o meio condicionado de X.
nematophila levou a uma diminui¢éo significativa na fluorescéncia Rh123 ap6s 12 h
de incubacao (figura 12A e B) devido a despolarizagao do AWYm (IV = - de 0,18).
Como esperado, a incubacao dos parasitos com H202 a 2mm causou despolarizacao
potente do AWm (IV = - 0,43).
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Figura 12 - Potencial de membrana mitocondrial (AWm) de promastigotas.

Promastigotas de Leishmania amazonensis (1x106) foram tratados com 2 uM de H202, 3,35 mg/mL de
Xenorhabdus nematophila por 6h e 12h a 26°C. AWm foi determinada por citometria de fluxo, utilizando-
se o reagente Rhodamin 123. A) Histograma do controle néo tratado (a — branco) e de promastigotas
tratados com de H202 (b - cinza) e X. nematophila 3.35 mg/ml (c - preto). B) Representacao grafica da
intensidade média de fluorescéncia em unidades arbitrarias (R. U.) dos diferentes grupos de tratamento.
Dados representam a média + SEM. * p<0,05 vs M199; ** p<0,001 vs M199.
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5.3.2.4. Metabdlitos de X. nematophila causam elevagao dos niveis intracelulares

de espécies reativas de oxigénio em Leishmania amazonensis.

A geracdo de ROS foi quantificada utilizando o corante permanente
diacetato 2',7' diclorofluoresceina (DCF-DA; D6883, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA), que se torna fluorescente apds a oxidacdo a dichlorofluorescein (DCF). O
meio condicionado parcialmente purificado foi incubado com promastigotas de L.
amazonensis por 1, 6 e 12 horas, como brevemente descrito anteriormente (ver
materiais e métodos no artigo 1).

A medicdo dos niveis intracelulares de ROS por citometria de fluxo
mostrou que os niveis de ROS foram significativamente aumentados pelo tratamento
de L. amazonensis com H202 e X. nematophila de uma a 12 horas de incubacéo
(Figura 13).

< M199
1500~
® H,0, KKk
- ¥ X.nematophila 3,35 mg/ml
<
9 1000-
c
(¢}
(&)
(%))
Q
S
T 5001
L
O
&
O T T T
1 6 12
Tempo (h)

Figura 13 - Niveis intracelulares de ROS de promastigotas de Leishmania amazonensis.

Promastigotas de L. amazonensis foram tratados com 2 pM de H202 ou 3,35 mg/mL de X. nematophila
para 1, 6 e 12 horas a 26°C. Os niveis de ROS foram determinados por citometria de fluxo utilizando
diclorofluoresceina (DCF) e os dados estdo representados como média da intensidade de fluorescéncia
em unidades arbitrarias (U.A.). * p < 0,05 vs M199; * * p < 0,001.
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5.3.2.5. Baixa citotoxicidade do meio condicionado de Xenorhabdus nematophila

em macréfagos e eritrocitos.

Para avaliar o efeito citotoxico do meio condicionado de X. nematophila,
testamos sua toxicidade em macrofagos, bem como seu efeito hemolitico. Conforme
representado na figura 14A, o meio condicionado de X. nematophila apresentou
baixa citotoxicidade em macré6fagos. Somente as maiores concentragdes levaram a
mortalidade de macréfagos. A concentracdo de X. nematophila que leva a 50% de
mortalidade em macrofagos foi estimada em 6.55 mg/mL (Tabela 2). Além disso, o
meio condicionado de X. nematophila ndo apresentou citotoxicidade significativa

contra eritrocitos humanos (Figura 14B).
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Figura 14 - Citotoxicidade do meio condicionado de X. nematophila em macroéfagos e efeito hemolitico.

A) Macréfagos foram tratadas com meio RPMI (controle de citotoxicidade negativo), Tween (controle
de citotoxicidade positivo) ou meio condicionado bacteriano, e a viabilidade celular foi determinada por
ensaio de MTT apods 48 h de incubacao. B) A atividade hemolitica. Eritrécitos foram incubados com
meio PBS (controle de hemdlise negativo), SDS 0,01% (controle positivo) ou meio condicionado de X.
nematophila por 60 min. A hemdlise foi estimada pela medi¢céo da absorbancia do sobrenadante das
células em 540 nm. Dados sd@o expressos como médias + SEM de quatro repeticdes e séo
representativos de trés experimentos independentes. *p<0,05 comparado-se com meio RPMI (painel
A) ou PBS (painel B).
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5.3.2.6. O meio condicionado de X. nematophila estimula a atividade

leishmanicida de macréfagos por mecanismos independente de NO

Considerando que Leishmania spp. sobrevive e multiplica-se como
amastigotas dentro das células de hospedeiros vertebrados, testamos a toxicidade do
meio condicionado de X. nematophila contra as formas amastigotas intracelulares de
Leishmania spp., conforme descrito anteriormente anteriormente (ROMAO et al.,
1999) (ver materiais e métodos no artigo 1).

Com base nos valores de ICso0 encontrados para promastigotas (Tabela 2),
a atividade leishmanicida do meio condicionado em amastigotas intracelulares foram
testados de 0,1 a 4,8 mg/mL. Verificou-se que, em todas as concentracdes testadas,
os fluidos bacterianos estimularam a atividade leishmanicida de macréfagos,
reduzindo a viabilidade dos amastigotas de L. amazonensis numa ordem de 13 para
97,7% (figura 15A). Ao contrério do efeito leishmanicida induzido pela estimulacéo de
macrofagos infectados com LPS mais IFN-y (85,2% de mortalidade, por um
mecanismo dependente de éxido nitrico), o0 meio condicionado de X. nematophila ndo

estimulou a producdo de NO em macroéfagos estimulados (figura 6B).
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Figura 15 - Efeito do meio condicionado de Xenorhabdus nematophila em amastigotas de Leishmania
amazonesis e producao de 6xido nitrico por macréfagos, in vitro.

Macréfagos infectados com amastigotas foram incubados com M199 (controle), meio condicionado
ou LPS (10 ng/mL) e IFN—y (10 ng/mL). Apés 48 h, as células foram lisadas para determinacdo da
viabilidade dos parasitos como descrito nos materiais e métodos (A) e o sobrenadante foi armazenado
para determinagdo da concentracdo de NO (B) produzido pelos macréfagos, pela reacdo de Griess.



71

Dados sdo expressos como médias + SEM de quatro repeticbes e sdo representativos de trés
experimentos independentes. *p<0,05 comparado ao controle.

6. DISCUSSAO GERAL

Phtorhabdus luminescens e Xenorhabdus nematophila sdo bactérias
conhecidas por secretarem uma diversidade de produtos extracelulares como
lipases, fosfolipases, proteases e um amplo espectro de antibiéticos (HERBERT e
GOODRICH-BLAIR, 2007; WATERFIELD et al., 2009; INMAN e HOLMES, 2012),
além de uma infinidade de metabdlitos secundarios (BODE, 2009), o que faz desta
bactérias promissoras fontes para novos compostos terapéuticos. As atividades
entomopatogénica e antibidtica dessas bactérias ja sdo bem elucidada, no entanto,
sua atividade antiparasitaria ainda € negligenciada (FFRENCH-CONSTANT et al.,
2007; HEERMANN e FUCHS, 2008; MUNCH et al., 2008; SILVA et al., 2013;
GRUNDMANN et al., 2014). Juntos, os resultados obtidos neste estudo demonstram
gue ambas as espécies de bactérias, P. luminescens e X. nematophila, secretam
metabdlitos com significativa atividade leishmanicida e tripanocida.

Os metabolitos anti-Leishmania secretados por P. luminescens sao
peptideos termoldbeis, uma vez que o0 aquecimento praticamente eliminou a
atividade leishmanicida do meio condicionado por P. luminescens. A natureza
peptidica do metabdlico foi confirmada pela inativacdo do efeito toxico pela
incubacdo com proteinase-K. Xenorhabdus nematophila também secretou
metabolitos com atividade leishmanicida na cultura, no entanto, os resultados
mostraram que se trata de um produto termo-estavel de natureza nao peptidica, uma
vez que nao teve sua atividade eliminada pela proteinase-K.

Devido a natureza quimica distinta dos compostos de cada bactéria,
seguiu-se caminhos diferentes para a purificacdo do meio condicionado de cada
uma. A natureza peptidica P. luminescens levou a purificacdo parcial por
ultracentrifugacdo e cromatografia em gel, revelando um peptideo leishmanicida
menor que 3 kDa, relativamente estavel a variacdo de pH (1,0 — 12,0). A molécula
secretada por X. nematophila mostrou-se estavel a variacdo de pH, mantendo o
efeito parasiticida mesmo apds extrema variagdo para pH 1,0 e pH 12,0. Esta

estabilidade permitiu a utilizacdo do método de Stas-Otto para a purificacdo parcial
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do meio condicionado de X. nematophila. A incubacdo do meio condicionado de X.
nematophila com Amberlite XAD-16 indicou que o composto leishmanicida ficou
adsorvido na resina, uma vez que a fracdo extraida com metanol foi a que
permaneceu ativa enquanto a fase aquosa, extraida por filtracdo, teve seu efeito
anulado.

A fim de melhor compreender as vias pelas quais 0os metabdlitos
secretados levam a morte parasitaria, alguns mecanismos de acao foram
investigados. Para isso, foram utilizados os meios condicionados parcialmente
purificados de P. luminescens (por¢ao menor que 3 kDa, chamado daqui por diante
de PLT- sigla para Photorhabdus-derived Leishmanicidal Toxin) e de X. nematophila
(porcéo aquosa final do método Stas-Otto). O efeito do PLT e da porcdo aquosa do
Stas-Otto foi investigado sobre o potencial de membrana mitocondrial (AWYm) de
promastigotas de L. amazonensis utilizando Rhodamin123 (Rh123). A Rh123 € um
marcador cationico usado para detectar alteracbes do potencial da membrana
mitocondrial. Este se acumula na matriz mitocondrial, agentes que impedem sua
absorcéo levam a diminuicdo do potencial de membrana, alterando a intensidade da
fluorescéncia. Um aumento na permeabilidade do sistema mitocondrial resulta na
perda de AW mitocondrial e ruptura da membrana mitocondrial externa (CHEN,
1988; HUANG et al., 2007; TSUJIMOTO e SHIMIZU, 2007). O tratamento de
promastigotas com compostos de ambas bactérias causou despolarizacdo do
potencial da membrana mitocondrial. A diminuigdo da fluorescéncia sugere um
aumento na permeabilidade do préton atraves da membrana mitocondrial interna, o
gue pode levar a morte do parasito devido a diminuicdo da sintese de ATP
(RODRIGUES et al., 2014; GARCIA et al., 2017).

Considerando que ao infectar o hospedeiro mamifero as formas
promastigotas de Leishmania se diferenciam em amastigotas no interior do
fagolisossoma (SACKS e KAMHAWI, 2001; CHAPPUIS et al., 2007), a citotoxicidade
em macrofagos também foi avaliada. Os metabdlitos secretados por P. luminescens
e X. nematophila apresentam baixa citotoxicidade a macréfagos bem como
praticamente ndo causa nenhum efeito hemolitico, revelando a seletividade dos
compostos ao parasito.

Também foi avaliado se os metabdlitos influenciariam a atividade dos
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macroéfagos infectados sobre amastigotas. As espécies reativas de oxigénio (ROS)
e nitrogénio (NO), produzidos por macréfagos ativados, possuem importante papel
no controle da infecgéo por Leishmania (FONSECA et al., 2003; DEGROSSOLI et
al., 2011; NOVAIS et al.,, 2014). Contudo, os resultados mostraram que o
sobrenadante de ambas culturas bacterianas estimula a atividade leishmanicida dos
macréfagos infectados por um mecanismo independente de NO. Além de NO,
macrofagos ativados produzem enzimas proteoliticas no fagolisossomo a fim de
destruir microrganismos (HOUGHTON et al., 2009; ABBAS et al., 2012; WEISS e
SCHAIBLE, 2015) e também convertem oxigénio molecular em ROS, que sédo
agentes altamente oxidantes capazes de destruir diferentes classes de
microorganismos (ABBAS et al., 2012; PAIVA e BOZZA, 2014) incluido Leishmania
spp. (FONSECA-SILVA et al., 2016).

Também foi observado que o indice de seletividade (SlI) foi maior para
amastigota do que para promastigota - P. luminescens (9,66 e 3,92,
respectivamente) e X. nematophila (10,39 e 19,85, respectivamente) - indicando
maior seletividade as formas amastigotas. De fato, este é o alvo de preferéncia na
elaboracgdo de novos quimioterapicos contra leishmaniose. Juntos, esses resultados
evidenciam que ambas as entomobacterias, P. luminescens e X. nematophila, tém
grande potencial para serem usadas como fonte para quimioterapia, uma vez que
células do hospedeiro foram significativamente menos sensiveis aos metabdlitos
secretados do que 0s agentes parasitarios.

Da mesma forma que ocorreu para L. amazonensis, 0S meios
condicionados de ambas as bactérias mostraram-se efetivos contra T. cruzi e
apresentaram alto indice de seletividade ao protozoario. No entanto, ao se avaliar
as caracteristicas do meio condicionado de cada bactéria (aquecimento, alteracéo
de pH e incubacédo com proteinase-K) observaram-se as primeiras diferencas na
atividade do meio condicionado de P. luminescens sobre L. amazonensis e T. cruzi.
A incubacédo do meio de P. luminescens com proteinase K n&o alterou sua atividade
tripanocida, ao contrario do que ocorreu com L. amazonensis, indicando a natureza
nao peptidica de seu metabalito tripanocida.

Quanto ao meio de X. nematophila, este também manteve sua atividade

tripanocida apds aquecimento. Porém, apds incubacdo com a resina Amberlit
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XAD16, a atividade permaneceu na fracdo aquosa (ndo adsorvida pela resina) ao
contrario da fragcdo leishmanicida, que permaneceu adsorvida na resina.

Outras espécies de Photorhabdus e Xenorhabdus sdo produtoras de
compostos bioativos, como estilbbenes (KRONENWERTH et al, 2014) e
GameXPeptides (CHALLINOR e BODE, 2015), szentiamida, um depsipeptideo
isolatedo de X. szentirmaii, chaiaphumina e xenoamicina A, que sdo compostos com
atividade contra uma gama de parasitos, incluindo Trypanosoma e Leishmania
(ZHOU et al., 2013; GRUNDMANN et al., 2014). Xenorhabdus nematophila sintetiza
tanto compostos termolabeis como termoestaveis que sao efetivas contra diferentes
espécies de bactérias (INMAN e HOLMES, 2012). Estes antimicrobianos podem ser
secretados no meio de cultura como proteinas solUveis ou grandes complexos
associados a membrana (KHANDELWAL e BANERJEE-BHATNAGAR, 2003). Estas
proteinas tiveram sua atividade inseticida completamente inativadas quando
aguecidas a 80° C por 15 minutos. Considerando que muitas toxinas proteicas
produzidas por bactérias podem ser completamente inativadas por aquecimento,
pode-se assumir que tais metabdlitos anti-Leishmania secretados por X.
nematophila seja uma molécula de natureza ndo proteica. Ja a cultura de P.
luminescens teve sua atividade praticamente extinta ao ser aquecida e tratada com
proteinase K, revelando a natureza peptidica do composto leishmanicida presente
no meio.

Os resultados demonstraram que 0s compostos secretados por ambas as
bactérias sdo efetivos contra L. amazonensis, e possuem promissor potencial

terapéutico contra leishmaniose.

7. CONCLUSAO

Os metabdlitos secretados por P. luminescens e X. nematophila, muito
estudados como larvicidas, inseticidas, fungicidas e bacteriocidas, apresentam
também atividade leishmanicida e tripanocida contra formas flageladas e
amastigotas de L. amazonensis e T. cruzi.

A morte de promastigotas de L. amazonensis parece estar relacionada a

danos mitocondriais e a atividade anti-amastigota no macrofago infectado foi
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independente da producédo de Oxido nitrico.

O composto com atividade leishmanicida parece ser um peptideo menor
gue trés kDa, o qual foi isolado de P. luminescens.

A acdo contra T. cruzi ndo se deve a uma molécula proteica, uma vez que
sua arividade nao foi afetada pela proteinase K.

Quanto ao meio de X. nematophila, a fracao leishmanicida permaneceu
ligada a resina, enquanto que a fragdo com atividade contra T. cruzi foi encontrada
na porcao aquosa.

Em suma, a seletividade pelo parasito aliada a baixa citotoxicidade
tornam estas bactérias promissoras fontes de compostos com potencial terapéutico

gue poderéo ser aplicados contra a leishmaniose ou doenca de Chagas.
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