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APRESENTACAO



Peconhas de serpentes sdo misturas complexas compostas por substancias
téxicas e nao toxicas, tais como: proteinas, peptideos e, em pequenas proporcoes,
carboidratos, lipideos, nucleotideos e compostos inorganicos. As proteinas e
peptideos perfazem cerca de 90-95% da peconha bruta e apresentam importantes
propriedades farmacolégicas, que incluem: acdes anticoagulantes, efeitos sobre a
agregacao plaquetéria, inflamacdo, hipotensdo, atividades antitumoral e
antimicrobiana, e outras.

Dentre os efeitos apresentados por essas moléculas bioativas, destaca-se a
atividade microbicida contra bactérias, fungos e parasitos. Segundo dados da
literatura, tal efeito € devido, principalmente, a acdo das enzimas fosfolipase Az
(PLA2) e L-aminoacido oxidase (LAAO). Assim, tais toxinas constituem importantes
fontes naturais de moléculas que podem ser utilizadas para o melhor entendimento
da biologia de parasitos, sobretudo os do género Leishmania e, em outro momento,
servir de molde para o desenho de possiveis drogas para a terapéutica de doencas,
como a leishmaniose.

As leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias que acometem o homem,
sendo causadas por varias espécies de protozoarios do género Leishmania. A
doenca é tipica de paises tropicais, sobretudo em paises mais pobres, sendo
considerada uma doenca tropical negligenciada por varios aspectos, mas
principalmente, pela falta de auxilio na investigacao de novos medicamentos para o
seu tratamento.

A doenga pode apresentar diferentes formas clinicas, dependendo da espécie
de Leishmania envolvida e da relacao do parasito com seu hospedeiro. No Brasil, a
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), uma doenca primariamente zoondtica,
acomete preferencialmente a pele e/ou as mucosas e se caracteriza pelo
aparecimento de lesdes ulcerosas. E uma das afeccées dermatolégicas que merece
mais atengéo, devido a sua magnitude, risco de ocorréncia de deformidades no ser
humano, e também pelo envolvimento psicolégico, com reflexos no campo social e
econdmico. Além disso, apresenta ampla distribuicdo geografica, com registro de

casos em todas as regides brasileiras.



Na quimioterapia convencional sdao empregados os compostos antimoniais
pentavalentes, como drogas de primeira escolha. Em caso de uma resposta
insatisfatoria ou na impossibilidade de uso desses compostos, drogas de segunda
escolha, como a anfotericina B e as pentamidinas, sdo os medicamentos utilizados.
Entretanto, tais drogas apresentam: elevada toxicidade com efeitos colaterais
importantes, sdo demasiadamente caras para uso rotineiro em paises em
desenvolvimento, podem induzir resisténcia no parasito, a terapia nem sempre é
eficiente, além das dificuldades operacionais, tais como a necessidade de
hospitalizacdo e a via de administracao das drogas. Tais limitacdes, apresentadas
pelos medicamentos atualmente disponiveis para o tratamento das leishmanioses,
tem motivado a busca por novos agentes terapéuticos.

Assim, o presente estudo avaliou o efeito citotoxico de uma fosfolipase A
sobre formas promastigota de Leishmania (Leishmania) amazonensis, possiveis
alteracoes morfologicas e no perfil protéico induzidas por esse tratamento, bem como
a sua acao no processo de infectividade em macrofagos murinos. Para essa
finalidade, nés utilizamos a PLA, basica, denominada BnSP-7, isolada da pegonha
da serpente Bothropoides pauloensis.

A apresentacao da dissertacao foi dividida em capitulos, conforme as normas
do Instituto de Genética e Bioquimica e, a formatagdo seguiu as normas da
Associacao Brasileira de Normas Técnicas, a ABNT. No capitulo 1, é apresentada
uma revisao bibliografica do assunto, incluindo tépicos referentes a leishmaniose,
biologia do agente etioldgico, aspectos epidemioldgicos, clinicos, imunoldgicos,
terapéuticos, assim como um apanhado geral sobre peconhas de serpentes, suas
toxinas e estudos ja realizados com Leishmania sp. Finalmente, no capitulo 2, nés
mostramos a metodologia utilizada, os resultados obtidos e a discussao sob a forma

de um artigo, que sera submetido a uma revista cientifica indexada.



CAPITULO 1



INTRODUCAO

LEISHMANIOSE

Leishmanioses sdo antropozoonoses consideradas um grande problema de
saude publica e representam um complexo de doencas com importante espectro
clinico e diversidade epidemioldgica. Os agentes etiolégicos sado espécies de
protozoarios do género Leishmania (Ross, 1903), transmitidos por picadas de insetos
do género Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo (HANDMAN,
2000; NEVES, 2005; GARCIA-ALMAGRO, 2005).

Epidemiologia

A leishmaniose humana esta presente nos quatro continentes, sendo
endémica em 88 paises, dos quais 72 sdo paises em desenvolvimento (BRASIL,
2007; OMS, 2011). A Organizacao Mundial da Saude (OMS) estima que 350 milhdes
de pessoas estejam expostas ao risco de contrair a doenca e o numero global de
individuos infectados é de 12 milhdes, com aproximadamente dois milhdes de novos
casos das diferentes formas clinicas ao ano. Deste montante, cerca de 1-1,5 milhdes
correspondem a casos de leishmaniose tegumentar americana (LTA) e cerca de 500
mil de leishmaniose visceral (ANTOINE et al., 2004; BRASIL, 2007; OMS, 2011). A
saber, 90% dos casos de leishmaniose cutdnea ocorrem no Brasil, Afeganistao, Ira,
Peru, Arabia Saudita e Siria (BASANO; CAMARGO, 2004; MURRAY et al., 2005;
OMS, 2011).

Apesar destes dados, é dificil fornecer estimativas reais da quantidade de
pessoas infectadas. Provavelmente, ha uma diferenca ainda maior entre 0 nimero
de casos que realmente ocorrem e o numero oficialmente divulgado, devido a varios
fatores, tais como: o nado-diagndstico, diagnéstico errado ou a nao-notificacdo da
doenca (DESJEUX, 2004).



Agente etioldgico

O género Leishmania foi criado por Ross (1903) a partir das observagdes do
parasito feitas por Cunnigham (1885), Leishman (1900) e Donavan (1903)
(HANDMAN, 2000; GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Quanto a taxonomia, os parasitos unicelulares pertencentes ao género
Leishmania possuem a seguinte posicao sistematica:

Reino: PROTISTA Haeckel, 1866

Sub-reino: PROTOZOA Goldfuss,1817

Filo: SARCOMASTIGOPHORA Honigberg & Balamuth, 1963

Sub-filo: MASTIGOPHORA Desing,1866

Classe: ZOOMASTIGOPHOREA Calkins, 1909

Ordem: KINETOPLASTIDA Honigberg, 1963, emend. Vickerman,1976

Sub-ordem: TRYPANOSOMATINA Kent, 1880

Familia: TRYPANOSOMATIDAE Doflein,1901, emend. Grobben, 1905

Género: Leishmania Ross,1903 (GONTIJO; CARVALHO, 2003; GARCIA-
ALMAGRO, 2005).

A ordem Kinetoplastida agrupa protozoarios flagelados, que possuem uma
Unica mitocondria, cujo DNA mitocondrial se encontra numa regido proxima ao
corpusculo basal do flagelo denominada cinetoplasto. A familia Trypanosomatidae
agrupa protozoarios que possuem apenas um flagelo (NEVES, 2005).

Tais organismos alternam-se entre dois estagios principais durante seu ciclo
de vida, apresentando formas bioldgicas morfologicamente distintas (figura 1). No
hospedeiro vertebrado, encontram-se na forma amastigota - aflagelar, imével,
formato arredondado ou ovalado, presente no interior de fagolisossomos de
macréfago. No vetor, a forma encontrada denomina-se promastigota - flagelada
(flagelo Unico e longo) e extracelular (ANTOINE et al., 2004; BANULS et al., 2007;
BESTEIRO et al., 2007).



Figura 1. Leishmania sp.: forma promastigota, flagelada (a esquerda) e forma amastigota,
aflagelada (a direita). Fonte: Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar Americana
(2007).

Morfologicamente (figura 2), ambas as formas apresentam uma membrana,
sob a qual estdo dispostos os microtubulos. Essa membrana apresenta uma
invaginacao na regido anterior do corpo do parasito formando a bolsa flagelar, onde
esta localizado o flagelo. Ai ndo sdo encontrados microtubulos subpeliculares e as
atividades excretora e de pinocitose sao intensas. No citoplasma, observamos um
nucleo grande e arredondado, ora denso, ora mais frouxo, mostrando um
cariossomo central ou excéntrico e a cromatina com disposicdo variavel. O
cinetoplasto, em forma de pequeno bastonete, € uma massa de DNA mitocondrial
que esta contido na unica mitocdndria existente na célula. Em seu interior, existem
estruturas filamentosas circulares formadas por acido desoxirribonucléico,
denominado k-DNA (“kinetoplast DNA”). O blefaroplasto ou corpusculo basal
aparece como a continuacdo do flagelo (em promastigotas), o qual apresenta
microestrutura formada de nove pares de microtubulos concéntricos e um par central,
envoltos por uma membrana citoplasmatica. Nos amastigotas, ndo ha flagelo livre,
apenas uma porcao intracitoplasmatica. As acidocalcisomas caracterizam-se por
sua natureza acida, alta densidade eletrdnica e por ser local de armazenamento de
polifosfatos, célcio, magnésio e outros elementos. Além disso, tem o aparelho de
Golgi, reticulo endoplasmatico, vacuolos e inclusées (NEVES, 2005; MORENO;
DOCAMPOQO, 2009).



" Flagelo

Bolsa flagelar

Cinetoplasto Flagelo
Mitocéndria (interno)
Endos-
soma Cinetoplasto

Golgi

Corpo
multi-
vesicular

Mitocondria

Reticulo
endoplas

-matico
Nucleo
.\ Acidocalcisoma

Gllc ossoma

Autofagossoma

Figura 2. Esquema mostrando a morfologia interna de promastigotas (a esquerda) e

amastigotas (a direita). Fonte: Modificada de Besteiro et al., 2007.

Existem mais de 30 espécies de Leishmania descritas no mundo, dentre as
quais aproximadamente 20 causam doenga no homem (BARI, 2006; BANULS et al.,
2007). Antigamente, varios autores deram nomes especificos aos parasitos
baseando-se em critérios extrinsecos como vetores, distribuicdo geogréfica,
tropismo, propriedades antigénicas e manifestagdes clinicas Posteriormente, com o
advento das técnicas bioquimicas e de biologia molecular, critérios intrinsecos
passaram a ser usados na definicdo das espécies de Leishmania (BANULS et al.,

2007), uma vez que tais critérios ndo podem sofrer interferéncia do meio ambiente ou

do hospedeiro (NEVES, 2005).



A classificacdo mais utilizada, recentemente, foi proposta por Lainson e Shaw
(1987) e divide o género Leishmania em dois subgéneros: Viannia, que é encontrado
somente no Novo Mundo e Leishmania, que inclui espécies do Velho Mundo e do
Novo Mundo (NEVES, 2005). Tais subgéneros (Viannia e Leishmania) foram
separados com base na localizacdo dos parasitos no intestino do vetor (BANULS et
al., 2007) e, por sua vez, foram subdivididos em “complexos”: Leishmania donovani,
Leishmania mexicana e Leishmania braziliensis (tabela 1).

No Brasil, devido a importancia parasitolégica como causa da leishmaniose
tegumentar em humanos, destaca-se as seguintes espécies: Leishmania (Viannia)
braziliensis, L. (V.) guyanensis, do subgénero Viannia e complexo braziliensis; e,
Leishmania (Leishmania) amazonensis, do subgénero Leishmania e complexo
mexicana (NEVES, 2005).

Tabela 1. Espécies do género Leishmania de maior interesse em Parasitologia Humana de
acordo com a classificacédo proposta por Lainson e Shaw, 1987

Subgénero
Leishmania Viannia
Complexo Complexo Outras Complexo
Leishmania donovani  Leishmania mexicana espécies Leishmania braziliensis
L. (L.) donovani "L. (L.) mexicana L. (L.) tropica "L. (V.) braziliensis
L. (L.) infantum 'L. (L.) amazonensis L. (L.) "L. (V.) guyanensis
"L. (L.) chagasi L. (L.) venezuelensis aethiopica L. (V.) panamenssis
L. (L.) archibaldi’ L. (L.) aristidese L. (L.) major L. (V.) peruviana
L. (L.) pifanoi ® "L. (V.) lainsoni
L. (L.) garnhami?® "L. (V.) naiffi

L. (V.) shawi
L. (V.) colombiensis

"Espécies encontradas parasitando o homem no Brasil.

! Espécies provavelmente pertencentes ao Complexo Leishmania donovani.
2 Espécies provavelmente pertencentes ao Complexo Leishmania mexicana.
Fonte: Modificada de Neves, 2005.



Vetores e hospedeiros

Os vetores da doenca sao insetos denominados flebotomineos, pertencentes
a ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae (NEVES, 2005) e
géneros Phlebotomus, em paises do Velho Mundo (Africa, Europa e Asia) e,
Lutzomyia, nas Américas (GARCIA-ALMAGRO, 2005).

No Brasil, espécies do género Lutzomyia estao presentes em todas as regides
do pais, onde recebem nomes populares, tais como, “cangalha”, “mosquito-palha”,
“birigui”, “tatuira”, dentre outros. Estes insetos sdo morfologicamente menores que 0s
mosquitos comuns (aproximadamente 3mm de comprimento), apresentam o corpo
densamente coberto por pélos e tem coloragao clara, cor palha ou castanho-claro.
Sao ainda facilmente reconheciveis pela atitude que adotam quando pousam - as
asas permanecem entreabertas e ligeiramente levantadas, em vez de se cruzarem
sobre o dorso. As fémeas necessitam de sangue para completarem o
desenvolvimento dos ovos e costumam exercer a hematofagia no periodo noturno
(REY, 2001; NEVES, 2005; GARCIA-ALMAGRO, 2005; BARI, 2006; BANULS et al.,
2007).

Hospedeiros e possiveis reservatorios naturais das espécies de Leishmania
incluem animais silvestres, tais como: roedores, marsupiais (gamba), edentados
(tatu, tamandua, preguica), canideos e primatas. O homem também pode
representar um hospedeiro, mas parece nao ter um papel importante na manutencao
dos parasitos na natureza (GONTIJO; CARVALHO, 2003; BASANO; CAMARGO,
2004; BANULS et al., 2007).

Ciclo biolégico
Leishmania sp. apresentam um ciclo evolutivo heteroxénico (digenético),
vivendo alternadamente em hospedeiros vertebrados e insetos vetores, responsaveis

pela transmissao do parasito (figura 3) (ANTOINE et al., 2004).
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A fémea dos flebotomineos (vetor) contamina-se ao ingerir amastigotas livres
e/ou macréfagos contendo amastigotas durante o repasto sanguineo em um
hospedeiro mamifero infectado (NEVES, 2005). Formas amastigota existentes dentro
de células fagociticas desenvolvem-se, no intestino do vetor, em formas
promastigota prociclicas, as quais sao alongadas, flageladas e moveis. Ocorre,
entdo, a metaciclogénese, processo no qual essas formas extracelulares, altamente
replicativas e nao infectivas diferenciam-se em formas promastigota metaciclicas,
incapazes de se dividir, mas altamente infectivas. Apés esse processo de
diferenciacdo, os parasitos infectivos destacam-se das células intestinais e migram
para o aparelho bucal do inseto (HANDMAN, 2000; ANTOINE et al., 2004; GARCIA-
ALMAGRO, 2005; BANULS et al., 2007). Desse modo, ao fazer uma nova refeicdo, o
vetor inocula na derme do hospedeiro algumas centenas de formas promastigota
metaciclicas associadas a sua saliva. A saliva do vetor contém substancias
farmacologicamente  ativas  (anticoagulantes,  vasodilatadoras, = moléculas
imunoreguladoras e antiinflamatérias) que alteram a resposta imune do hospedeiro
vertebrado, favorecendo o estabelecimento da infeccao (GREVELINK; LERNER,
1996; HANDMAN, 2000; NEVES, 2005; GARCIA-ALMAGRO, 2005). Os parasitos
sdo, na sua maioria, fagocitados por células do sistema fagocitico mononuclear,
como macrofagos, células dendriticas e células de Langerhans, onde sdo formados
os fagossomos. Estes se fundem a lisossomos, formando os fagolisossomos que
originam os vacuolos parasitoforos (NEVES, 2005). Ali, ha a diferenciagdo das
formas promastigota em amastigota, que sdo formas aflageladas, intracelulares
obrigatérios, sdo altamente infectivas e responsaveis pelo desenvolvimento da
doenca no hospedeiro mamifero. Uma vez no hospedeiro, as formas amastigota
sobrevivem multiplicando-se por divisdo binaria dentro dos macréfagos, lisam estas
células e os amastigotas liberados sao fagocitados por outros macrofagos,
continuando assim o ciclo (HANDMAN, 2000; NEVES, 2005; ANTOINE et al., 2004;
GARCIA-ALMAGRO, 2005; BANULS et al., 2007)
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Figura 3. Representagdo esquemadtica do ciclo de vida de Leishmania sp em hospedeiro
mamifero e mosquito como vetor. Fonte: Modificada de Handman, 2000.
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Manifestacoes clinicas

Apés o parasito ser internalizado pelo macréfago, inicia-se a evolucao clinica
da doenca. Dependendo da espécie de Leishmania envolvida na infecgdo e do
estado nutricional, da carga genética e do perfil imunolégico do hospedeiro, este
pode permanecer assintomatico ou apresentar processos patolégicos mais ou menos
graves (ANTOINE et al., 2004).

Em funcao da diversidade e complexidade bioldgica do parasito, dos vetores e
dos hospedeiros, a leishmaniose apresenta um carater espectral de manifestacoes
clinicas. Dessa forma, ndo é considerada como uma doencga simples, mas sim, um
complexo de doengas (MURRAY et al., 2005; MITROPOULOQOS et al., 2010) que se
apresenta sob diferentes manifestagdes clinicas:

- Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL) — Causa lesdes cutdneas limitadas. No

Novo Mundo, € causada, principalmente, pelas espécies L. (V.) braziliensis, L. (L.)
amazonensis, L. (L.) mexicana, L. (V.) panamensis e L. (.) guyanensis. Esta & a
forma mais comum da doenca e € relativamente benigna. Caracteriza-se pela
presenca de lesdes cutaneas limitadas, indolores, que podem ser ulcerosas ou nao
(GREVELINK; LERNER, 1996; GARCIA-ALMAGRO, 2005). A forma cutanea da
doenca resulta da multiplicacdo do parasito em células do sistema fagocitico
mononuclear (SFM) da pele. (GRIMALDI; TESH, 1993).

- Leishmaniose Cutdnea Difusa (LCD) — Causa lesdes cuténeas difusas. No Novo

Mundo, é causada por L. (L.) mexicana, L. (L.) venezuelensis e L. (L.) amazonensis
(GREVELINK; LERNER, 1996; GARCIA-ALMARGO, 2005). Caracteriza-se pela
presenga de lesbes disseminadas em diversas regides do corpo, contendo
macréfagos intensamente parasitados, sendo associadas a fraca resposta celular do
hospedeiro (GREVELINK; LERNER, 1996). Geralmente ocorre em individuos

anérgicos ou que haviam sido tratados previamente contra leishmaniose visceral. Em
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varios casos, pacientes com esta forma clinica da doenga séo resistentes ao
tratamento (ASHFORD, 2000).

- Leishmaniose Mucocutanea (LMC) — Causa lesbes mucocutineas, também

conhecida como espundia. No Novo Mundo, € causada por L. (V.) braziliensis, L. (V.)
panamensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) mexicana (GREVELINK; LERNER, 1996).
Forma complicada da leishmaniose cutdnea, que pode evoluir para lesbes
desfigurantes. O hospedeiro apresenta comprometimento das mucosas nasal, bucal
e faringea, causando degeneracdo das cartilagens e tecidos moles (DESJEUX,
2004; GARCIA-ALMAGRO, 2005). Pode acontecer morte do individuo devido a
infecgdes bacterianas secundarias e desnutricao. A forma mucocutanea caracteriza-
se por uma resposta imune intensa, com hipersensibilidade retardada e células do
SFM das mucosas normalmente pouco parasitadas (GRIMALDI; TESH, 1993;
ASHFORD, 2000).

- Leishmaniose visceral (LV) - Também conhecida como leishmaniose calazar. E a

manifestacdo mais agressiva da doenca e € fatal se nao tratada (DESJEUX, 2004;
GARCIA-ALMAGRO, 2005). O hospedeiro apresenta lesdes viscerais devido ao
tropismo do parasito por células do SFM do baco, figado, medula 6ssea e tecidos
linféides (REY, 2001). Pode também, apds o tratamento realizado, causar recidivas
ou evoluir para a forma clinica de leishmaniose dérmica pés-calazar (GREVELINK;
LERNER, 1996; GARCIA-ALMARGO, 2005).

Leishmaniose Tegumentar Americana

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca infecciosa, nao
contagiosa, que acomete pele e mucosas, de forma localizada ou difusa (BASANO;
CAMARGO, 2004; BRASIL, 2007). No Brasil, foram registradas sete espécies
causadoras da LTA: L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L.
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(V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi, sendo que as trés
primeiras espécies sado as principais (COSTA, 2005; BRASIL, 2007).

Dentre essas varias espécies, destaca-se a Leishmania (Leishmania)
amazonensis que € um importante agente etioldégico da leishmaniose tegumentar
humana (PEREIRA; ALVES, 2008), estando distribuida no Brasil, principalmente na
bacia amazbnica, em areas de florestas tipo varzea e igapé (Amazonas, Para,
Rond6nia e sudoeste do Maranhao), e também na Bahia, em Minas Gerais e em
Goias. Tem como principal vetor o Lutzomyia flaviscutellata, flebotomineo de habito
noturno e pouco antropofilico (GONTIJO; CARVALHO, 2003; NEVES, 2005). Produz
lesbes cutdneas uUnicas ou em pequeno numero, que poucas vezes sSe curam
espontaneamente, estando relacionada com a leishmaniose cutanea difusa ou forma
disseminada (anérgica) da doenga, em individuos com deficiéncia inata da resposta
imune (REY, 2001; GONTIJO; CARVALHO, 2003; BASANO; CAMARGO, 2004;
PEREIRA; ALVES, 2008).

No Brasil, casos clinicos de LTA eram conhecidos por Cerqueira desde 1885,
que identificava a moléstia como botdo de Biskra (BASANO; CAMARGO, 2004). No
entanto, a natureza leishmanidtica das lesdes cutaneas e nasofaringeas foi
confirmada somente em 1909, por Lindenberg, que encontrou formas do parasito em
lesbes cutdneas de individuos que trabalhavam em areas de desmatamentos na
construcdo de rodovias no interior de Sdo Paulo (BASANO; CAMARGO, 2004;
NEVES, 2005; BRASIL, 2007). Em 1922, Aragao, pela primeira vez, demonstrou o
papel do flebotomineo na transmisséo da leishmaniose tegumentar (BRASIL, 2007).

A LTA distribui-se amplamente no continente americano, desde o sul dos
Estados Unidos ao norte da Argentina, com excecao do Chile e Uruguai (GONTIJO;
CARVALHO, 2003; BARI, 2006; BRASIL, 2007) e € uma enfermidade que constitui
um problema de saude publica ndo somente pela freqtiéncia, mas pelas dificuldades
terapéuticas, ampla distribuicado geografica e pelas deformidades e sequelas que
pode acarretar (GONTIJO; CARVALHO, 2003; BRASIL, 2007).

No Brasil, a partir da década de 70, verificou-se um aumento expressivo no

numero de casos registrados, variando de 3.000 (1970) a 37.000 (2001) (COSTA,
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2005). Em 2003, sua autoctonia foi confirmada em todos os estados brasileiros
(BRASIL, 2007). Nas ultimas décadas, o numero de casos tem aumentado
significativamente devido a alguns fatores como: controle inadequado dos
reservatérios e vetores dos parasitos, aumento da deteccdo da leishmaniose
associada a infecgdes oportunistas (tal como a AIDS), urbanizacdo e
desflorestamentos, resisténcia a drogas leishmanicidas, conflitos armados e turismo
(BARI, 2006).

A patogenia inicial de qualquer das leishmanioses humanas é sempre
representada por um quadro inicial inflamatério, com comprometimento de células do
SMF (NEVES, 2005). Ap6s um periodo de incubacao que varia de 10 dias a 3 meses
(GONTIJO; CARVALHO, 2003), observa-se no local da picada a primeira
manifestacao clinica, o nédulo papular, o qual pode regredir e se curar dentro de
poucos dias, permanecer estacionario por semanas ou evoluir rapidamente para
tlceras (GARCIA-ALMAGRO, 2005). As lesdes tipicas sdo caracterizadas pelo
desenvolvimento de nédulos que evoluem para lesées ulcerativas sem dor, cobertas
por uma crosta aderente de exsudato seco (GREVELINK et al., 1996).

A lesdo causada por L. (L.) amazonensis cura-se espontaneamente e é
susceptivel ao tratamento. Entretanto, alguns pacientes desenvolvem a forma difusa
da doenca (LCD), na qual o parasito migra por vasos linfaticos, provocando o
aparecimento de lesdes por toda a pele e formando metastases (HANDMAN, 2000;
GONTIJO; CARVALHO 2003). Na LCD nao ha resposta aos tratamentos conhecidos
e estd associada a deficiéncia da resposta imune celular do paciente frente aos
antigenos do parasito. Na LCD € comum também o aparecimento de lesées néo-
ulcerosas com focos necroticos e granulomas, principalmente no rosto e membros
(HANDMAN, 2000; GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Interacao parasito-hospedeiro

Tanto as formas promastigota quanto amastigota podem ser fagocitados por

macréfagos por meio de um processo fagocitico mediado pela actina. Na maioria dos
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casos, a fagocitose de L. (L.) amazonensis inicia-se com o engolfamento do corpo
celular do parasito seguido pela progressiva internalizacédo do flagelo (ANTOINE et
al., 2004). Macréfagos constituem uma familia de células residentes em tecidos e
sao considerados fagocitos profissionais. Estando presentes principalmente em
linfonodos, baco, figado, pulmdes, trato gastrointestinal, cavidades serosas, 0ssos,
pele e sistema nervoso central, eles ndo estdo envolvidos somente com a
internalizacdo e morte de agentes infecciosos, mas também na remocao de células
alteradas e moléculas modificadas (ANTOINE et al., 2004).

Em um primeiro momento, o parasito precisa se ligar a célula hospedeira para,
posteriormente, ser internalizado. Varios receptores do hospedeiro (receptor de
componentes do complemento tipos 1 e 3 - CR1 e CR3, receptor manose-fucose,
receptor de fibronectina, receptor de macréfago para “advanced glycosylation end
products” e varias moléculas da superficie do parasito (lipofosfoglicano - LPG,
leishmanolisina - gp63 e glicoinositolfosfolipideos - GIPLs) parecem ser responsaveis
pela ligacdo e entrada dos promastigotas (BOGDAN; ROLLINGHOFF,1998;
ANTOINE et al., 2004).

Para o estabelecimento de uma infecgdo no hospedeiro mamifero,
imediatamente apds a internalizagdo, o parasito deve sobreviver ao processo de
fagocitose e depois resistir ao meio acido e rico em protease encontrado nos

fagolisossomos. Diversas moléculas (LPG, gp63, GIPLs, (glico)esfingolipideos

GSLs) sao diferencialmente expressas na superficie das formas promastigota e
amastigota e parecem contribuir para a sobrevivéncia intrafagossomal e
intrafagolisossomal. O LPG, por exemplo, inibe a fusdo entre 0 endossomo € o
fagossomo e retira radicais hidroxil e os anions superdoxido, 0s quais sao
rapidamente liberados apos ativacdo da NADPH oxidase durante a fagocitose. Esse
fenbmeno pode ser visto como uma forma do parasito ganhar tempo para a
transformacao em amastigota, forma mais resistente as enzimas e ao pH acido do
fagolisossomo (BOGDAN; ROLLINGHOF,1998; ANTOINE et al., 2004).

Como em todas as infecgbes por Leishmania sp., os macréfagos sao

colonizados pelas formas amastigota dos parasitos, os quais se multiplicam
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intracelularmente até que as células sejam rompidas (PEREIRA; ALVES, 2008).
Enquanto parasitos do complexo Leishmania mexicana, (L. (L.) mexicana, L. (L.)
amazonensis e L. (L.) pifanoii) residem em grandes vacuolos parasitéforos (VPs), os
parasitos do complexo Leishmania donovani, (L. (L.) donovani, L. (L.) infantum, L.
(L.) chagasi) residem em VPs individuais e apertados de onde as células-irmas
segregam em seu préprio VP (KIMA, 2007; PEREIRA; ALVES, 2008).

Ainda com relacdo ao estabelecimento da infecgcdo, é preciso ocorrer
supressao de varios eventos sinalizadores envolvidos na ativagcdo de mecanismos
microbicidas (ANTOINE et al., 2004). Uma variedade de mecanismos que contribuem
para a desativacao do fagdcito mononuclear durante a infeccao tem sido identificada.
Um deles é a interferéncia dos patégenos intracelulares nas vias de sinalizagao
requeridas para a ativagcdo da célula hospedeira e sua consequente eliminacao
(BHARDWAJ et al.,, 2010). Outros mecanismos antimicrobianos ativos contra
parasitos Leishmania sao a liberagdo de superoxido por neutréfilos e macrofagos via
NADPH oxidase, e a sintese de 6xido nitrico (NO) catalisada pela 6xido nitrico
sintase induzivel (iNOS) que ocorre nos macréfagos (BOGDAN; ROLLINGHOFF,
1998).

Apesar dos potentes mecanismos leishmanicidas dos macréfagos, Leishmania
pode infectar e se multiplicar nessas células. Varios mecanismos podem explicar a
resisténcia do parasito a resposta de defesa do macréfago. Um fator importante para
a sobrevivéncia do parasito € que as células infectadas sdo menos responsivas a
ativacdo de citocinas. Ainda, o parasito por si s6 tem mecanismos que podem
interferir com a producdo de NO e entdo facilitar sua sobrevivéncia dentro dos
macréfagos. Como NO constitui uma das principais moléculas efetoras na destruicao
intracelular da Leishmania por macrofagos murinos, sugere-se que a interferéncia
com a habilidade de sintetizar NO possa ser um importante mecanismo de evasao
para o parasito (BALESTIERI et al., 2002).

Estudos realizados em L. (L.) major estabeleceram o paradigma Th1/Th2 de
resisténcia/susceptibilidade a infeccdo, o qual determina que a resposta imune

protetora tanto para a leishmaniose cutanea (L. (L.) major, L. (L.) mexicanaou L. (L.)
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amazonensis) quanto para a visceral (L. (L.) donovani) é dependente do
desenvolvimento de uma imunidade do tipo 1 (ALEXANDER; BRYSON, 2005).

Macréfagos, células dendriticas, linfécitos T helper CD** tipo | (Th1), citocinas
tais como interferon-y (IFN- vy), interleucina-12 (IL-12) e fator de necrose tumoral a
(TNF-a) e, fatores de transcricdo como o fator regulatério de interferon (IFR-1) sao
cruciais para a resolucao da infeccao pelas espécies de Leishmania e para
imunidade protetora duradoura. Ainda, o NO, produzido pela enzima iINOS de
macréfagos, e os intermediarios reativos de oxigénio, gerados pelas enzimas
NADPH oxidase e superoxido dismutase de fagécitos, sdo moléculas efetoras
potentes contra Leishmania extra e intracelular. Contrariamente, a nao-cura das
infecgbes por Leishmania sdo comumente associadas com a expansao dos linfécitos
T helper tipo Il (Th2), os quais liberam IL-4 e IL-5 e, grande quantidade de fatores
desativadores de macréfagos, como o fator transformador do crescimento (TGF-B) e
prostaglandina E; (BOGDAN; ROLLINGHOFF,1998).

Se a resposta é dirigida para a inducao de IL-12, ocorre o desenvolvimento de
resposta do tipo Th1. As células Th1 produzem IFN-y, a qual induz macréfagos a
produzirem NO, levando a morte dos parasitos. Em contraste, em individuos
susceptiveis, ha preferencialmente a produgédo de IL-4, que leva a diferenciacéo de
células Th2. Estas produzem mais IL-4, inibindo entédo a ativacao dos macroéfagos e a
sintese de NO. Obviamente, este ndo é o Unico mecanismo de controle da
leishmaniose, mas é um dos principais durante a leishmaniose cutanea (LIEW et al.,
1997).

Muitos estudos tem focado em citocinas especificas ou uma combinagao
dessas como fatores de susceptibilidade ou resisténcia a infeccdo por L. (L.)
amazonensis em camundongos (PEREIRA; ALVES, 2008). As citocinas comumente
estudadas sao: IL-4, IL-10, IFN-y, IL-12 e TNF-a.

A IL-10 é produzida por varios tipos celulares incluindo células T, mondcitos e
macréfagos. E um potente imunossupressor das funcdes dos macréfagos, diminui a
expressdao de MHC classes | e Il afetando a apresentacdo de antigenos e reduz a

transcricao e traducao de citocinas pré-inflamatérias como TNFa, IL-12, e IL-18 de
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macréfagos. Ademais, suprime a indugdo da iINOS que catalisa a producdo de NO. E
uma citocina critica na determinagcdo de susceptibilidade do hospedeiro a infecgao
por Leishmania, sendo que em modelo murino de leishmaniose cutanea, IL-10
contribui para a progressao da doenca. (BHARDWAJ et al., 2010).

TNF-a é produzida predominantemente por macréfagos logo apds o desafio e
esta envolvida na fase inata da resposta imune com um papel central na defesa
contra patégenos intracelulares. A funcao do TNF-a no desenvolvimento de resposta
imune protetora tem sido investigada. O tratamento de lesbes com TNF-a
recombinante resultou em diminuicdo da lesdo e da carga parasitaria, enquanto que
a aplicacdo de anticorpos anti-TNF-a causaram agravamento dos sintomas
(KORNER et al., 2010).

Além das citocinas, outra molécula importante na resposta a infeccdo por
espécies de Leishmania é o 6xido nitrico (NO). Este é derivado do nitrogénio
guanidino da L-arginina e do oxigénio molecular em uma reacdo catalisada pela
enzima iINOS, com NADPH e tetrahidrobiopterina como cofatores. O NO é muito
instavel com meia-vida de 3 a 5 segundos. Por isso, normalmente mede-se seus
produtos oxidativos, nitrito e nitrato, em sobrenadantes de cultura ou soro. E um
critico mediador de uma variedade de funcbes biolégicas, dentre elas a atividade
microbicida. A enzima responsavel por sua producdo é induzida em macréfagos por
uma variedade de estimulos imunolégicos, tais como IFN-y, TNF-a e
lipopolissacarideo de bactéria (LPS). Uma vez ativada, essas células produzem
grandes quantidades de NO e se torna citotéxica (LIEW, 1995; LIEW et al., 1997;
PANARO et al., 2001).

Tratamento

Em se falando de tratamento farmacolégico sistémico das leishmanioses, as
drogas de primeira escolha sdo os antimoniais pentavalentes (Sb*°), existentes sob
duas formas: o antimoniato de N-metilglucamina e o stibogluconato de sédio. Este

Gltimo, porém, ndo é comercializado no Brasil (BALANA-FOURCE et al., 1998;
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GONTIJO; CARVALHO, 2003; GARCIA-ALMAGRO, 2005; BRASIL, 2007). O
mecanismo de acado dessas drogas parece estar relacionado a influéncia na glicélise
e B-oxidacdo de acidos graxos das formas amastigota, o0 que culmina com a
deplecao dos niveis intracelulares de ATP (BALANA-FOURCE et al., 1998; BRASIL,
2007). Entre os efeitos colaterais mais frequentes estdo: cefaléia, nduseas, vomitos,
febre, mialgia e atralgia. Outros mais graves incluem toxicidade cardiaca, renal e
hepatica e constituem importante limitacdo a sua seguranca. Ademais, por serem
abortivos, os antimoniais ndo podem ser administrados em gestantes (GREVELINK
et al., 1996; GONTIJO; CARVALHO, 2003, GARCIA-ALMAGRO, 2005). Além da
toxicidade, o alto custo, dificuldade de administracdo da droga e aumento da
morbidade ainda sao limitacbes para o0 uso dessa droga no tratamento da
leishmaniose (MITROPOULOS et al., 2010).

Quando ndo se obtém resposta satisfatoria com o tratamento pelo antimonial
pentavalente ou na impossibilidade do seu uso, as drogas de segunda escolha séo a
anfotericina B e as pentamidinas (GONTIJO; CARVALHO, 2003; BRASIL, 2007). O
desoxicolato de anfotericina B é um antibiético poliénico de reconhecida acao
leishmanicida, usado desde 1960. Seu modo de ag¢ao consiste na interferéncia sobre
ésteres (episterol precursor do ergosterol) da membrana citoplasmatica de
Leishmania (CROFT et al., 2006; BRASIL, 2007). O 24-ergosterol é o principal
esterol existente em membranas de Leishmania e fungos. Assim, a anfotericina B
altera a composicdo de ester6is da membrana e, por consequéncia, sua
permeabilidade, levando o parasito & morte (BALANA-FOURCE et al., 1998). Os
efeitos colaterais mais comuns incluem nauseas, vomitos, febre, hipopotassemia,
insuficiéncia renal, anemia e alteracbes cardiacas. A toxicidade cardiaca e renal,
além de sua aplicacdo via endovenosa e o grande periodo de hospitalizacao
requerido, impedem seu uso fora do ambiente hospitalar (GONTIJO; CARVALHO,
2003; BRASIL, 2007; RICHARD; WERBOVETZ, 2010). Um avanco no uso desta
droga foi a sua associacdo a compostos lipidicos, o que aumentou o indice
terapéutico e diminuiu os efeitos téxicos em humanos, porém esta é uma droga cara

(BALANA-FOURCE et al., 1998; MITROPOULOS et al., 2010). Trata-se de uma nova
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formulagdo em que a anfotericina B é incorporada dentro de lipossomas feitos com
fosfatidilcolina, colesterol e disterolfosfatidilglicerol. Entretanto, no Brasil, tal
formulacdo esta indicada para o tratamento de leishmaniose visceral (BRASIL,
2007).

As pentamidinas s&do derivados sintéticos da amidina, comercializadas para
uso em humanos sob a forma de dois sais: Isotionato (Di-B-Hidroxietano Sulfonato) e
Mesilato (Di-B-Hidroximetil-Sulfonato) de pentamidina, sendo que apenas o
isotionato de pentamidina €& comercializado no Brasil (BRASIL, 2007;
MITROPOULOS et al.,, 2010). Podem ser usadas em individuos intolerantes ao
tratamento por antimoniais ou em caso de resisténcia a estes (MITROPOULOS et al.,
2010). O seu mecanismo de acdo € controverso e ainda nao é completamente
conhecido (BALANA-FOURCE et al., 1998). As pentamidinas parecem inibir a
biossintese de poliaminas e agir sobre a membrana mitocondrial interna (CROFT et
al., 2006). Apresentam morbidade moderada e as reagbes adversas mais frequentes
sao: dor, abscessos estéreis no local da aplicacdo, além de nauseas, vémitos,
tontura, cefaléia, adinamia, mialgias, hipotensao, lipotimias, sincope, hipoglicemia e
hiperglicemia. E contra-indicada em caso de gestacdo, diabetes mellitus,
insuficiéncia renal, insuficiéncia hepética, doencas cardiacas e em criangcas com
peso inferior a 8kg (BALANA-FOURCE et al., 1998; BRASIL, 2007; MITROPOULOS
et al., 2010).

Outros medicamentos estdo entre as diversas opgdes alternativas aos
antimoniais. Sao eles: alopurinol, compostos azéis, paromomicina e miltefosina. O
alopurinol  (4-hidréxipirazol [3,4-d] pirimidina) € um quimiotergpico oral
tradicionalmente usado no tratamento de gota (GARCIA-ALMAGRO, 2005;
MITROPOULOQOS et al., 2010). Acredita-se que esse composto atue inibindo enzimas
da via de salvamento das purinas em Leishmania, pertubando a biossintese de
macromoléculas (CROFT et al., 2006). Efeitos adversos incluem: erupc¢des na pele
causadas por reagdes de hipersensibilidade, anemia, neutropenia, trombocitopenia e
calculo renal (BALANA-FOURCE et al., 1998). Os compostos azbis sdo agentes

antifangicos que incluem duas classes diferentes: imidazéis (cetoconazol) e os
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triazéis (flucanazol, itraconazol). Todos atuam inibindo a sintese do ergosterol
(GARCIA-ALMAGRO, 2005; MITROPOULOS et al., 2010). As vantagens destes
compostos sao administracdo oral e efeitos colaterais menos severos em
comparacdo com os antimoniais pentavalentes (MITROPOULOS et al., 2010). Os
efeitos colaterais mais comuns compreendem hepatotoxicidade, alteracdo na
producdo de testosterona, diminui¢do da libido, dentre outros (BALANA-FOURCE et
al., 1998). A paromomicina é um antibiético aminoglicosideo (Aminosidina) de uso
tépico com pronunciada agao leishmanicida. Entretanto, também apresenta efeitos
colaterais tais como: erupgdes na pele, prurido local e queimacéo e, seu efeito ainda
ndo estd totalmente comprovado (BALANA-FOURCE et al., 1998; GARCIA-
ALMAGRO, 2005; MITROPOULOS et al, 2010). Por fim, a miltefosina
(hexadecilfosfocolina) € um derivado de fosfolipidio e foi inicialmente desenvolvida
como um agente antineoplasico. E administrada oralmente, porém mais estudos séo
necessarios para avaliar o seu uso no tratamento da leishmaniose cuténea, e suas
limitacdes incluem toxicidade no trato gastrointestinal, teratogenicidade e um custo
relativamente alto (CROFT; ENGEL, 2006; CROFT et al., 2006; MITROPOULOS et
al., 2010; RICHARD; WERBOVETZ, 2010).

O critério de cura para a LTA é definido pelo aspecto clinico das lesdes: re-
epitelizacdo das lesGes ulceradas ou ndo-ulceradas, regressao total da infiliragéo e
eritema, até trés meses apdés a conclusdo do esquema terapéutico (GONTIJO;
CARVALHO, 2003; BRASIL, 2007).

Com base no que foi mencionado acima sobre a terapéutica da leishmaniose
tegumentar, podemos perceber que as formulagcdes atualmente disponiveis
apresentam uma série de desvantagens, representando assim um obstaculo ao
tratamento adequado dos casos da doenca. A saber: alta toxicidade, modo de
administracdo, resisténcia a droga, alto custo e problemas operacionais. Nesse
sentido, esforcos devem ser efetivados no sentido de ampliar os testes clinicos com
as novas drogas promissoras € pesquisar drogas alternativas que facilitem o
tratamento (BASANO; CAMARGO, 2004).
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Ultimamente, na busca por drogas com acao leishmanicida, varios compostos
e formulacdes tém se mostrado promissores, tais como: derivados de fosfolipideos,
de poliaminas, formulacdes orais de anfotericina B e tépicas de paromomicina,
chalconas, compostos nitroaromaticos, inibidores do metabolismo de esterdis, dentre
varios outros (RICHARD; WERBOVETZ, 2010). Além disso, produtos naturais como
extratos de plantas e compostos derivados destas e, peconhas e secre¢des animais
constituem valiosa fonte de potenciais agentes medicinais (FERNANDEZ-GOMES et
al., 1994; TEMPONE et al., 2001; GONCALVES et al., 2002; ROCHA et al., 2005;
BORGES et al., 2006; PASSERO et al., 2007; TEMPONE et al., 2007; 2008; MAYER
et al., 2011; PEICHOTO et al., 2011).

PECONHA DE SERPENTE

As peconhas de serpente sdo fontes de substancias bioativas com diversas
atividades farmacolégicas. Esta mistura complexa de componentes téxicos e nao
téxicos  incluem um grande numero de enzimas, tais como:
fosfolipases (PLAy), hialuronidases, L-aminoacido oxidades (LAAQO), esterases, 5’-
nucleotidases, NAD nucleosidades, metaloproteases e serinoproteases (cerca de
90% dos constituintes dessa peconha) (STOCKER, 1990). Além disso, também
estdo presentes citrato, ions metalicos, carboidratos, nucleotideos e em menor
proporcao aminoacidos livres e lipideos (SOUZA et al., 2001).

Dentre os componentes enzimaticos toxicos, destacam-se as LAAOs e as
fosfolipases A,, devido ao seu potencial citotoxico (STABELI et al., 2006; SAMY et
al., 2007; CISCOTTO et al., 2009; TORRES et al., 2010).

As LAAOs (LAAOs, EC 1.43.2) sao flavoenzimas que catalisam
estereoespecificamente a desaminagdo oxidativa de um L-aminoacido ao seu
correspondente a-cetoacido, com producdo de peroxido de hidrogénio e ambnia
(CURTI et al.,, 1992). Varios estudos in vitro utilizando LAAOs contra formas
promastigota de Leishmania sp. ja foram realizados e evidenciam sua potente acao

leishmanicida, em torno de 100% de inibicdo no crescimento e/ou morte. Tempone e
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colaboradores (2001) observaram um efeito leishmanicida na peconha de Bothrops
moojeni e associaram tao acdo a uma enzima LAAO. Em 2006, lzidoro et al.
verificaram que a BpirLAAO-I isolada da peconha de Bothrops pirajai apresenta
atividade leishmanicida contra L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis, L. (L.)
donovani e L. (L.) major. Nesse mesmo ano, Toyama et al. demonstraram que a
CascalLAO de Crotalus durissus cascavella tem alta atividade citotéxica em L. (L.)
amazonensis. Ciscotto et al. (2009) demonstraram que a LAAO de Bothrops jararaca
também possui atividade anti-Leishmania em L. (L.) amazonensis. Ainda em 2009,
Rodrigues e colaboradores visualizaram o potencial leishmanicida da Bp-LAAO de
Bothrops pauloensis contra L. (L.) donovani, L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis
e L. (L.) major. Torres et al. (2010) mostraram que a BmarLAAo de Bothrops
marajoensis inibiu o crescimento de L. (L.) chagasi e L. (L.) amazonensis. Em 2011,
Naumann et al. verificaram o efeito leishmanicida da BI-LAAO isolada de Bothrops
leucurus sobre L. (L.) chagasi e L. (L.) amazonensis. E, finalmente, Paiva et al.
(2011) demonstraram o potencial anti-parasito da Batrox LAAO de Bothrops atrox
contra Trypanosoma cruzi e diferentes espécies de Leishmania (L. (V.) braziliensis,
L. (L.) donovanie L. (L.) major).

Embora as LAAOs apresentem potente acdo leishmanicida, a incubacao dos
parasitos com LAAO em presenca de catalase (enzima que catalisa a degradacao de
peroxido de hidrogénio) resulta em alto percentual de sobrevivéncia dos
promastigotas, sugerindo que a morte dos parasitos esteja relacionada a producao
de perdéxido de hidrogénio (IZIDORO et al.,, 2006; TOYAMA et al.,, 2006). Assim,
apesar do seu alto potencial citotéxico, mais estudos devem ser realizados com o
intuito de melhor entender o0 mecanismo de acao das LAAOs.

Outra classe de enzimas com potencial microbiano é a das fosfolipases A
(PLA,, EC 3.1.1.4). Estas enzimas sdo definidas pela habilidade de catalisar a
hidrélise da ligacao éster dos fosfolipidios na posicdo sn-2 produzindo acidos graxos
livres e lisofosfolipidios (DIAZ; ARM, 2003). As PLA.s presentes nas pecgonhas
ofidicas podem ser divididas em dois subgrupos principais: Asp-49 (D49) e Lys-49
(K49), dependendo de qual aminoacido estd presente na posicao 49 da estrutura
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primaria. As PLA2s com Asp-49 sdo enzimaticamente ativas, enquanto que as Lys-49
tem pouca ou nenhuma atividade enzimatica, embora ambos os tipos sejam
biologicamente ativas (COGO et al., 2006). Apesar da falta de atividade catalitica, as
Lys-49 possuem atividade citotoxica que € mediada por uma colecdo de aminoacidos
catibnicos e hidrofobicos na regido C-terminal da molécula (SAMY et al., 2007;
NEVALAINEN et al., 2008).

A acgao in vitro das PLA2s em formas promastigota de Leishmania sp. foi
verificada por alguns pesquisadores. Stabeli e colaboradores (2006) demonstraram
que MjTx-1l, uma PLA; Lys-49, isolada da peconha de B. moojeni foi capaz de reduzir
aproximadamente 50% da populagéo de Leishmania sp. (L. (L.) amazonensis, L. (V.)
braziliensis, L. (L.) majore L. (L.) donovani). Costa et al. (2008) avaliaram o potencial
de duas fosfolipases A, (MTX-I e Il) de Bothrops brazili e seus respectivos peptideos
sintéticos derivados da regiao C-terminal (pepMTX-l e pepMTX-Il) contra L. (L.)
amazonensis e L. (V.) braziliensis. Tanto MTX-l, uma PLA, Asp-49 quanto MTX-II,
uma PLA, Lys-49 apresentaram efeito anti-parasito de aproximadamente 90% na
concentracdo de 100ug/mL, enquanto os peptideos foram capazes de matar cerca
de 70% das Leishmania sp. na dose de 120ug/mL. Contrariamente, outro estudo
demonstrou, in vivo e in vitro, que a PLA,, enzimaticamente ativa, isolada de Crotalus
durissus collilineatus pode estimular o crescimento de formas promastigota e
amastigota de L. (L.) amazonensis. Segundo o0s autores, isso se deve,
provavelmente, ao fato das PLA2s serem fatores de progressao para a leishmaniose
cutédnea (Passero et al., 2008). Torres et al. (2010) mostraram que BmarPLA,, uma
PLA. Lys-49, de Bothrops marajoensis, foi incapaz de inibir o crescimento de L. (L.)
amazonensis e L. (L.) chagasi. Por fim, Peichoto et al. (2011) verificaram que a PLA;
Trimorphin, uma Asp-49 isolada de Trimorphodon biscutatus lambda, exibe potente
efeito citotoxico contra Leishmania (L.) major. Os autores observaram que
concentragdes muito baixas de toxina estimularam a proliferacdo celular, enquanto
concentragdes maiores inibiram a viabilidade celular do parasito.

A BnSP-7 é uma fosfolipase A, isolada a partir da peconha de Bothrops

neuwiedi pauloensis (Soares et al., 2000), serpente que segundo a classificacao de
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Silva (2004) passou a ser chamada de Bothrops pauloensis (Valle; Brites, 2008) e,
finalmente, de acordo com a ultima reclassificacdo passou a ser denominada
Bothropoides pauloensis (Fenwick et al., 2009). A toxina é cataliticamente inativa
(Lys-49), miotéxica, induz edema, libera creatina quinase do musculo gastrocnémico
de camundongos, apresenta atividade bactericida sobre Escherichia coli (Soares et
al., 2000), dentre outras atividades.

Com base no que foi mencionado neste capitulo, o nosso estudo teve como
objetivo estudar a acdo de uma toxina isolada da peconha de Bothropoides
pauloensis, denominada BnSP-7, em L. (L.) amazonensis, analisando o efeito da
toxina na: citotoxidade celular, avaliando o crescimento e a viabilidade; morfologia do
parasito, por estudos de microscopia Optica e eletrbnica; e infectividade do
promastigota, através de ensaios de infectividade em macrofagos peritoneais
murinos e dosagens de producao de citocinas e NO nos sobrenandantes de cultura
dos macro6fagos infectados.
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Efeito de uma fosfolipase A, basica isolada da peconha de Bothropoides
pauloensis (Bothrops pauloensis) sobre formas promastigotas de Leishmania

(Leishmania) amazonensis
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Resumo

A leishmaniose é um grupo de doencas causadas por protozoarios do género
Leishmania. O tratamento disponivel atualmente para esta doenca apresenta alta
toxicidade, elevado custo, resisténcia do parasito, além de dificuldades de cura.
Nesse sentido, o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento da
leishmaniose torna-se indispensavel e as peconhas de serpente aparecem como
importante fonte natural de biomoléculas farmacologicamente ativas. O obijetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos de uma fosfolipase A, (BnSP-7) cataliticamente
inativa, da serpente Bothropoides pauloensis, sobre Leishmania (Leishmania)
amazonensis. BnSP-7 apresentou atividade contra as formas promastigota do
parasito, tanto no teste de MTT, com percentual de viabilidade celular em torno de
60% para 200ug/mL de toxina, quanto na curva de crescimento, inibindo 60-70% da
proliferacao do parasito nas concentragdes de 50-200 ug/mL da toxina apo6s 72 horas
de tratamento. Estudos ultraestruturais em promastigotas tratados com BnSP-7
revelaram inchaco mitocondrial, alteracdo nuclear, vacuolizacdo, presenca de
acidocalcisomas, aspecto multiflagelar e efeito de ‘blebbing’ na membrana
plasmatica. Andlises preliminares por SDS-PAGE mostraram que a toxina parece
alterar o perfil protéico do parasito. Finalmente, BnSP-7 interferiu com a capacidade
infectiva do promastigota em macrofagos peritoneais murinos, causando reducgdes
estatisticamente significativas (p < 0,05) de aproximadamente 20-30% para as
concentragdes de toxina ensaiadas (25-200 pg/mL). Sobrenadantes de cultura de
macréfagos infectados por 72 horas com parasitos tratados com a toxina
apresentaram producdo aumentada de TNFa, reducdo de IL-10 e discreto aumento
de 6xido nitrico. Tais dados sugerem que a BnSP-7 € uma importante ferramenta
para a descoberta de novos alvos no parasito que possam ser explorados para o
desenvolvimento de novas drogas para a terapéutica da leishmaniose.

Palavras-chave: fosfolipase A, basica; Bothropoides pauloensis; citotoxicidade,

Leishmania (Leishmania) amazonensis.
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Abstract

Leishmaniasis is a group of diseases caused by protozoa of Leishmania genus. The
currently available treatment for this disease presents high toxicity and cost, parasite
resistance, and difficulties of healing. In this sense, the development of new
strategies for treatment of leishmaniasis is indispensable and snake venoms appear
as an important natural source of pharmacologically active biomolecules. The aim of
this study was assess effects of a phospholipase A, (BnSP-7) catalytically inactive,
from Bothropoides pauloensis snake venom, on Leishmania (Leishmania)
amazonensis. BnSP-7 presented activity against promastigote forms of parasite, both
MTT assay, with percentage of cell viability around 60% to 200ug/mL of toxin, and
growth curve, inhibiting 60-70% of parasite proliferation at concentrations of 50-200
pMg/mL of toxin after 72h of treatment. Ultrastructural studies in promastigotes treated
with BnSP-7 revealed mitochondrial swelling, nuclear alteration, vacuolization,
acidocalcisomes presence, multiflagelar aspect and blebbing effect in plasma
membrane. SDS-PAGE preliminary analysis showed that toxin seems to alter the
parasite protein profile. Finally, BnSP-7 interfered with infective capacity of
promastigote in murine peritoneal macrophages, causing statistically significant
reductions (p < 0.05) of approximately 20-30% for toxin concentrations tested (25-200
pg/mL). Culture supernatants of infected macrophages for 72h with toxin treated-
parasites presented increased production of TNF-a, reduction of IL-10 and slight
increase of nitric oxide. These data suggest that the BnSP-7 is an important tool for
discovery of new targets in the parasite that can be exploited for development of new

drugs for leishmaniasis treatment.

Keywords: basic phospholipase A.; Bothropoides pauloensis; cytotoxicity,

Leishmania (Leishmania) amazonensis.
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1. Introducao

A leishmaniose é uma doenca causada por protozoarios do género
Leishmania, os quais sdo transmitidos pela picada de um mosquito fémea do género
Phlebotomus. Durante o repasto sanguineo, mosquitos infectados injetam a forma
infectiva e flagelada, os promastigotas, no hospedeiro humano. As formas
promastigota sdo fagocitadas por macréfagos e transformadas nas formas
amastigota, aflagelada. Estas se multiplicam em células infectadas e afetam
diferentes tecidos (MITROPOULOS et al., 2010). No caso da Leishmania
(Leishmania) amazonensis, o parasito afeta a pele causando lesbes ulcerosas
caracteristicas da leishmaniose tegumentar americana (GREVELINK; LERNER,
1996; BASANO; CAMARGO, 2004; GARCIA-ALMARGO, 2005).

As drogas indicadas para o tratamento da leishmaniose apresentam elevada
toxicidade com significativos efeitos colaterais, alto custo e podem induzir resisténcia
no parasito. Além disso, a terapia nem sempre € eficiente e existem dificuldades
operacionais, tais como a necessidade de hospitalizacdo e a via de administracao
das drogas (BALANA-FOURCE et al, 1998; GARCIA-ALMARGO, 2005;
MITROPOULOS et al.,, 2010). Tais limitaces, apresentadas pelos medicamentos
atualmente disponiveis para o tratamento das leishmanioses, tem motivado a busca
por novas abordagens terapéuticas.

Toxinas de peconhas ofidicas sdo comumente usadas como ferramentas para
desenho de drogas, tendo em vista a grande variedade de acdes farmacoldgicas
descritas para essas substancias (TEMPONE et al.,, 2001). Da literatura, nos
encontramos que a atividade microbicida descrita para as peconhas de serpentes
tem sido associada as enzimas fosfolipase A, e/ou L-aminoacido oxidase (SAMY et
al., 2007; CISCOTTO et al., 2009; TORRES et al., 2010). Fosfolipases A, tem
apresentado atividade microbicida in vifro contra fungos, parasitos e bactérias
(BARBOSA et al., 2005; STABELI et al., 2006).

Fosfolipase A, (PLA,, EC 3.1.1.4) é uma classe de enzimas definida pela

habilidade de catalisar a hidrélise da ligacdo éster dos fosfolipidios na posigéo sn-2
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produzindo acidos graxos livres e lisofosfolipidios (VAN DEENEN; DE HAAS, 1963;
DIAZ; ARM, 2003). Sao classificadas em 15 grupos com base no padrao de pontes
dissulfeto, similaridade da sequéncia de aminoacidos e mecanismos cataliticos
(SCHALOSKE; DENNIS, 2006), sendo que as PLA,s de peconhas ofidicas
pertencem aos grupos | (Elapidae/Hydrophidae) e Il (Viperidae/Crotalidae). O grupo |l
pode ser subdividido em dois principais subgrupos, dependendo do residuo de
aminoacido presente na posicao 49 da estrutura primaria: Asp-49 (D49),
cataliticamente ativa, e Lys-49 (K49), com baixa ou nenhuma atividade enzimatica
(LOMONTE et al., 2003).

Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito citotdéxico de uma PLA, Lys-
49 (basica) isolada da peconha da serpente Bothropoides pauloensis, denominada
BnSP-7 em formas promastigota de L. (L.) amazonensis, avaliando o efeito da toxina
no crescimento, na viabilidade celular, na morfologia, no perfil protéico, bem como
determinar o efeito da toxina na infectividade do promastigota em macréfagos
peritoneais murinos, estimando a concentracao de citocinas e a producao de 6xido
nitrico (NO) em culturas de macréfagos infectados.

2. Material e métodos
2.1. Animais

Camundongos BALB/c (peso médio: 25-30g) foram fornecidos pelo Centro de
Bioterismo e Experimentagdo Animal (CBEA) da Universidade Federal de
Uberlandia. Eles foram mantidos em gaiolas esterilizadas em um ambiente
controlado (25+5°C, ciclo de12h dia//noite) e receberam agua e racao ad libitum. Os
procedimentos animais e protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica para Utilizacdo Animal (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (Parecer
052/09).
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2.2. Toxina

A fosfolipase A, (PLAz) denominada de BnSP-7 foi isolada da peconha de
Bothropoides pauloensis de acordo com a metodologia descrita por Soares et al.
(2000) com algumas modificagdes. Brevemente, a peconha bruta de Bothropoides
pauloensis foi dissolvida em tampao bicarbonato de aménio (AMBIC) 0,05 M, pH 7,8
e, aplicada a uma coluna CM-Sepharose fast flow, a qual foi previamente equilibrada
e inicialmente eluida com o mesmo tampao da amostra. Um gradiente foi aplicado
até 0,5 M de AMBIC e fragdes de 1,0 mL/tubo foram coletadas a um fluxo de 6,5
mL/hora. A fragcdo correspondente a BnSP-7 foi entdo submetida a cromatografia de
fase reversa em uma coluna Schimadzu C+g, a qual foi equilibrada com solvente A
(TFA 0,1% e ACN 5%) e eluida com um gradiente do solvente B (ACN 60% e TFA
0,1%) a um fluxo de 1,0 mL/minuto a temperatura ambiente.

A toxina foi solubilizada em DMSO (Sigma, St. Louis, MO, USA) para a
obtencado de uma solugao estoque (20 mg/mL), e armazenada a -20°C. Nos ensaios
de citotoxicidade, a concentragdo mais alta testada no parasito foi de 200 ug/mL, e
desse modo, a concentragéo final de DMSO no meio de cultura nunca excedeu 1%
(v/v). Essa concentracdo de DMSO nao interfere na proliferagdo dos parasitos
(GRANTHON et al., 2007; RODRIGUES et al., 2007; SANTOS et al., 2008; NETO et
al., 2011).

2.3. Cultura de parasitos

As formas promastigota de Leishmania (Leishmania) amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8) foram cultivadas em meio Schneider (LGC Biotecnologia, Brasil)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil)
inativado pelo calor, penicilina (100 Ul/mL) e estreptomicina (100 pg/mL) — Schneider
completo - em B.O.D. a 23+0.5°C.
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2.4. Ensaios de citotoxicidade

Para avaliar o efeito da toxina BnSP-7 na inibicao do crescimento de formas
promastigota de L. (L.) amazonensis, parasitos (5x10° células/mL) foram cultivados
em garrafas de cultura contendo meio Schneider completo com concentracoes
crescentes da toxina (25 - 200 pg/mL de BnSP-7) a 23+0.5°C. Aliquotas das culturas
foram coletadas a cada 24 horas por um periodo de 96 horas para a determinagao
da densidade celular.

A viabilidade celular dos parasitos cultivados em presenca da toxina BnSP-7
foi avaliada pelo método colorimétrico baseado na oxidacdo mitocondrial do reagente
MTT (Sigma) como descrito por Mosmann (1983), com algumas modificagoes.
Promastigotas da fase log de crescimento foram adicionados em meio Schneider
completo. A suspensao de parasitos foi disposta em placas de cultura de 96 pocos (1
x 10° parasitos/poco) e incubada a 23+0.5°C com concentragdes crescentes de
toxina (1,56 - 200 ug/mL de BnSP-7), por 72 horas. Apbés esse tempo, MTT
(50upg/poco) foi adicionada a placa e procedeu-se a incubagao por aproximadamente
4 horas a 2320.5°C sob protegédo da luz. Finalmente, isopropanol &cido (0,4mL de
acido cloridrico 10N para cada 100 mL de isopropanol; 100 uL/poco) foi adicionado
para a dissolucao dos granulos de Formazan precipitados. A absorbancia foi medida
a 595 nm usando uma leitora de placas (BIOTEK EL800). Cada ensaio foi

desenvolvido em triplicata e experimentos independentes foram realizados.
2.5. Analises morfoldgicas

Parasitos cultivados por 72 horas em presenga da toxina (200 pg/mL) foram
coletados por centrifugacédo (950 x g, por 10 minutos, 4°C), lavados por trés vezes
em PBS, fixados com formaldeido 2% em PBS. Aliquotas de parasitos fixados foram
dispostas em laminulas de vidro, coradas com o kit Panético Rapido (LB Laborclin,
Brasil) e analisadas por microscopia éptica.

43



Para avaliar as alteragdes ultraestruturais, parasitos cultivados por 72h em
presenca de toxina (200 pg/mL) foram analisados por microscopia eletrdnica de
transmissdo. Apds o tratamento com a toxina, os parasitos foram fixados por 2 horas
a 4°C em uma solucao contendo glutaraldeido 2,5% em PBS. As células foram entao
lavadas no mesmo tampao e pés fixadas por 1 hora em uma solugdo contendo
tetréxido de ésmio (OsO4) a 1% e ferrocianeto de potassio a 0,8% em tampao PBS.
Em seguida, as células foram desidratadas gradualmente em solucao de acetona e
embebidas em resina. Cortes ultrafinos foram corados com acetato de uranila e
chumbo, e foram observados em microscépio eletrdnico Zeiss EM 109.

2.6. Eletroforese e densitometria

Eletroforese em gel de poliacrilamida 13,5% na presenca de SDS (SDS-
PAGE) foi realizada de acordo com Laemmli (1970). Os parasitos, tratados ou nao
com BnSP-7 (200 e 20 pg/mL) por 72 horas, foram lisados por 10 ciclos de
congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em sonicador a 37°C na
presenca de tampao PBS com inibidor de proteases (EDTA 1 mM; benzamidina 1
mM; aprotinina 1 pg/mL; PMSF 1 mM; leupeptina 2 pg/mL). Posteriormente, os
parasitos foram centrifugados por 30 minutos a 4°C a 10.000 x g. O precipitado (10
Mg) foi dissolvido em tampdo com condicdes desnaturantes (SDS e -
mercaptoethanol 10%), aquecidos a 100°C por 5 minutos e submetidos a
eletroforese. O peso das bandas foi estimado a partir de uma curva-padrao, em que
a migracao eletroforética relativa (em centimetros) foi colocada no eixo X e, o antilog
da massa molecular no eixo Y. Assim, a estimativa da massa molecular foi realizada
por meio da comparacao da migracao de proteinas de massa conhecida (marcador
molecular) com aquelas de massa desconhecida. O marcador molecular utilizado foi:
soroalbumina bovina (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (36 kDa), tripsinogénio (24 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa), o-
lactaloumina (14,4 kDa). A densitometria foi realizada utilizando o software Scion

Image 4.0.3.2.
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2.7. Cultura de macrdéfagos peritoneais murinos

Macrofagos residentes foram coletados da cavidade peritoneal de
camundongos BALB/c machos por lavagem com PBS gelado. As células coletadas
foram lavadas trés vezes com PBS gelado por centrifugacdo a 950 x g e
ressuspensas em meio RPMI (HIMEDIA) suplementado com 10% de SFB, penicilina
(100 UI/mL) e estreptomicina (100 pg/mL), e HEPES 10 mM — RPMI completo.
Aproximadamente 5x10° macréfagos peritoneais/poco foram distribuidos em placas
de 24 pogos contendo laminulas redondas de 13 mm de didmetro e incubados por 1
hora a temperatura ambiente. As células que nao aderiram as laminulas foram
removidas por lavagens com RPMI e as placas com os macréfagos aderidos foram
incubadas a 37°C em estufa de CO, (5% de CO,).

2.8. Ensaio de infectividade em macrofagos peritoneais murinos

Macrofagos mantidos a 37°C em estufa de CO, por 24 horas foram infectados
com formas promastigota na fase estacionaria previamente incubados com toxina
(25, 100 e 200 pg/mL) por 72h, e com promastigotas controle na razédo de 10:1
(parasitos:macréfago), e mantidos em temperatura ambiente por 1 hora. As placas
foram lavadas com RPMI para a remocdo de parasitos nado internalizados. Meio
RPMI completo foi adicionado aos pocos e as placas foram incubadas a 37°C em
estufa de CO, por 24 e 72 horas. ApOGs esses periodos de incubacdo, os
sobrenadantes foram coletados para dosagem de citocinas e 6xido nitrico (NO) e as
laminulas contendo macro6fagos infectados com parasitos por 72 horas foram fixadas
com formaldeido 2% em PBS e coradas com o kit Panético Rapido (LB Laborclin).
Os indices de infectividade foram determinados pela média do numero de parasitos
por macrofago multiplicado pela porcentagem de macréfagos contendo parasitos
(infectados). Esses dados foram definidos a partir da contagem de 100
macréfagos/laminula. Cada ensaio foi desenvolvido em triplicata e experimentos

independentes foram realizados.
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2.9. Dosagem de citocinas

Os niveis de IL-10 e TNF-a, ambas de camundongo, foram medidos em
sobrenadantes de cultura de macréfagos infectados com L. (L.) amazonensis
previamente cultivados em presenca ou auséncia de BnSP-7, como descrito no item
2.8 de “Materiais e métodos”, nos tempos de 24 e 72h. Para as dosagens foram
utilizados kits comerciais (BD OptEIA™) e os experimentos foram realizados de
acordo com as instrugdes do fabricante. As concentragdes de citocinas, em pg/mL,
foram calculadas por interpolagdo da curva de regressao linear determinada a partir
de quantidades conhecidas de citocinas recombinantes fornecidas pelo kit. Os limites
de deteccdo foram de 0,976 pg/mL e 7,8 pg/mL para TNF-a e IL-10,
respectivamente. Cada ensaio foi feito em triplicata e experimentos independentes

foram realizados.

2.10. Produgé&o de oxido nitrico

Para avaliar a ativacdo do macro6fago induzida por parasitos pré-tratados com
BnSP-7, a producédo de éxido nitrico (NO) foi estimada pela acumulagéo de nitrito
(NOy), usando a reagdo de Griess (GREEN et al., 1982). Brevemente, 50 uL do
reagente de Griess (sulfanilamida a 1% em H3PO4 a 2,5% e NEED a 0,1% em H3PO,4
a 2,5% (v/v)) foram adicionados a 50 uL de cada amostra (sobrenadante de cultura
de macréfagos infectados) em placa de 96 pocos. Uma curva padrdao com
concentracdes conhecidas de NO,, a partir de uma solugcédo estoque de nitrito de
sédio (Na2NO3) a 1 M, e um branco foram determinados. A absorbéancia foi medida a
595 nm usando uma leitora de placas (BIOTEK EL800). O conteudo de NO: foi
quantificado pela interpolacdo da curva padrao e os resultados foram expressos em
concentracao (uM) de nitrito. A fim de evitar a interferéncia por nitritos possivelmente
presentes no meio, o branco de cada experimento foi feito com o meio RPMI. Todos

os ensaios foram feitos em triplicata e experimentos independentes foram realizados.
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2.11. Andlise estatistica

Os resultados sao apresentados como média + desvio padrao para cada
grupo. Diferencas estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os grupos foram
avaliadas por ANOVA e confirmadas por teste de Bonferroni, quando apropriado. O
programa utilizado foi o GraphPad Prism 5,0.

3. Resultados

3.1. Efeito da toxina BnSP-7 no crescimento e na viabilidade celular

A figura 1 sumariza a acdo da toxina BnSP-7 no crescimento de formas
promastigota de L. (L.) amazonensis. A toxina foi capaz de inibir o crescimento do
parasito de forma dose-dependente. As inibicdes no crescimento foram mais efetivas
para doses superiores a 50 pg/mL de toxina e a partir de 72 horas de tratamento.
Com 96 horas de tratamento, observamos inibicbes bem expressivas do
crescimento, variando de 60-70% para as concentracbes de 50-200 pg/mL. A
viabilidade do parasito foi analisada pelo ensaio do MTT, método baseado na
habilidade de parasitos viaveis em converter o reagente MTT em formazan. Todas as
inibicdes de viabilidade foram estatisticamente significativas (p < 0,01) em relagao ao
controle, sendo que para a concentracao de 200 pg/mL, o percentual de viabilidade
celular foi em torno de 60% (Fig. 2).

3.2. Efeito da toxina BnSP-7 na morfologia do promastigota

Os parasitos cultivados com BnSP-7 apresentaram alteracbes relevantes em
suas caracteristicas morfolégicas. A analise por microscopia Optica mostrou
presencga de restos celulares, corpo do promastigota com forma arredondada e ora a

presenca de dois flagelos, ora um unico flagelo curto (Fig. 3). A anélise por
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microscopia eletrénica de transmissao confirmou as alteragdes verificadas por meio
da microscopia Optica e revelou detalhes adicionais, tais como: o efeito de ‘blebbing’
na membrana plasmatica, ndcleo com aspecto crenado, vacuolizacao, presencga de
acidocalcisomas, inchaco mitocondrial, perda de continuidade da membrana celular e
de conteudo citoplasmatico (Fig. 4), os quais confirmam os efeitos deletérios da
BnSP-7 na morfologia do promastigota.

3.3. Efeito da toxina BnSP-7 no perfil protéico do parasito

O perfil protéico dos parasitos cultivados em presenca de 20 ou 200 pug/mL de
BnSP-7 por 72 horas foi analisado por SDS-PAGE e comparado ao perfil protéico de
parasitos controle (Fig. 5A). Parasitos tratados com 200 ug/mL de toxina mostraram
um aumento das seguintes bandas protéicas: AP2 (> 100kDa), 18%; gp63 (63kDa),
7,8%; BP25 (~25kDa), 33%; BP16 (~16kDa), 1200%; e BP14 (~14kDa) aumentou
13% (Fig. 5B e C). Parasitos tratados com 20ug/mL de BnSP-7 mostraram alteracoes
mais discretas no perfil protéico. E importante enfatizar que a expressdo da banda
BP16 apresentou um aumento relevante de 1200% nos parasitos tratados com 200
Mg/mL de BnSP-7 em relacdo ao controle, o qual apresentou tracos deste
componente protéico. BP16 ndo foi detectada no perfil de proteinas de parasitos

tratados com 20 pg/mL da toxina.

3.4. Efeito da toxina BnSP-7 na infectividade de promastigotas em macrofagos

peritoneais murinos

Parasitos cultivados em meio de cultura na auséncia ou presencga de 25, 100
ou 200 pg/mL de toxina BnSP-7 por 72 horas foram adicionados a cultura de
macrofagos peritoneais murinos e a infectividade foi calculada apds 72 horas (ver
material suplementar). A andlise dos indices de infectividade mostrou que o cultivo
dos promastigotas na presenca de BnSP-7 inibiu significativamente a infectividade

em culturas de macrofagos, quando comparada a dos promastigotas controle. Os
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percentuais de inibicdo da infectividade variaram de 20-30% (Fig. 6), mostrando
pequenas variacdes nas taxas de inibicao para as concentracoes testadas.

3.5. Produgdo de citocinas e de oxido nitrico no sobrenadante de cultura de

macrofagos infectados

Estudos preliminares quanto a producdo de citocinas e O6xido nitrico por
macrofagos infectados, decorrentes do efeito da toxina BnSP-7 no parasito,
mostraram que, apds 24 horas de infeccao, a produgdo de TNF-a ficou abaixo do
limite de deteccao. Porém, apds 72 horas de infeccdo, o sobrenadante de cultura de
macrofagos infectados com parasitos tratados com 200 pg/mL de BnSP-7
apresentou producao aumentada de TNF-a em comparacdo a producdo da mesma
citocina em sobrenadante de cultura de macréfagos infectados com parasitos
controle. Mesmo assim, a analise estatistica revelou que tal aumento nao foi
significativo (Fig. 7A). No que diz respeito a producao de IL-10 foi verificado, ap6s 24
horas de infecgdo, um aumento na quantidade produzida desta citocina por
macréfagos infectados com parasitos tratados com BnSP-7 em relacdo aos
infectados com parasitos controle. Por outro lado, apés 72 horas de infeccéo, foi
observada uma reversao no perfil de producao da IL-10, e dessa forma, macréfagos
infectados com parasitos tratados produziram menor quantidade desta citocina em
comparacao aos infectados com parasitos controle (Fig. 7B). A dosagem de NO
revelou uma baixa producéao de nitrito em cultura de macréfagos infectados, tanto por
24 horas quanto por 72 horas, sendo observado um discreto aumento na produgéo
de NO no sobrenadante de cultura de macroéfagos infectados com parasitos tratados
por 72 horas de cultivo em relagdo aos parasitos controle (Fig. 7C). Também para
esta dosagem, a analise dos resultados mostrou que nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos.
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4. Discussao

Varios estudos envolvendo a acdao de peconhas ofidicas (FERNANDEZ-
GOMES et al., 1994; TEMPONE et al., 2001; GONCALVES et al., 2002; PASSERO
et al., 2007; PEICHOTO et al., 2011) e suas toxinas isoladas, especialmente L-
aminodcido oxidases (LAAOs) (TEMPONE et al., 2001; I1ZIDORO et al.,, 2006;
TOYAMA et al., 2006; CISCOTTO et al, 2009; RODRIGUES et al., 2009; TORRES et
al., 2010; NAUMANN et al., 2011; PAIVA et al., 2011) e fosfolipases A> (PLA2S)
(STABELI et al., 2006; COSTA et al., 2008; PASSERO et al., 2008; TORRES et al.,
2010; PEICHOTO et al., 2011), em Leishmania sp., tem sido realizados. Entretanto,
tais estudos, em sua maioria, avaliam o efeito da toxina na citotoxidade em parasitos,
ficando tais estudos restritos a acdo da toxina na viabilidade celular, uma vez que o
intuito € determinar o potencial de efeitos biolégicos associado a toxina purificada e
caracterizada. Assim, existem poucos dados sobre o efeito de toxinas na interacao
parasito-hospedeiro, bem como uma escassez de estudos voltados a elucidacédo do
mecanismo de citotoxicidade, alteragdes bioquimicas e fisioldégicas observadas no
parasito. Convém enfatizar que, nenhum estudo, até o presente momento, mostrou
alteracoes morfolégicas decorrentes da agao de toxinas ofidicas em Leishmania sp.

Apesar de as LAAOs apresentarem um alto potencial citotéxico contra
Leishmania sp., seu efeito parece estar relacionado a producdo de peréxido de
hidrogénio (H-0) e ndo ao a-cetoacido gerado pela enzima (TEMPONE et al., 2001;
TOYAMA et al., 2006; NAUMANN et al., 2011). Além do H.O,, aménia e um a-
cetoacido constituem os produtos da reagcdo catalitica dessa enzima, uma
desaminacao oxidativa estereoespecifica de L-aminoacido (CURTI et al., 1992). A
observacao de que a potente acdo das LAAOs deve-se ao perdxido de hidrogénio é
fruto de experimentos que mostram que parasitos tratados com LAAO na presenca
de catalase (enzima que degrada H.O,) apresentam alto indice de sobrevivéncia
(TEMPONE et al., 2001; IZIDORO et al., 2006; TOYAMA et al., 2006; NAUMANN et
al.,, 2011). Mesmo assim, o mecanismo de acao citotoxico dessa classe de enzima

ainda nao é completamente entendido. O que se sugere é que o estresse oxidativo
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induzido pelo perdxido de hidrogénio poderia ativar proteinas de choque térmico,
descritas em Leishmania sp., induzindo atividade proteolitica dentro da célula e
afetando a funcdo mitocondrial devido ao aumento na concentracao de calcio, o que
leva a morte por apoptose (TEMPONE et al., 2001).

Nossos resultados mostraram que a BnSP-7, uma PLA,, apresentou um efeito
leishmanicida em formas promastigota de L. (L.) amazonensis, causando inibicdo no
crescimento do promastigota e na acdo das desidrogenases mitocondriais do
parasito, como determinado pelo teste do MTT. Ap6s 72 horas de tratamento, a
BnSP-7 inibiu aproximadamente 60-70% da proliferacdo do parasito nas
concentragcbes de 50-200 ug/mL da toxina, chegando a 65-70% para as
concentragdes 50-200 ug/mL da toxina apds 96 horas de tratamento. Independente
do tempo de crescimento as inibicoes foram dose-dependente. Concentragcbes mais
baixas de toxina resultaram em uma menor inibicdo do crescimento, que, mesmo
assim, foi dose-dependente. Outro aspecto relevante € que o efeito inibitorio €
também tempo-dependente, o que suporta a idéia de que o mecanismo de acao
pode envolver a perturbacao de algumas vias metabdlicas importantes (LEDEZMA et
al., 2002). Outros pesquisadores ja haviam observado a ag¢édo da fosfolipase A, em
promastigotas de Leishmania sp. MjTX-1l, uma PLA, Lys-49 isolada de Bothrops
moojeni reduziu cerca de 50% da viabilidade de Leishmania sp. quando na presenca
de 75 pg/mL da toxina (STABELI et al., 2006). Costa et al. (2008) testaram duas
fosfolipases A, (MTX-1 e IlI) de Bothrops brazili e seus respectivos peptideos
sintéticos derivados da regido C-terminal das PLA2s (pepMTX-I e pepMTX-II). Tanto
a MTX-l, uma PLA; Asp-49, quanto a MTX-Il, uma PLA; Lys-49 causaram inibi¢oes,
de aproximadamente 90%, na viabilidade do parasito utilizando uma concentracéo de
100 pg/mL das toxinas, enquanto que os peptideos causaram a morte de
aproximadamente 70% das Leishmania sp. com 120ug/mL. Outro estudo,
contrariamente, demonstrou que a PLA; enzimaticamente ativa da peconha de
Crotalus durissus collilineatus conseguiu estimular o crescimento das formas
amastigota e promastigota de L. (L.) amazonensis, possivelmente, como sugerido

pelos autores do trabalho, devido ao fato de PLA,s serem fatores de progressao para
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leishmaniose tegumentar (PASSERO et al., 2008). Torres et al. (2010) mostraram
que uma PLA; Lys-49, BmarPLA,, de Bothrops marajoensis, foi incapaz de inibir o
crescimento desses parasitos. E, finalmente, Peichoto et al. (2011) verificaram que a
PLA, Trimorphin, uma Asp-49 isolada de Trimorphodon biscutatus lambda, exibe um
potente efeito citotdéxico contra Leishmania (L.) major, sendo que 3,6 pg/mL de
toxina reduziu 50% da viabilidade dos parasitos. Contrariamente, concentracdes
muito baixas de toxina causaram um estimulo a proliferacao celular. Segundo os
autores, isso poderia ser explicado pela resposta adaptativa das células a um
estresse moderado. Sendo as PLA,s importantes mediadores de complexas vias de
sinalizagéo intracelular, baixas concentragbes destas enzimas conduziriam a um
estimulo para o crescimento celular, enquanto que altas concentracbes da enzima
resultariam em dano direto a célula.

Esses achados sugerem que a atividade catalitica das PLA.s, possivelmente,
nao é necessaria para a acgao anti-Leishmania. Diversos estudos tém demonstrado
que a regiao C-terminal, compreendendo residuos de aminoacidos nas posicoes 115
a 129, esta relacionada aos efeitos citotoxico e bactericida das fosfolipases Ag,
independentemente da atividade catalitica (PARAMO et al., 1998; RODRIGUES et
al., 2004; STABELI et al., 2006; NEVALAINEN et al., 2008).

Neste trabalho mostramos que a toxina BnSP-7 causou um efeito citotdxico
em promastigotas de L. (L.) amazonensis. Além da agéo inibitéria no crescimento e
na viabilidade celular, a toxina, sobretudo em altas concentracdes, foi capaz de
induzir diversas alteracoes morfoldégicas na estrutura do parasito. Tais alteracdes
variaram de discretas a destruicado total do parasito. Parasitos controle apresentaram
ultraestrutura normal, mostrando corpo celular alongado tipico, flagelo anterior,
mitocbndria Unica contendo o cinetoplasto e nacleo normal (Figs 3 e 4).

A forma arredondada no corpo do promastigota, o efeito ‘blebbing’, o inchaco
mitocondrial, a perda de continuidade da membrana e do conteudo citoplasmatico
observados para parasitos cultivados com BnSP-7 indicam um relevante efeito da
toxina na morfologia do promastigota. QOutras indicacbes de mudancas morfolégicas

decorrentes da acédo da toxina foram as alteragdes localizadas na regido do nucleo.
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A saber: aspecto crenado do nucleo (efeito picnético) e organizacao alterada da
cromatina, lembrando fortemente células apoptéticas. A apoptose € um tipo de morte
celular programada que desempenha um papel central no desenvolvimento tecidual
normal e na homeostase (PARIS et al., 2004; DEOLINDO et al., 2010; PAIVA et al.,
2011). Envolve a externalizacdo de fosfatidilserina, liberacdo de citocromo ¢ com
consequente ativagdo de proteases celulares e clivagem do DNA em fragmentos
oligossomais. Tais eventos bioquimicos conduzem a mudancgas caracteristicas na
morfologia celular e subsequente morte. Em Leishmania sp., as alteracdes celulares
durante esse processo incluem arredondamento da célula, retracdo do citoplasma
(picnose), condensacdo da cromatina, fragmentagdo nuclear, efeito ‘blebbing’ na
membrana plasmatica, inchaco mitocondrial (PARIS et al., 2004; MENNA-BARRETO
et al., 2009; JIMENEZ-RUIZ et al., 2010; PAIVA et al., 2011). Além disso, nlcleo e
mitocbndria alterados, provavelmente, estdo entre os principais fatores que
constituem a base para o efeito antiproliferativo e a perda da viabilidade celular em
espécies de Leishmania (LEDEZMA et al., 2002).

Com relacao a presenca de mais de um flagelo, esse fenbmeno também foi
observado por Nakamura et al. (2006), quando eles trataram L. (L.) amazonensis
com oOleo essencial rico em eugenol de Ocimum gratissimum, e por Havens et al.
(2000), em L. (L.) donovani exposta a inibidores de tubulina. A emergéncia dessas
formas multiflagelares sugere uma interferéncia com o processo de divisdo celular.
Em tripanossomatideos, os microtubulos participam em quatro processos cruciais: (i)
0os microtubulos subpeliculares estdo envolvidos na manutencdo estrutural dos
protozoarios; (ii) os flagelares estdo associados a motilidade; (iii) os do corpo basal e
fibras mitéticas estdo relacionados a divisdo celular; e (iv) os do citdstoma estao
envolvidos na endocitose (MENNA-BARRRETO et al., 2009).

Finalmente, as fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de
parasitos cultivados em presenca de BnSP-7 revelaram vacuolizagdo e aumento no
namero de acidocalcisomas, as quais sao organelas envoltas por membrana com
conteudo elétron-denso, caracterizadas por sua natureza acida, alta densidade

eletrénica e elevado conteudo de polifosfatos (poliPs), célcio, magnésio e outros
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elementos. Essas organelas parecem estar envolvidas no armazenamento de fosforo
(Pi, PPi e poli P), homeostase do pH intracelular e osmorregulacdo (DOCAMPO;
MORENO,1999; 2001; MORENO; DOCAMPO, 2009).

Lesbes ultraestruturais induzidas por drogas permitem fazer interpretacdes
quanto ao modo de acdo de drogas e a via de morte celular em protozoarios
patogénicos, tais como se seguem: alteracbes como formacdes tipo mielina e
autofagossomo séo indicativos de autofagia; efeito de ‘blebbing’” na membrana e
alteracées na cromatina indicam apoptose; e ruptura da membrana plasmatica
sugere necrose (MENNA-BARRRETO, 2009). Levando em consideragédo tais
interpretacdes e de acordo com as observagdes apresentadas neste trabalho, pode-
se supor que o mecanismo de citotoxicidade da toxina BnSP-7 envolva a ativacao da
apoptose em L. (L.) amazonensis. Entretanto, outras alteracdes morfoldgicas
também podem sugerir efeito da toxina no ciclo celular do promastigota. De qualquer
forma, a regulacdo e a modulacdo das vias de morte em Leishmania sp. sS40 pouco
entendidas (JIMENEZ-RUIZ et al., 2010) e precisam ser mais bem estudadas para
que seja possivel o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos e a elucidacao
dos mecanismos de citotoxicidade envolvidos na acdo de diferentes drogas.

Com vistas para a infectividade, pode-se notar diminuicdo estatisticamente
significativa no indice de infectividade de parasitos cultivados com BnSP-7 por 72
horas, para todas as concentracdes ensaiadas, sendo que o0s percentuais de inibicao
da infectividade variaram de 20-30% para as concentracdes testadas. A inibicdo na
infectividade em macréfago por parasitos cultivados na presenca de BnSP-7 pode
ser decorrente das alteragdes morfoldgicas observadas nos promastigotas. Além
disso, é possivel que a inibicdo na infectividade ndo tenha sido maior em virtude do
aumento na expressao da proteina gp63 (em torno de 7%, quando o promastigota foi
tratado com 200 ug/mL de BnSP-7), uma importante metaloprotease envolvida na
infectividade (ALEXANDER; RUSSEL, 1992; BRITTINGHAM et al, 1995). Ainda, uma
proteina com massa em torno de 25kDa, a BP25, teve um aumento de 33% na sua
expressao. Um estudo sobre a expressao diferencial de proteases e polipeptideos de

superficie celular em promastigotas virulentos e nao virulentos de L. (L.)
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amazonensis propde que componentes protéicos representados, principalmente,
pelas massas 63, 50 e 25-27kDa foram mais expressos em promastigotas virulentos
(SOARES et al., 2003). Entretanto, outro componente protéico, BP16, altamente
expresso em parasitos tratados com 200 ug/mL de BnSP-7, sugere que a toxina
possa estar causando outros efeitos em componentes da membrana do
promastigota, o que resultaria em interferencia no processo de infectividade. Convém
salientar ainda que a proteina BP14, com expressdo aumentada apos tratamento do
parasito com 200 yg/mL de BnSP-7, nao corresponde a toxina, pois apesar de a
BnSP-7 apresentar massa molecular aparente de 14 kDa quando reduzida
(SOARES et al., 2000), esta banda também esta presente em parasitos controle.

Os macrofagos sado as principais células hospedeiras na leishmaniose e
desempenham uma importante funcdo no controle imunologico de parasitos
intracelulares por meio da producdo de citocinas e metabdlitos de oxigénio
(BALARAMAN et al., 2004). Sendo assim, n0s decidimos mensurar a quantidade de
TNF-a (citocina pré-inflamatéria), IL-10 (citocina antiinflamatéria) e éxido nitrico (NO)
liberados pelo macréfago com o intuito de avaliar se o pré-tratamento de
promastigotas com a toxina Bnsp7 alteraria a resposta celular do macréfago, durante
a infeccao e estabelecimento do parasito na célula hospedeira.

Os primeiros estudos, particularmente com L. (L.) major, definiram o
paradigma Th1/Th2 de resisténcia e susceptibilidade a infeccdo, estabelecendo que
uma resposta imune protetora contra leishmaniose, tanto cutanea (causada por L.
(L.) major, L. (L.) mexicana ou L. (L.) amazonensis) quanto visceral (causada por L.
(L.) donovani), depende do desenvolvimento de uma potente imunidade do tipo 1
(Th1). Assim, uma resposta predominantemente Th1 é um bom progndstico para o
controle da infeccdo, enquanto que uma reposta predominantemente Th2
usualmente traduz a exacerbacdo da doenca (ALEXANDER; BRYSON, 2005). Tal
paradigma é caracterizado por um perfil especifico de citocinas secretadas por
linfécitos T auxiliares (Th), sendo que a resposta Th1 produz interferon-y (IFN-y), IL-
12, TNF-a e, a Th2 libera IL-4, IL-5, IL-10, dentre outros mediadores (BOGDAN;
ROLLINGHOFF, 1998; PEREIRA; ALVES, 2008).

55



Neste estudo mostramos que culturas de macréfagos infectados por 24 horas,
tanto com parasitos controle quanto com parasitos tratados, ndo produziram TNF-q,
e que neste mesmo tempo de infeccdo foi observado um aumento na producao de
IL-10 para os macro6fagos infectados com parasitos tratados com BnSP-7 em relacao
ao controle, e a producado de NO foi baixa e comparavel ao controle. Apds 72 horas
de incubacéao foi verificado, em macréfagos infectados com parasitos tratados, um
discreto aumento na producdo de TNF-a, que foi acompanhado pelo aumento na
producédo de NO e uma diminuicdo na liberacao de IL-10 em relacdo ao controle.

Sabe-se que a IL-10 é produzida por muitos tipos celulares, como células T,
monécitos e macréfagos e é um potente imunossupressor das funcdes dos
macrofagos. Esta citocina diminui a expressdao do MHC classes | e Il, afetando a
apresentacdo de antigeno, e reduz a transcricdo e traducdo de citocinas pré-
inflamatérias como TNF-a, IL-12 e IL-18 dos macréfagos. Ainda, a IL-10 suprime a
inducéo da enzima éxido nitrico sintase induzivel (iNOS) que catalisa a producéo de
NO, o radical livre leishmanicida. Assim, a IL-10 é uma citocina critica na
determinacao da susceptibilidade do hospedeiro a infec¢do por Leishmania sp. e em
modelos murinos de leishmaniose cutdnea e visceral, a IL-10 contribui para a
progressdao da doenca (BHARDWAJ et al.,, 2010). Por outro lado, o TNF-a é
produzido predominantemente por macréfagos e tem o papel de defesa contra
patdgenos intracelulares (KORNER et al., 2010). Esta citocina age em sinergismo
com o IFN-y induzindo a producdo de éxido nitrico e, consequentemente, contribui
para a morte do amastigota dentro do macréfago (LIEW et al., 1990). A producéo de
oxido nitrico, desde 1988, é considerada um dos principais mecanismos microbicidas
em macrofagos murinos (PANARO et al., 2001). Entretanto, evidéncias sugerem que
L. (L.) amazonensis é capaz de inibir a producdo de NO em certos tipos de
macréfagos murinos, sendo que esta redugcdo ocorre concomitantemente a
diminui¢do da atividade da iNOS (BALESTIERI et al., 2002).

Dessa forma, podemos sugerir que nas primeiras 24 horas de infeccao,
parasitos cultivados com BnSP-7 iniciaram um processo de modulacado da resposta

na célula hospedeira, no sentido de suprimir as funcées de defesa do macrofago
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contra o patégeno, e que tal supressdo foi maior do que a causada por parasitos
controle, uma vez que a producéao de IL-10 foi maior para macroéfagos infectados com
parasitos tratados. Talvez, a supressao das funcées do macréfago observada nas
primeiras 24 horas de infeccdo com parasitos tratados esteja relacionada com o
aumento na expressao da metaloprotease gp63, tendo em vista que esta descrito o
envolvimento desta protease na reducdo da atividade de AP-1, um fator de
transcricdo que regula a producao de citocinas pré-inflamatérias, quimiocinas e 6xido
nitrico (CONTRERAS et al, 2010). Assim, o parasito tratado conseguiria, em um
primeiro momento, subverter a resposta da célula hospedeira e, passado as 72 horas
de infeccdo, o macréfago iniciaria suas fungdes de defesa contra o parasito, como
sugerido pelas alteragdes no perfil de producao de IL-10, TNF-a e NO observadas
apds 72 horas de infeccdo. Supbe-se que os efeitos da toxina no parasito o
impediram de manter a modulagdo no macréfago em favor da infeccéo.

De qualquer forma, estudos mais detalhados precisam ser realizados para um
melhor entendimento dos efeitos bioldégicos e moleculares da toxina BnSP-7 em L.
(L.) amazonensis e, neste sentido, perspectivas futuras incluem: investigacao de
proteinas-alvo e vias envolvidas no processo de morte das formas promastigotas de
L. (L.) amazonensis, da infectividade in vivo, bem como da resposta imune associada
a infectividade in vivo e in vitro, testando outros mediadores, diferentes condi¢des de

tratamento, dentre outros.

5. Conclusao

No presente trabalho, n6s mostramos que a BnSP-7, uma fosfolipase A;
isolada da peconha de B. pauloensis, apresenta uma atividade anti-Leishmania
contra as formas promastigota. A toxina mostrou-se capaz de inibir o crescimento do
promastigota, alterar o perfil protéico e promover drasticas modificacbes na
morfologia do parasito. Além disso, os estudos de infectividade mostraram que a

toxina reduziu a capacidade infectiva do promastigota, confirmando o efeito da toxina
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também na interacdo do parasito com a célula hospedeira. Estes dados iniciais
servirdo como norte para estudos futuros visando elucidar as alteragdes bioquimicas
envolvidas no mecanismo de citoxicidade da toxina BnSP-7 e que, posteriormente,
servirdo como protétipo para o desenvolvimento de novas drogas para o tratamento

da leishmaniose.
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Legendas

Figura 1. Efeito da toxina BnSP-7 no crescimento de formas promastigota de L. (L.)
amazonensis. O grafico mostra o perfil de crescimento de parasitos cultivados na presenga
de concentragdes crescentes da toxina BnSP-7 (25-200 pg/mL) por até 96 horas. A tabela
apresenta os valores das porcentagens de crescimento dos parasitos em relagdo ao controle

(100% de crescimento). " Diferenga significativa em relagéo ao controle com p < 0,001.

Figura 2. Efeito da toxina BnSP-7 na viabilidade de formas promastigota de L. (L.)
amazonensis. A viabilidade de parasitos cultivados por 72 horas em presenca de
concentragdes crescentes de toxina BnSP-7 foi analisada pelo método colorimétrico baseado
na oxidacdo mitocondrial do reagente MTT. O gréafico apresenta as porcentagens de
viabilidade celular dos parasitos cultivados com BnSP-7 em relacdo aos parasitos controle

(viabilidade de 100%). ~Diferenca significativa em relagdo ao controle com p < 0,01.

Figura 3. Microscopia Optica de formas promastigota de L. (L.) amazonensis cultivadas em
presenca da toxina BnSP-7. Os parasitos foram cultivados por 72 horas em presenga de 200
pug/mL de BnSP-7, fixados e corados com kit Panoético rapido. As imagens mostram a
morfologia caracteristica de parasitos controle (A) e alteragdes na morfologia de parasitos
cultivados em presenca de BnSP-7 (B). As setas brancas indicam duplos flagelos,

arredondamento do corpo do promastigota e flagelo Unico e curto.

Figura 4. Analise ultraestrutural de formas promastigota de L. (L.) amazonensis cultivadas
em presenca de toxina BnSP-7. As imagens obtidas por microscopia eletrdnica de
transmissdo mostram parasitos controle (A - D) e parasitos cultivados em presenca de 200
pug/mL de BnSP-7 por 72 horas (E - N). As setas indicam um unico flagelo (B, D), o efeito
‘blebbing’ na membrana (E - G), presenca de dois flagelos no bolso flagelar (I, J),
acidocalcisomas (N). As letras minusculas indicam: a — acidocalcisoma; f — flagelo; m —

mitocondria; n — ndcleo; v — vacuolo.

Figura 5. Perfil protéico de formas promastigota de L. (L.) amazonensis cultivadas em
presenca de toxina BnSP-7. (A) Eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida 13,5%
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mostrando o perfil protéico de parasitos controle (C), parasitos cultivados com 200 pg/mL
(B200) e 20 pg/mL (B20) de BnSP-7 por 72 horas. (B) Grafico mostrando as areas dos picos
de cada banda resultante da densitometria dos componentes protéicos observados por SDS-
PAGE. (C) Tabela contendo a porcentagem de aumento (+) ou diminuigéo (-) na expressao
da proteina. AP — banda de alto peso; BP — banda de baixo peso; gp63, glicoproteina de 63

kDa; Padrao, padrdo de peso molecular.

Figura 6. Efeito da toxina BnSP-7 na infectividade de promastigotas de L. (L.) amazonensis
em macrofagos peritoneais murinos. (A) O gréafico apresenta os indices de infectividade em
macréfagos peritoneais murinos para promastigotas controle, e promastigotas cultivados por
72 horas em presenca de diferentes concentragées de BnSP-7 (200, 100 e 25 pg/mL; B200,
B100 e B25, respectivamente). O indice de infectividade foi calculado como a média do
numero de parasitos por macréfago multiplicado pela porcentagem de macréfagos
infectados, contando 100 macréfagos por laminula (n = 3). ~ Diferenca significativa em
relagéo ao controle com p < 0.05. (B) A tabela mostra a média do percentual de inibicdo da
infectividade de macréfagos por formas promastigotas de L. (L.) amazonensis previamente
tratadas com BnSP-7 em relagéo ao controle. * Diferenga estatisticamente significativa com
p < 0,05.

Figura 7. Producdo de TNF-a (A), IL-10 (B) e 6xido nitrico (C) por macrofagos peritoneais
murinos infectados com promastigotas de L. (L.) amazonensis. Os macréfagos foram
infectados com promastigotas previamente tratados ou nao (controle) com a toxina BnSP-7
em diferentes concentragdes (200 ou 100 pg/mL; B 200 e B 100, respectivamente). Os
sobrenadantes da cultura de macréfagos infectados foram submetidos a dosagens de TNF-a
e IL-10, utilizando a técnica de ELISA, e a quantidade de 6xido nitrico foi estimada a partir da
produgao de nitrito, por meio da reagao de Griess. Valores iguais a zero foram atribuidos a
niveis de citocina abaixo do limite de deteccao do kit.
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