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Apresentacao

As leishmanioses sao um conjunto de doencas causadas por protozoarios do género
Leishmania e da familia Trypanosomatidae. Sdo parasitas intracelulares obrigatérios que
invadem as células fagociticas do hospedeiro. A OMS (Organizacdo Mundial de Satde)
caracteriza essa doenca como uma das seis doencas infecciosas mais importantes do
mundo.

Alguns estudos tém demonstrado o papel de fosfolipases na interacdo parasito-
hospedeiro como um processo essencial para o inicio da proliferacdo e viruléncia. As
fosfolipases sdo enzimas amplamente distribuidas nos organismos vivos, estdo envolvidas
no catabolismo de lipideos provenientes da dieta, bem como no metabolismo de lipideos
estruturais de membranas celulares, entre outros mecanismos, tais como processos de
sinalizacdo celular que resultam em varios efeitos incluindo ativacdo da resposta imune,
proliferacado celular e morte celular. Estudos que utilizam inibidores de fosfolipases tentam
entender melhor as fungbes dessas enzimas nos mais diversos processos biolégicos de
diferentes organismos. Além disso, estes estudos buscam formas alternativas para o
tratamento de doencgas onde as fosfolipases estao envolvidas, como na leishmaniose.

Nesse contexto, o presente trabalho descreve o efeito antileishmania de um inibidor
de fosfolipase A» denominado yCdcPLI purificado do soro do sangue da serpente Crotalus
durissus colillineatus sobre formas promastigotas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis. A dissertacdo foi redigida em dois capitulos seguindo as normas de
elaboracdo de Teses da Pés-graduacao em Genética e Bioquimica da Universidade Federal
de Uberlandia. O capitulo 1 traz uma fundamentacdo tedrica, ou seja, um levantamento
bibliografico sobre o assunto estudado. O capitulo 2 foi escrito em formato de manuscrito
no qual traz uma contextualizacdo tedrica, a metodologia empregada, bem como os
resultados, discussdo e conclusdo obtida do presente estudo. O manuscrito sera submetido
a revista Journal of Venomous Animals and Toxins including Tropical Diseases, cujo fator
de impacto estd dentro do exigido pelas normas da Pés-graduacao em Genética e

Bioquimica da UFU.



Capitulo 1:

Fundamentacado tedrica
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1.1  Aspectos gerais sobre a Leishmaniose

A leishmaniose é um conjunto de sindromes complexas e multifacetadas, com
diferentes manifestacoes clinicas, causadas pelos protozoarios das espécies do género
Leishmania spp. Ha trés formas clinicas, que sdo mucocutanea (LCM), visceral (LV) e
cutanea (LC). A cutdnea se subdivide em leishmaniose cutanea americana (LCA),
leishmaniose localizada (LCL) e leishmaniose difusa (LCD), esta dltima possui metastases
cutaneas (LEELAYOOVA S. et al., 2017).

De acordo com Anversa e colaboradores (2018), este parasita é endémico em pelo
menos 98 paises e mais de 90% dos casos mundiais de LV ocorrem em seis paises (India,
Bangladesh, Suddo, Sudao do Sul, Etiépia e Brasil). Ja em relacdo a LC, a sua distribuicao
€ em torno de um terco dos casos que ocorrem nas Ameéricas, na bacia do Mediterraneo e
na Asia ocidental, principalmente no Afeganistao, Argélia, Colombia, Brasil, Ira, Siria,
Etiopia, Norte Suddo, Costa Rica e Peru (MANNAN et al 2021). Em geral a leishmaniose
apresenta uma maior ocorréncia em regides com baixo IDH (Indice de Desenvolvimento
Humano) e com alto indice pluviométrico, tanto que os casos da doenca aumentam no
periodo chuvoso e/ou de enchentes. Fatores ambientais também influenciam, pois o
desmatamento é um dos fatores responsaveis para que vetores percam suas fontes

alimentares habituais e migrem para a zona urbana (SILVA et al., 2021)

Conforme dados obtidos pela OPAS (Organizacao Pan-Americana de Satide) entre
os anos de 2001 a 2019, foram registrados 1.028.054 casos de leishmaniose cutanea (LC) e
mucosa (LM) em 17 dos 18 paises endémicos das Ameéricas (com excecdo da Guiana
Francesa), com uma média de 54.108 casos por ano. No territorio brasileiro, em 2019
houve mais de 15 mil pessoas infectadas (figura 1), acometendo principalmente o sexo
masculino acima de 20 anos, correspondendo a porcentagem de 61%. A leishmaniose
cutanea (LC) é uma das doengas tropicais mais comuns e mais negligenciadas do mundo e
muitas vezes ndo é priorizada pelos formuladores de politicas publicas, embora as

consequéncias possam ser graves e permanentes (OPAS, 2020).
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BRASIL

Leishmaniose
cutanea e mucosa

s Organizacdo ‘% Organizacio
Parl%-al?mer ricana { }Mundsal da Saiide
Y da Saude e o Américas

15484 novos casos reportados
14659 cutanea (94,7%)
825 mucosa (5,3%) 1

14,4 incidéncia/100.000 habitantes

ICLTc triénio
MUITO INTENSO nivel de transmissdo g2

[ 12.76 - 27,00 (Muito intenso)
(indice composto de LC triénio 2017-2019) B 6.7 12.75 (intenso)
[ 2.51-6.46(A10)
0,28 - 2,50 [Médio)
*0 MS reportou 1.267 casos de municipios desconhecidos que ndo foram B ©.77-0.27 (Baixo)
nos célculos do indice de

Figura 1: Dados disponibilizados pelo Ministérios da Satde - Programas Nacionais de
Leishmanioses dos paises. Acesso em: 14 de outubro de 2021. Fonte: Recortada de SisLeish -
OPAS/OMS -

Existem mais de 30 espécies de Leishmania descritas no mundo, dentre as quais

aproximadamente 20 causam doenca no homem (BARI, 2006; BANULS et al., 2007). As

diferentes espécies de Leishmania estao agrupadas principalmente em dois subgéneros, L.

(Leishmania) e L. (Viannia). De maneira geral, as espécies classificadas no subgénero L.

(Viannia) apresentam desenvolvimento pobre em meio de cultura, desenvolvimento lento

em hamsters experimentalmente infectados e desenvolvem-se no intestino posterior do

flebotomineo, ficando os parasitos aderidos a parede, na regido do piloro. Ja as espécies do

subgénero L. (Leishmania) geralmente crescem facilmente em cultura, provocam grandes

lesdes nodulares em hamsters, com metastase para as extremidades, e se desenvolvem no

intestino médio e anterior de flebotomineos (CUPOLILLO et al., 2014).

Os subgéneros (Viannia e Leishmania) foram separados com base na localizagao

dos parasitos no intestino do vetor (BANULS et al., 2007) e, por sua vez, foram

subdivididos em “complexos”: Leishmania donovani, Leishmania mexicana e Leishmania
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braziliensis. 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 Vianniae complexo braziliensis; e,
Leishmania (Leishmania) amazonensis, do subgénero Leishmania e complexo mexicana
(NEVES, 2005).

Os parasitas do género Leishmania sao digenéticos (heteroxenos) e apresentam
diferentes formas adaptativas amastigotas e promastigota. (Figura 2). As formas
promastigotas e paramastigotas sdo flageladas e ficam aderidas pelo flagelo ao trato
digestivo do hospedeiro invertebrado, enquanto as formas intracelulares, denominadas
amastigotas, sao encontradas no vactolo digestivo das células do sistema mononuclear
fagocitario do hospedeiro vertebrado (BAKER et al 2021).

Os ciclos de transmissdao da leishmaniose variam de acordo com a regido
geografica, envolvendo uma grande diversidade de espécies de Leishmania, vetores
(hospedeiros invertebrados) e hospedeiros vertebrados (reservatorios). Os vetores sdao as
fémeas dos insetos chamados flebotomineos, pertencentes a ordem Diptera, familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae e género Phlebotomus, no Velho Mundo, e
Lutzomyia, no Novo Mundo (Brasil Ministério da Satde 2007).

O complexo ciclo de vida das espécies de Leishmania (Figura 2) inicia apds serem
ingeridas durante a picada no reservatorio vertebrado, a amastigota se diferencia em
promastigota prociclica, que é uma forma altamente reprodutiva e pouco infectiva. Depois
migra para faringe do vetor e se transforma em promastigota metaciclica que é uma forma
altamente infectiva e pouco reprodutiva. As promastigotas também podem ser tornar
paramastigotas na regido anterior do estémago, indo depois colonizar o es6fago e a faringe,
onde se diferenciam em promastigotas metaciclicas. (INBAR et al., 2019).

O desenvolvimento do parasito no hospedeiro vertebrado acontece de forma
eficiente. Os flebotomineos fémea, que sdao vetores hemat6fagos obrigatdrios, ao realizar o
repasto sanguineo inocula no hospedeiro as formas promastigotas metaciclicas na derme
do hospedeiro vertebrado que, por sua vez, sdo fagocitadas por células do sistema
monicitico fagocitdrio, tais como macrofagos. Uma vez dentro dos macréfagos, as
promastigotas metaciclicas se diferenciam em amastigotas. O ciclo reinicia-se quando a
fémea ingere formas amastigotas livres no sangue ou no tecido, além de macrdéfagos
infectados. Logo apo6s, dentro do vetor ha a maturacdo e desenvolvimento do parasito que

auxilia na sua diferenciacdo (DE CASTRO et al., 2012).
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Figura 2: Ciclo de vida da Leishmania ssp.

(Acesso em https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Leishmaniasis_life_cycle_diagram_en.svg?uselang=pt-br).

Apobs o processo de internalizacao do parasito no macrofago hospedeiro, da-se
inicio ao progresso das manifestacdes clinicas da doenca. A gravidade da doenga vai
depender da espécie de Leishmania envolvida com a infeccdo e do estado genético e
imunologico do hospedeiro, o qual pode apresentar-se assintomatico ou evoluir para
diversos processos patologicos que podem ser mais ou menos severos (ANTOINE et al.,
2004).

A leishmaniose possui um largo espectro de sinais e sintomas clinicos, dada a
grande diversidade e complexidade biologica do parasito, dos vetores e dos hospedeiros.
Dessa forma, esta ndo é considerada uma doenga simples, mas é considerada como um
complexo de doencas que se apresenta sob diferentes manifestacdes clinicas
(MITROPOULOS et al., 2010).

Na leishmaniose visceral, as manifestacoes clinicas geralmente se desenvolvem
de forma gradual, semanas a meses ap6s a inoculacdao do parasita, mas podem ser agudas
ou assintomaticas. Os sintomas incluem febre irregular, hepatoesplenomegalia,

pancitopenia e hipergamaglobulinemia policlonal com uma razdo albumina: globulina
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invertida. Em sua forma progressiva, o emagrecimento e morte ocorrem dentro de meses
a anos (PAHO, 2020).

A leishmaniose mucocutanea se caracteriza por uma ulcera cutanea primdria que
se cicatriza espontaneamente, podendo ter lesdes progressivas da mucosa que podem nao
ser aparentes durante meses ou anos. Sintomas tipicos sao de congestdo nasal, secregao e
dor, sendo que a infecgcdo pode evoluir, resultando em mutilacdo de nariz, palato ou face
(PAHO, 2020).

A leishmaniose cutanea pode ser caracterizada em dois tipos de manifestacoes
clinicas: localizada e difusa. A localizada é causada por varias espécies de parasitos do
genero Leishmania. Na Regido das Américas, foram descritas 15 espécies de Leishmania
como agentes etiologicos da leishmaniose cutanea. Das espécies descritas, pertencem ao
subgénero Viannia: L. braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis, L. shawi, L. naiffi, L.
lainsoni, L. lindenbergi, L. peruviana e L. colombiensis. Fazem parte do subgénero
Leishmania: L. mexicana, L. pifanoi, L. venezuelensis, L. garnhami, L. amazonensise L.
infantum (ALENCAR et al 2020).

Durante o processo de infeccdo, é observado que os macréfagos teciduais sao
transportados por via linfatica ou hematogénica dando origem a lesdes cutaneas
escalonadas, nodulares, papulosas ou ulceradas, linfadenite e adenopatias regionais
(comuns entre as manifestacdes clinicas iniciais das leishmanioses cutaneas) (SANTOS et
al 2021). Ja na forma disseminada ou difusa, é considerada a forma grave e evoluida de
leishmaniose cutanea, presente na América do Sul e em vadrios paises do mundo.
Caracteriza-se por uma diminuicdo das citocinas de tipo 1 no sangue periférico dos
pacientes em comparacdo com O0S pacientes que apresentam leishmaniose cutanea
localizada, em razdo da atragdo das células T ativadas para as multiplas lesdes cutaneas
(OLIVEIRA et al 2021).

O desenvolvimento da forma disseminada implica uma rede complexa da qual
participam a resposta imune do hospedeiro e o meio ambiente. Na avaliacdo da resposta
imune ha uma menor producdo de interferon gama (IFN-y) e de fator de necrose tumoral
(TFN), além de maiores concentracoes de interleucina 10 (IL-10) e 17 (IL17) produzidas
pelas células do sangue periférico em comparacdo com pacientes com leishmaniose
cutanea localizada (ASSIMOS et al 2020).

A complexidade dos sintomas da Leishmaniose em grande parte é resultado da

viruléncia do parasito que entre varias agdes pode induzir respostas na célula hospedeira
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como alteragoes no metabolismo lipidico que leva a remodelacdao da membrana plasmatica
pelo turnover de fosfolipidios de membrana. Tais efeitos podem facilitar no processo de
adesdo e invasao do parasito (PAWLOVIC e ZHANG, 2012). Estudos ja relataram que a
secrecdo de fosfolipases enddgenas presentes em protozoarios como Tripanossoma gondii
e Leishmania (L) amazonensis aumenta a penetracdo dos parasitas nas células hospedeiras
(SAFFER E KRUG, 1989; BELAUNZARAN et al., 2010; BELAUNZARAN et al., 2011;
CASSAING et. al.,, 2012). Dada a estas acOes, as fosfolipases constituem-se em um
possivel alvo para novos estudos que visam compreender melhor o processo de infec¢do do
parasito nas células hospedeira e assim abrir caminhos alternativos para o desenvolvimento

de terapias para a Leishmaniose.

1.2  Fosfolipases: Classificacao, distribuicdo e aspectos funcionais

As fosfolipases sdo enzimas amplamente distribuidas nos organismos vivos, estdo
envolvidas no catabolismo de lipideos provenientes da dieta, bem como no metabolismo de
lipideos estruturais de membranas celulares, entre outros mecanismos, tais como processos
de sinalizagdo celular que resultam em varios efeitos incluindo ativacao da resposta imune,
proliferacao celular e morte celular (GARCIA DENEGRI et al., 2010).

Estas enzimas sdo classificadas em cinco tipos de acordo com o sitio de clivagem
em fosfolipidios: fosfolipase A1, fosfolipase A, fosfolipase B, fosfolipase C e fosfolipase

D(KINT, 1997) (Figura 3).
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Figura 3: Sitios de hidrolise das fosfolipases. X: alcool polar como colina, serina, etanolamina,
mio-inositol, glicerol e fosfatidilglicerol. R1 e R2: cadeias hidrocarbonicas de acidos graxos.
(Fonte: Traduzido e modificado de BELAUNZARAN et al., 2011)

As fosfolipases A (PLA3s, EC 3.1.1.4) sdo enzimas capazes de clivar fosfolipideos
na posicao sn-2, gerando acidos graxos livres e lisofosfolipideos (ARNI; WARD, 1996;
KINI, 2005). Fisiologicamente, as PLA»s sdo responsaveis pela liberacao de dacido
araquidonico, um dcido graxo que ¢é precursor na producdo de eicosanoides
(prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos). Assim, as PLA>s estdo relacionadas com
diferentes efeitos bioldgicos, gerados por meio de ativacdo de vias de sinalizacdo celular.

As PLAjs estdo presentes em diversos organismos vivos, e de acordo com a
origem, massa relativa e quantidade de ligacoes dissulfeto sdao agrupadas em seis grupos
principais: As PLA> intracelulares citosélicas (cPLA>), independente de célcio (iPLA»),
fator ativador de plaquetas acetil-hidrolase (PAF-AH), lisossomais (LPLA>), especificas do
tecido adiposo (AdPLA>) e as PLA2 secretadas (sPLA2) (SCHALOSKE; DENNIS, 2006).

As cPLA; sdo amplamente distribuidas nas células da maioria dos tipos teciduais
humano. Sdo enzimas com massa molecular variando entre 61 a 114 kDa, possuem uma

diade catalitica de Ser-Asp cujo mecanismo catalitico depende de ions Ca** (DESSEN et
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al., 1999). As cPLA; participam no metabolismo lipidico hidrolisando principalmente
glicerofosfolipideos como fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina (BURKE e DENNIS,
2009).

As PLAs independentes de Ca*" (iPLA»s) sdo enzimas intracelulares que ndo
requerem atividade de Ca®" e possuem uma massa molecular elevada entre 85 a 88 KDa. O
sitio catalitico de iPLA2s é semelhante ao cPLA>s e elas ndo demonstram especificidade
para o substrato, manifestando atividades de PLA,/PLA;, lisofosfolipase, transacilase e
tioesterase (LIO e DENNIS, 1998; JENKINS et al., 2004; JENKINS et al., 2006; CARPER
et al., 2008). As iPLA>s participam de varios processos bioldgicos, incluindo catabolismo
de lipideos, diferenciacdo celular, manutencdo da integridade mitocondrial, remodelagdo
de fosfolipidios, proliferacao celular, transducdo de sinal e morte celular (HERMANSSON
et al., 2016).

As acetil-hidrolases de fatores ativadores de plaquetas (PAF-AH) podem ser
encontradas com abundancia em mamiferos, em locais como sistema nervoso central e em
eritrocitos (BURKE e DENNIS, 2009). Desempenham importantes funcoes na coagulacao
sanguinea e nas vias inflamatoérias (PRESCOTT et al., 2000). As PAF-AH possuem uma
serina catalitica, realizam a hidrolise de grupos acetato da posicdo sn-2 de fatores
ativadores de plaquetas (SCHALOSKE e DENIS, 2006), e ndo requerem Ca’’ para
catalise.

As PLA>s lisossomais (LPLA?) esterificam um grupo acil com um grupo hidroxil
na posicdo C-1 de ceramidas, onde os fosfolipideos atuam funcionalmente como doadores
de radicais acil (ABE e SHAYAMAN, 1998). Esta enzima contém uma triade Ser-His-Asp
conservada e tem quatro residuos de cisteina que sao necessarios para a atividade catalitica
(HIRAOKA et al., 2005).

As PLA> tecido adiposo especificas (AdPLA?) sdo expressas no tecido adiposo e
catalisam a liberacdo de acidos graxos livres e lisofosfolipideos a partir da fosfatidilcolina,
realizando a hidroélise preferencialmente na posicdo sn-2 de fosfolipideos (DUNCAN et al.,
2008; JAWORSKI et al., 2009).

As PLA; secretadas estdo entre as PLA»s mais bem estudadas. Estas contém
multiplas isoformas que exibem distribui¢des celulares e teciduais tinicas e seletividade de
substrato (MURAKAMI et al.,, 2015), bem como fungdes fisiologicas distintas. Estao
envolvidas na digestdo, inflamacdo, geracdo de mediadores enddégenos lipidicos,

multiplicacdo celular, exocitose, acdo microbicida, entre outras (MONTECUCCO et al.,
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2008; LOMONTE e RANGEL, 2012; GUTIERREZ e LOMONTE, 2012). Estdo
agrupadas em 18 grupos principais (IA, IB, IIA, IIB, IIC, IID, IIE, IIF, III, V, IX, X, XIA,
XIB, XIIA, XIIB, XIII e XIV) e varios subgrupos de acordo com critérios de homologia de
sequéncia (SIX e DENNIS, 2000).

As sPLA> compreendem enzimas de baixa massa molecular (14 kDa), apresentam
de 6 a 8 pontes de dissulfeto, com sitio catalitico contendo residuos de aminoacidos
conservados como uma histidina na posicdao 48 e um aspartato na posicao 49, formando
uma diade His/Asp catalitica (DENNIS et al., 2011). Sdo enzimas sintetizadas por
diferentes estimulos, e encontradas no interior de granulos citoplasmaticos e entdo
secretadas para o espago extracelular. Altas concentracdes de sPLA> do grupo IIA foram
encontradas em lagrimas, plasma seminal, limen intestinal, exsudatos inflamatoérios,
lavado broncoalveolar e soro de pacientes com infec¢Ges bacterianas, indicando que a
enzima esta presente em locais estratégicos para contribuir para a defesa antibacteriana in

vivo (LAMBEAU et al 2008)

As sPLA; também estdao presentes nas peconhas de animais como serpentes,
escorpioes e aranhas. Ha décadas vém sendo exploradas quanto as suas propriedades
estruturais e funcionais. Em muitos desses estudos, a caracterizacdo estrutural traz aspectos
importantes para a compreensdo de seus mecanismos de acdo das sPLA>.

De acordo com SCHALOSKE e DENNIS (2006), as PLA> de peconhas de
serpentes estdo incluidas nos grupos IA e IIA sendo que o grupo I inclui a familia Elapidae
e grupo II as familias Viperidae e Crotalidae (LOMONTE, 2012). PLA>s isoladas dessas
peconhas que pertencem ao grupo II sdo subdivididos em dois grupos principais: (i)
enzimaticamente ativas (PLA2s Asp49), que exibem um residuo Asp na posicdo 49, com
elevada atividade catalitica sobre substratos artificiais; (ii) enzimaticamente inativas
(variantes PL.A>s Lys49), mostrando um residuo Lisina na posi¢do 49, estas possuem baixa
ou nenhuma atividade catalitica, porém podem perturbar a integridade das membranas e
induzir efeitos farmacol6gicos semelhantes aos descritos para as PLA»s Asp49 (DIAZ et
al., 1991; RUFINI et al., 1992; LOMONTE et al., 2003; LOMONTE e RANGEL, 2012).
Algumas PLA>s da peconha de serpentes apresentam outros substituintes de Asp49, como
Serd9, Asn49, Arg49 e sao classificadas como homologas as PLA> Asp49. (POLGAR et
al., 1996; KRIZAJ et al.,1991; PAN et al., 1998; TSAI et al., 2004;WEI et al., 2006).
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A auséncia de atividade catalitica nas PLA>-Lys49 era inicialmente atribuida a
presenca do residuo de aminoécido Lisina localizado na posicdo 49 ocupada pelo Ca%* na
PLA»s-Asp49 (ARNI e WARD, 1996; OWNBY et al., 1999; SOARES et al., 2004). Porém
estudos de mutagénese com uma PLA>-Lys49 mostraram que o mutante Lys49Asp
permaneceu cataliticamente inativo, demonstrando que ndo apenas a Unica substituicao
Asp49Lys, mas também outras modificagOes estruturais possiveis sdo responsaveis pela
auséncia da atividade enzimatica (WARD et al., 2002). Ha variacOes de aminoacidos que
podem resultar em modificacdes no sitio ativo, como os aminodcidos que ocupam as
posicoes 28, 31 e 32 que na Asp49 sdo Tyr, Leu e Gly, ja no sitio das Lys49 essas posicoes
sao ocupadas pelos aminoacidos Asn, Val e Leu (ARNI e WARD, 1996, FERNANDES et.
al., 2010).

1.3  Papel das fosfolipases no contexto biologico da leishmaniose

As leishmanias possuem especializados sistemas de secrecdao que sao usados para
exportar fatores de viruléncia para a célula hospedeira, como mecanismos de defesa e
como meio de interacdo entre parasito-célula hospedeira (SOUTO et al.,2013). O estudo de
proteinas secretadas tem contribuido para um melhor entendimento dos mecanismos
envolvidos na rota secretora de parasitos e outros tipos celulares (WEISE et al., 2000).

Os mecanismos da resposta imune nas leishmanioses envolvem componentes da
imunidade inata e adaptativa, com ativacdo das respostas humoral e celular do hospedeiro
(ROGERS et al., 2002). A primeira resposta a presenca de um patégeno é caracterizada por
uma reacao inflamatoria, com migracao de células de defesa, alteracdo na permeabilidade
vascular e a formacdo de mediadores soldveis, tais como as citocinas, quimiocinas e
interferons (IFNs) (TRINCHIERI, 2007).

Apés a infeccdo por parasitos do género Leishmania pode ocorrer uma resposta
inata complexa incluindo ativacdo de células como os neutro6filos, monocitos, macrofagos,
células dendriticas (DCs), “Natural Killer” (NK) e a ativagdo de receptores “toll-like”
(HAMZA, 2010). Além disso, os macrofagos possuem receptores que reconhecem padrdes
moleculares dos parasitas, como o receptor para fucose, manose, o receptor para
fribronectina, o receptor para a por¢ao do fragmento Fc dos anticorpos e o receptor para

proteina C reativa, que facilitam a entrada das formas promastigotas metaciclicas,



22

geralmente de maneira silenciosa, na célula hospedeira (NADERER e MCCONVILLE,
2008).

A protease da superficie da Leishmania com a maior abundancia é a glicoproteina
gp63 que é ancorada por ancora de GPI (GlicosilFosfatidil Inositol) e associada a
“lipidrafts” no RE ou compartimentos muito iniciais da via exocitica. Em Leishmania foi
demonstrada a presenca de proteinas secretadas por microvesiculas que auxiliam na
comunicacdo com macréfagos e neutrofilos. (WEISE et al.,, 2000; DENNY, FIELD &
SMITH, 2001; DENNY et al., 2004)

Alguns estudos utilizando diferentes patégenos como Tripanossoma cruzi,
Cryptosporidium parvum e Entamoeba histolytica demonstraram a participacao de
fosfolipases no processo de remodelamento de membrana celular e de invasdo celular
(BERTELLO et al., 2000; BRONIA et al., 1999; PASSERO et al.,2008). Além disso, uma
analise gendmica em conjunto com atividade enzimatica em Leishmania, indicaram a
presenca da enzima PLA> em promastigotas de L. amazonensis (PASSERO et al., 2008).

Passero e colaboradores (2008) demonstraram que macréfagos infectados com L.
(L.) amazonensis tratados com PLA, apresentaram mais amastigotas intracelulares quando
comparados ao grupo controle. Além disso, uma associacdo entre o parasitismo intracelular
e a producdo de PGE2 por macrofagos infectados foi demonstrada. A producdo de
prostaglandinas pode modular ndo apenas a resposta imunoldgica, mas também o resultado
do parasita a infeccdo, sugerindo que certos inibidores desta via complexa podem servir
como ferramentas Uteis para controlar o parasitismo - como os inibidores de PLA>, que é
uma enzima chave responsavel por desencadear a producao de prostaglandinas

(GOULART et al, 2002).

A leishmaniose é comumente tratada com antimoniais pentavalentes - uma
quimioterapia toxica e cara com eficacia decrescente causada por aumentar a resisténcia
microbiana em éreas endémicas ou com drogas de substituicdio, como pentamidina,
miltefosina e anfotericina B. A complexidade e variacdo das respostas imunes e
imunopatologia em humanos e as diferentes interagcdes com o hospedeiro das diferentes
espécies de Leishmania tém um impacto sobre a eficdcia das vacinas, diagnésticos e
drogas. No entanto, devida a alta toxicidade sistemica dos medicamentos injetaveis e orais,
opcoes de tratamento topico tém sido estudadas, indicado uma alternativa de tratamento

promissora (MACHADO et al., 2004).
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1.4 Inibidores de PLLA2 na Leishmaniose

O importante papel das PLA> endogenas em diferentes sistemas biologicos
demonstrado ha varias décadas tém motivado as instituicoes académicas e grandes
companhias farmacéuticas a direcionarem seus estudos para o desenvolvimento de
moléculas capazes de inibir especificamente a acdo de PLA>. Alguns estudos tém
demonstrado o potencial terapéutico de inibidores de PLA> como acdo antitumoral
(GIMENES 2014;2018;2020), antimicrobiana (SILVEIRA, A.C.P. et al., 2020) e
antiparasitaria (DE SOUZA OLIVEIRA, M. et al., 2021).

PLA2s desempenham importantes funcGes para a viruléncia e sobrevivéncia de
parasitos da Leishmania em hospedeiros vertebrados. A utilizagdo de inibidores de PLA»>,
como metil araquidonilfluoronato, bromoenollactona e acido aristoléquico sobre formas
promastigota e amastigota de L. (L.) amazonensis levou a reducao do tamanho de lesdes e
diminuiu a carga de parasitaria na pele de camundongos BALB / ¢ quando infectados com
L. (L). amazonensis (BORDON et al., 2018). BORGES e colaboradores (2018)
demonstraram que os anticorpos IgY anti-PLA>-BnSP-7 foram citotéxicos para taquizoitos
de T. gondii e promastigotas de L. (L.) amazonensis, bem como diminuiram a proliferacao
de ambos os parasitas tratados antes da infeccdo, inibindo também a invasdo de formas
promastigotas desse parasito. Além disso, os anticorpos IgY anti-PLA>-BnSP-7
reconheceram alvos nos extratos proteicos de L. (L.) amazonensise T. gondii por ELISA e
ensaios de imunofluorescéncia (BORGES et al., 2018).

A busca de novos farmacos em fontes alternativas de moléculas bioativas, consiste
em uma abordagem bastante interessante; e com isso, surgem novas fontes de obtencdo de
inibidores de PLA», como o soro de animais, principalmente mamiferos de habitos
ofiofagos e répteis, como serpentes peconhentas e ndo peconhentas (OVADIA; KOCHVA,
1977;DOMONT; PERALES; MOUSSATCHE, 1991; SOARES et al., 2000; FORTES-
DIAS, 2002; LIZANO et al., 2003; MARCUSSI et al., 2007; GIMENES et al., 2014;
SANTOS-FILHO AND SANTOS, 2017).

Acredita-se que a sintese destes inibidores séricos seja hepatica, uma vez que o
figado é o principal produtor de proteinas plasmaticas, e sua producdo é destinada a

corrente sanguinea. Dessa forma, esta producdo atuaria como protecdo inata aos efeitos
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toxicos das peconhas nestes animais que possuem habitos ofi6fagos, ou que sao
peconhentos. Moléculas adquiridas a partir do plasma de serpentes nos ultimos anos tem
sido alvo de diversos estudos funcionais, estruturais e terapéuticos (DONNINI et al., 2011;
LIZANO; DOMONT et al.,, 2003; GIMENES et al., 2014; GIMENES et al., 2017;
NARUMI AOKI-SHIOI; CASSANDRA M. MODAHL, 2019).

Os inibidores de PLA> denominadas de Inibidores de Fosfolipase A2 (PLI) sdo
proteinas plasmaticas capazes de inibir a atividade de PLA>s. Os PLIs sdo glicoproteinas,
oligoméricas, globulares e acidas (LIZANO et al, 2003). De acordo com INOUE et. al
(1991), THWIN et. al (2002) e LIZANO (2003), os PLIs sdo classificados em trés classes
de acordo com suas caracteristicas estruturais. A primeira classe, conhecida como «
(aPLI), tem como principal caracteristica um dominio estrutural CRD (dominio de
reconhecimento de carboidratos) similar ao de Lectinas Tipo-C, e que possivelmente
reconhece e liga-se a PLA», impedindo o efeito catalitico sobre a membrana celular. A
segunda classe ¢ conhecida por B (BPLI) e possui como principais caracteristicas varias e
sucessivas repeticoes ricas em leucinas, e quatro sitios de N-glicosilacao. Segundo
Okumura e colaboradores (1998), essa classe de proteinas possui uma homologia estrutural
com a o2-glicoproteina humana.

Os inibidores da classe tipo gama (yPLI) sdo os que apresentam o maior espectro de
inibicao frente as sPLA, (INOUE, 1997; FORTES-DIAS, 1999), e sdao reconhecidos por
algumas caracteristicas marcantes, como regioes ricas em prolina que mantém a
conformacao estrutural de sitios que permitem uma melhor interacdo com PLA»s (DUNM,
2001), e dois conjuntos de repeticdes intramoleculares de dominios ricos em cisteina,
denominado motivo Three-fingers (OHKURA et al., 1999), que se assemelha com o
receptor da uroquinase ativadora de plasminogénio (u-PAR) (DUNM, 2001).

Os primeiros estudos com inibidores de PLA; foram realizados com a finalidade de
encontrar métodos alternativos para o tratamento de acidentes ofidicos. Com o
entendimento funcional e o potencial farmacolégico destas glicoproteinas, algumas
pesquisas comecaram a investigar o potencial dos inibidores para o desenvolvimento de
novos modelos de farmacos na terapéutica contra diferentes doencas, como doencas
inflamatorias, o cancer e doengas parasitarias (DONNINI et al., 2011; LIZANO et al.,
2003; GIMENES et al., 2017)

Os inibidores desempenham um papel terapéutico por inibir a acdo de PLA>, uma

vez que estas enzimas produzem como produtos de suas reacgoes acidos graxos livres, como
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0 acido araquidonico (AA) o qual é substrato de enzimas cicloxigenases que iniciam uma
ampla cascata de reacOes enzimaticas que levam a producdo de diferentes mediadores
inflamatérios (DENNIS, et al., 2011; .XAVIERet al., 2017).

GIMENES e colaboradores (2014) isolaram e caracterizaram bioquimicamente um
inibidor de PLA> do soro da serpente Crotalus durissus collilineatus, denominado
vCdcPLI. Essa proteina pertence a classe y na classificagdo dos inibidores e apresenta
massa molecular para cada mondomero com o valor de 22,34 kDa. Estudos estruturais
permitiram determinar a estrutura primaria parcial do yCdcPLI(GIMENES et al., 2014),
bem como demonstraram por Dicroismo Circular (CD) que o mesmo é composto por uma
mistura de alfas-hélices e folhas beta pregueadas, sendo que 22% de alfas hélices e 29% de
folhas beta. A partir de andlises de Espalhamento Dinamico da Luz (DLS), foi
demonstrado que o YCdcPLI ¢ capaz de formar estruturas oligoméricas que aumentam em
complexidade de acordo com o aumento da temperatura, ou seja, a cada aumento da
temperatura a estrutura dobra o nimero de mondmeros ligados (GIMENES et al., 2014).
Funcionalmente os primeiros estudos com o YCdcPLI demonstraram que este reconheceu e
inibiu a funcdo enzimadtica, citotéxica e miotéxica de PLA, presente nas peconhas de
serpentes reforcando assim seu potencial em inibir PLA>s de outras fontes biolégicas.

Em 2017, Gimenes e colaboradores demonstraram os efeitos antitumorais,
antimetastaticos e antiangiogénicos do yCdcPLI nas células do cancer de mama. O
vCdcPLI foi mais citotéxico para células de cancer de mama altamente metastatica (MDA-
MB-231), quando comparado com as células de mama nao tumorigénica, MCF 10A. O
vCdcPLI modulou a expressdo génica e proteica através da ativagdo de vias pro apoptoticas
e inibicio de vias relacionadas a sobrevivéncia celular, como a via do
PI3K/AKT.Interessantemente, o YCdcPLI inibiu a adesdo e migragdo de células endoteliais
humanas e bloqueou a angiogénese por diminuir a formacdo de vasos em células HUVEC
(in vitro) e formacdo de prolongamentos celulares em modelo ex vivo de fragmento de
aorta, além de reduzir a producdo de fator de crescimento endotelial (VEGF). Segundo os
autores desse trabalho, os efeitos de yCdcPLI na via PI3K/AKT podem ser correlacionados
com uma possivel interacdo entre o inibidor e PLA> enddgenas,levando a suas acoes
antitumoral, antimestdtica e antiangiogénica in vitro. Dessa forma, o inibidor yCdcPLI
demonstrou um valioso potencial bioquimico para o uso como modelo farmacolégico para
terapia antitumoral, abrindo perspectivas para sua utilizacdo como inibidor de PLA>s em

processos biol6gicos onde essa classe de molécula esteja envolvida.
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Ha um grande interesse farmacol6gico em certas moléculas com atividade anticancerigena
e seus derivados que demonstraram alguma reacdo contra alguns tipos de protozoarios
(KLINKERT et al 2006). Assim, varios desses agentes foram testados contra
tripanossomatideos e outros parasitas unicelulares (PEREZ et al 2008) Por outro lado, foi
levantada a hipotese de que a citotoxicidade apresentada por diferentes drogas antitumorais
contra parasitas protozoarios pode estar relacionada ao fato de que esses parasitas e células
cancerosas compartilham diversas semelhancas bioquimicas que afetam o metabolismo do
DNA, vias de proteinas quinases, glicose enzimas de catabolismo e metabolismo de
poliaminas (GANNAVARAM et al 2012 ). Além disso, o crescimento de parasitas
tripanossomatideos em seu hospedeiro e o de células cancerigenas apresentam pelo menos
duas caracteristicas comuns, sua capacidade mutua de rapida divisdo celular e algumas

estratégias de evasdao imune e defesa (Singh et al 2004).

Diante do importante papel de PLA> endogenas no parasitismo, principalmente na
leishmaniose, e do potencial inibitdrio do yCdcPLI ja demonstrados sobre diferentes tipos
celulares, o presente estudoteve como objetivo principal avaliar a capacidade
antiparasitaria do yCdcPLI sobre formas promastigotas de Leisnhamania (L.) amazonensis.
Estudos nessa area da biologia podem gerar novos conhecimentos e estratégias para o
desenvolvimento racional de novos farmacos capazes de tratar doengas cujas terapias

atuais trazem baixa eficacia e altos custos para a sociedade.
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Abstract

The neglected human diseases caused by Leishmania parasite are treated with drugs
associated with high toxicity and cost, parasite resistance and limited efficacy. Therefore,
the development of new strategies for treatment of the leishmaniasis is essential and snake
serums are natural compounds with potential to yield novel drugs. The aim of this study
was evaluating the effects of yCdcPLI, a phospholipase A: inhibitor from Crotalus
durissus collilineatus snake serum, on viability and parasite-macrophage interaction of
Leishmania (Leishmania) amazonensis promastigotes forms. Viability assay was
performed on macrophages and promastigotes cultivated in absence (control) or presence
of increasing doses of yCdcPLI (0.78-100 pg/mL) up to 24 h by MTT assay. For invasion
assay into macrophages, promastigotes were previously incubated for 1 h in presence (10
and 50pg/mL) or absence of yCdcPLI (control), and next were added onto monolayer
macrophages and incubated at 37°C in a CO2 incubator for 4h. The invasion assay was also
performed with macrophages previously incubated for 1 h in the presence or absence of
yCdcPLI. In addition, we evaluated the effect of yCdcPLI (10pg/mL) on the proliferation
of L. (L.) amazonensis amastigotes by 72 hours. Finally, we evaluated the interference of
the yCdcPLI in the cell cycle progression of promastigotes treated with the inhibitor.
vCdcPLI presented cytotoxic activity against promastigotes at 25, 50 and 100 pg/mlL,
reducing the parasite’s viability to 20%, 45% and 80%, respectively. Interestingly, the
phospholipase A: inhibitor reduced Macrophages C57 viability by only 30% at 50 pg/mL
concentration. YCdcPLI (10 and 50 pg/mL) interfered with the invasion capacity of
promastigotes (previously incubated with yCdcPLI) in peritoneal macrophages, causing
statistically significant reductions of parasites number. In addition, when the macrophages
were previously incubated with yCdcPLI the invasion parasite capacity also showed
significant reductions. yCdcPLI also interfered with the process of proliferation of
amastigote forms of the parasite and the treatment of promastigotes with yCdcPLI
(50pg/mL) promoted a significant arrest in G1 phase and decreased the percentage of
parasites at G2/M phase. Our results demonstrate that the yCdcPLI is an important tool for
the discovery of new targets on parasite, as well as an alternative compound to improve the

effectiveness of leishmaniasis treatment.

Key words: phospholipase A», Leishmania, Inhibitor, amastigote
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1. Introduction

Leishmaniasis is a set of complex and multifaceted syndromes, with different
clinical manifestations, caused by protozoa of the species of the genus Leishmania spp.[1].
It has a wide distribution worldwide, but most cases occur in the American, Asian, and
African continents. According to the Pan American Health Organization (PAHOS) [2],
leishmaniasis affected 18 countries in America in 2019, with Brazil being the country with
the most notifications, about 15,000 cases [2].

Leishmania can cause damage to skin, mucosa, and visceral organs. The main
forms are Cutaneous Leishmaniasis (CL), Diffuse Cutaneous Leishmaniasis (CLD),
Mucocutaneous Leishmaniasis (CML) and Visceral Leishmaniasis (LV) [3][4]. The most
common clinical form is cutaneous leishmaniasis (CL), while visceral leishmaniasis (VL)
is the most severe form and almost always fatal if left untreated [5].

Cutaneous leishmaniasis is a widespread tropical infection caused by numerous
different species of Leishmania protozoan that are transmitted by sandflies. Among them,
highlights the subspecies Leishmania (Leishmania) amazonensis, whichis an important
protozoan that affects skin, causing ulcers characteristic of cutaneous leishmaniasis [6] [7]
[8].

Drug therapy for all forms of leishmaniasis aims to ensure adherence to treatment,
alleviate symptoms caused by the disease, safely administer indicated medications, control
and/or minimize the occurrence of adverse effects [9]. Currently, therapy against
leishmaniasis is based on the use of five drugs: pentavalent antimonials, amphotericin B

and its liposomal formulation, miltefosine, paromomycin and pentamidine. Except for
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antimonial compounds, all other drugs were not initially developed with leishmanicidal
action. Furthermore, they are associated with serious deficiencies such as toxicity,
prolonged administration, and possible emergence of resistance by the parasite [10].

The complexity of leishmaniasis symptoms is largely a result of the parasite's
virulence, which among several actions can induce responses in the host cell, such as
changes in lipid metabolism that to lead to plasma membrane remodelling by membrane
phospholipid turnover, then modulating the process of adhesion and invasion of the
parasite [11]. In this context, studies have reported that the secretion of endogenous
phospholipases presents in protozoa such as Trypanosoma cruzi and L. (L.) amazonensis
increase the penetration of parasites into host cells [12][13][14][15].

Literature findings have demonstrated the role of different molecules with anti-
phospholipase action on leishmaniasis. Bordon and collaborators [16] assessed the
leishmanicidal effects of the phospholipase A> (PLAj) inhibitors, methyl arachidonyl
fluoronate, bromoenol lactone and aristolochic acid using in vitro and in vivo experimental
models. The mentioned inhibitors were cytotoxic to promastigote and amastigote forms of
L. (L.) amazonensis and were not toxic to peritoneal macrophages from BALB/c mice.
Moreover, the PLA; inhibitor bromoenol lactone decreased lesion size and skin parasitism
in infected BALB/c mice [16].

Borges et al. [17] demonstrated that anti-PLA>-BnSP-7 IgY antibodies from egg
yolks of hens immunized with BnSP-7, a LysPLA> isolated from Bothrops pauloensis
venom, were cytotoxic to Toxoplasma gondii tachyzoite and L. (L.) amazonensis
promastigotes, as well as they were able to decrease proliferation of both parasites treated
before infection and inhibited the invasion of promastigotes forms of L. (L.) amazonensis.
Additionally, anti-PLA>-BnSP-7 IgY antibodies recognized targets in L. (L.) amazonensis

and T. gondii extracts by ELISA and immunofluorescence assays [17].
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yCdcPLI, a PLA> inhibitor isolated from Crotalus durissus collilineatus snake
serum, has been explored for its therapeutic properties [18][19][20][38]. It was firstly
isolated, and chemically characterized as an oligomeric protein with 23kDa by monomer,
capable of inhibiting PLA»-induced biological activities such as edema and myotoxicity
[18]. yCdcPLI showed interesting antitumor and antiangiogenic properties, since it was
able to modulate important mediators of apoptosis pathways such as p53, MAPK-ERK,
BIRC5 and MDM2 and interfered in MDA-MB-231 breast cancer cells adhesion,
migration and invasion [19]. This protein blocked angiogenesis by decreasing vessel
formation in HUVEC cells in vitro and formation of cell extensions in an ex vivo model of
aortic fragment. In addition to reducing the production of endothelial growth factor
(VEGF), the yCdcPLI interfered in PI3K/AKT pathway, suggesting a possible interaction
between the inhibitor and endogenous PLAs [19].

There is pharmacological interest in certain molecules with anticancer activity and
their derivatives that have demonstrated some reaction against some types of protozoa
[20]. Thus, several of these agents have been tested against trypanosomatids and other
unicellular parasites. [21] On the other hand, it was hypothesized that the cytotoxicity
presented by different antitumor drugs against protozoan parasites may be related to the
fact that these parasites and cancer cells share several biochemical similarities that affect
DNA metabolism, protein kinase pathways , glucose catabolism enzymes and polyamine
metabolism [22]. In addition, the growth of trypanosomatid parasites in their host and that
of cancer cells have at least two common characteristics, their mutual ability to rapidly
divide cells and some strategies of immune evasion and defense [23]

Currently, a very interesting review demonstrated the potential therapeutic targets
in leishmaniasis [24] This study as well as others showed different proteins in Leishmania

parasites, among them PLA»s and phospholipase C (PLC), which can be involved in
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Leishmania  parasites  virulence and maintenance in  vertebrate  hosts
[161[25][26][271[28][29][30]

Since endogenous PLAjs can be involved in parasite virulence and maintenance in
vertebrate hosts, they can be considered as a possible target for studies that aim to better
understand the parasite infection process in leishmaniasis. Thus, the present study aimed to
demonstrate, for the first time, the cytotoxicity effects of yCdcPLI on proliferation and
infectivity of L. (L.) amazonensis promastigotes.The results of this study can open novel
windows for investigating in depth the pathogenesis of the parasitic disease, as well as for

the development of new therapeutic approaches for leishmaniasis.

2. Material and methods
2.1 C. d. collilineatus serum and Bothrops pauloensis crude venom

The serum of C. d. collilineatus was obtained from specimens maintained in the
Reptiles Sector of the Federal University of Uberlandia, Minas Gerais, Brazil. This
serpentarium was registered in the Brazilian Institute of Environment and Renewable
Natural Resources — IBAMA (n° 301286). The snake blood was collected periodically, and
the serum was obtained by centrifugation at 5000 g for 10 min at 4°C. The serum was
stored at -20°C. Bothrops pauloensis crude venom was collected from snake kept at the
Ceta serpentarium, Animal Toxin Extraction Center, Ltda. — CNPJ: 08.972.260/0001-30,
Morungaba, SP, Brazil. This serpentarium has obtained proof of IBAMA registration and

use of renewable natural resources (n° 2,087163).

2.2 Isolation of PLA: inhibitor from C. d. collilineatus serum (yCdcPLI)
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PLA; inhibitor was purified from C. d. collilineatus serum by two sequential
chromatographic steps. First, 98 mg of serum was dissolved into 1 ml 0.05 M sodium
phosphate buffer (pH 6.5) containing 0.2 M NaCl and applied on a Q-Sepharose column
(GE Healthcare - United Kingdom) previously equilibrated with the same buffer. Fractions
(Q1 to Q5), eluted with 0.05 M sodium phosphate buffer (pH 6.5) with crescent
concentrations of NaCl (0.2 M, 0.35 M, 0.5 M, and 0.7 M) at a flow rate of 12 ml/h at room
temperature, were monitored at Abs 280 nm (spectrophotometer Ultrospec 1000 UV/visible,
Pharmacia Biotech -United States). Fractions were lyophilized and stored at -20°C.

Q4 fraction (8,5 mg) with inhibitory activity on phospholipases A» (data not shown)
was further submitted to an NHS Hitrap (N-hydroxysuccinimide) affinity column
immobilized with PLA> BnSP-7 [18]. Affinity column was equilibrated with 10 mM Tris-
HCI buffer (pH 7.5), and the inhibitor was eluted, with 100 mM glycine-HCI buffer (pH
2.0). Fractions of 1 ml/tube were collected at a flow rate of 0.1 ml/min using an AKTA
prime plus (Amersham Biosciences - United Kingdom). pH of the eluted samples was
immediately adjusted with 1 M Tris-HCI buffer (pH 8.0).

The protein concentration was determined using Bradford (1976) assay and the
homogeneity of protein was assessed by 12.5% Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide

Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) according to Laemmli (1970) [31].

2.3 Inhibition of PLA: activity

The PLA; assay was determined according to De Haas and Postema (1968) [32].
Phospholipase activity was measured using egg yolk as a substrate in the presence of 0.03
M sodium deoxycholate and 0.6 M CaClz. To evaluate the inhibitory effect of yCdcPLI on

PLA> activity, the inhibitor YCdcPLI was incubated with B. pauloensis venom at different
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venom:yCdcPLI (m/m) ratios for 30 min at 37°C. Results were in triplicate and expressed

in mEqNaOH/mg/min.

2.4 Cell culture and parasite maintenance

Immortalized bone marrow-derived macrophages from C57BL/6mice
(macrophages C57) were obtained using the protocol described by ARAUJO et al. [33]
Leishmania (L.) amazonensis promastigotes (IFLA/BR/67/- PH8) were maintained in
Brain Heart Infusion—HiMedia medium supplemented with 10% fetal bovine serum
(Cultilab, Campinas, Brazil), 100 mg of gentamicin/mL and 2 mM L-glutamine
(GibcoBRL, Life Technologies, New York), at 26°C. Promastigotes in the stationary phase

(metacyclic) were used in the experiments.

2.5 Cellular viability in promastigote forms of L. (L.) amazonensis

Cytotoxicity assays in the presence or absence of yCdcPLI were performed on
promastigote forms by the MTT assay. Promastigotes (1 x 10°parasites/well) were placed
in 96-well culture plates and incubated in two fold serial dilution of yCdcPLI from 100 to
0.781 pg/mL for 24 h at 23 °C. Control parasites were incubated negatively with PBS.
After 24 h, promastigotes were incubated with 5 mg/mL MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) for 3 h at 37 °C. Formazan crystals were dissolved
by adding 100uL of PBS containing 10% SDS and 0.01 M HCI and after 18 h, the
absorbance was measured in a multi-well scanning spectrophotometer
(MultiskanGO,Thermo Scientific) at 570 nm. Three independent experiments were

performed in quadruplicate.
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2.6 Cellular viability in macrophages C57

Cell viability in the presence of the inhibitor yCdcPLI was evaluated in
macrophages C57 by a colorimetric assay, based on the mitochondrial oxidation of the
MTT reagent (3-[4,5- dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; thiazolyl
tetrazole). Briefly, cells were cultured in 96-well plates (3 x 10* cells / 200 pl / well) in
complete medium for 24 h at 37 °C and 5% CO». Then, cells were treated with different
concentrations of yCdcPLI (100 pg/mL to 0.781 pg/mL) by serial two fold dilutions in
RPMI 1640 medium. After 24 h, supernatants were discarded and 10 pL of MTT (5
mg/mL) and 90 pL of 10% FBS medium were added to each well for 3 h, under the same
culture conditions. Subsequently, formazan crystals were dissolved by adding 100uL of
PBS containing 10% SDS and 0.01 M HCI and, after 18 h, the optical density was
determined at 570 nm on a plate reader. Results were expressed as the percentages of
viable cells in relation to untreated control (100% viability). This assaywas performed in

triplicate.

2.7 Cell cycle analysis

Cell cycle was analysed by quantifying the DNA content as previously described
Crissman et al [34] and Krishan et al [35]. Exponentially growing promastigotes of
Leishmania (L) amazonensis (1.0 x 10° cells/well) were plated in 96-well micro-plates and
were treated with yCdcPLI (10 and 50 pg/mL) or culture medium (control group) for 24 h
at 27 °C. Then, cells were harvested and fixed in 70% ethanol overnight at 4 °C. To ensure
that only the DNA was stained, cells were incubated with RNase A (100 pg/mL) and

propidium iodide (PI) (10 pg/mL) in the dark for 45 minutes at 37 °C. Cell cycle was
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analysed by a FACSCantoll (BD), and the data were obtained using FlowJo software

(version 7.6.3).

2.8 Invasion assay

Macrophages C57 (5 x 10° cells/well) were cultured in a 24-well plate containing
13 mm coverslips in each well. After adhesion, the cells were submitted to two distinct
experimental models: (i) macrophages C57 were pre-treated or not with 10 and 50 pg/mL
of yCdcPLI for 24 h, and then infected with L. (L.) amazonensis promastigotes,with a
multiplicity of infection (MOI) of 10 parasites per 1 cell, for 4 h at 26°C; (ii) Promastigotes
forms of L. (L.) amazonensis (with a MOI of 10:1) were pre-treated or not with 10 and 50
pg/mL of yCdcPLI for 1 h, and allowed to invade the cells for 4 hat 26°C. For both
protocols, cells were fixed with Bouin’s solution (HT10132 Sigma Aldrich) and stained
with Giemsa (1:20 — P3288 Sigma Aldrich) [33]. Finally, the coverslips were analysed
under a light microscope to assess the following parameters: number of cells with invaded
parasites and total number of parasites invaded to these cells in a total of 200 cells
examined randomly. Three independent experiments were performed in triplicate for each

treatment approach.

2.9 Statistical analysis

Data are expressed as mean * standard deviation (S.D.) of experiments performed
at least three times in triplicate. All data were first checked for normal distribution.

Significance differences were determined by one-way ANOVA, two-way ANOVA with
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multiple comparisons of Bonferroni test, (GraphPad Prism Software version 6.01). Data

were considered statistically significant at p<0.05.
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3. Results and Discussion

3.1 Isolation of PLA: inhibitor from C. d. collilineatus serum (yCdcPLI)

In the present work, we described for the first time the antileishmanial effects
induced by yCdcPLI isolated from C. d. collilineatus snake serum. Initially, we isolated
yCdcPLI according to Gimenes and colleagues [18] by two chromatography steps by ion
exchange chromatography on Q-Sepharose and by affinity column NHS Hitrap (N-
hydroxysuccinimide) immobilized with the PLA> BnSP-7 (Figs. 1A and 1B). Affinity
chromatography has been employed by other authors to isolate different classes of
inhibitors [36][37]. The success of this method is related to the specificity and purity of the
isolated proteins [34];[35];[36];[37];[18]).

The fractionation of C. d. collilineatus (Cdc) serum on a Q-Sepharose Fast Flow
column produced five major protein peaks, called Q1 to Q5 (Fig. 1A). The inhibitory effect
of all fractions on PLA; activity was assayed (data not shown). The Q4 fraction, showed
the best inhibition level (data not shown). Then, Q4 fraction was subjected to an affinity
column of NHS Hitrap (N- hydroxysuccinimide) immobilized with PLA; BnSP-7,
resulting in two fractions, NHS-1 and NHS-2 (Fig. 1B). NHS-2 fraction, which contains
the yCdcPLI, showed homogenous with a unique peak and a single band with a Mr of
approximately 23kDa (Fig. 1C). This protein represented 0,5% of the Cdc serumandwas
able to inhibit 58.25% the PLA; activity induced by B. pauloensiscrude snake venom at
ratio 1:5 (B. pauloensis venom: yCdcPLI, m/m) (Fig. 1D). This capacity of yPLIs in
inhibiting PL Aractivities has already been described in the current literature. Oliveira et al
[35] showed that the yBjussuMIP isolated from B. jararacussuplasmawas able to inhibit

edema, myotoxic, cytotoxic and bactericidal effects induced by bothropic PLA»s. Gimenes
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and colleagues [18] showed the efficiency of the inhibitoryCdcPLI against acidic and basic

Asp-49 PLA>s (BpPLA»-TXI and BthTX-II, respectively).

3.2 yCdcPLI decreases the viability of promastigotes forms of L. (L). Amazonensis and

macrophages C57

The viability assays were performed on macrophages and promastigotes forms
cultivated in absence (control) or presence of increasing doses of yCdcPLI(0.78—100
ug/mL) for24 h by MTT assay. We observed significant cytotoxicity differences between
the control and 25 to 100 pg/mL (p<0.05, Fig. 2A) on promastigotes viability. At 25, 50
and 100 pg/mL we obtained 80%, 45% and 20% of parasite's viability, respectively. We
did not observe statistical difference between the lowest concentrations in relation to
control. These results suggest that there is an ideal concentration to cause a better effect on
promastigote forms of L. (L.) amazonensis.

yCdcPLI reduced the viability of macrophages C57 by only 30% at 50 pg/mL
concentration (Fig. 2B). The result showed that yCdcPLI was more cytotoxic to
promastigotes forms at 50ug/mL, when compared to macrophages at the same
concentration (Fig. 2C). Antileishmanial activity induced by PLA> inhibitors has been
described in the literature. Alvarez and collaborators [39] showed the anti-proliferative
effect induced by Imidazolidin-2-one derivatives compounds against L. (L).infantum
promastigotes. The most active derivative Imidazolidin-2-one showed an important activity
(ICso = 9.9 pM) against the clinically relevant stage of parasites in comparison with
Glucantime® (ICsp = 464.5 pM); and did not induce toxicity on human fibroblast cells

(ICs0 = 102 pM). This same study suggested that imidazolidin-2-one compounds have a
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direct antiparasitic effect through a perturbation of phospholipid membrane homeostasis
and by inhibiting the parasite protein kinase C (PKC), an important enzyme that regulates
early events of the parasite-macrophage interaction process [38]. Another study
demonstrated that the compounds Bromoenol lactone an inhibitor of calcium-independent
PLA;, and methyl arachidonyl fluorophosphonate, which is a selective and irreversible
inhibitor of cytosolic PLA»and calcium-independent PLAzinduced cytotoxicity to 50% of
promastigote forms of L. (L.) amazonensis at 15.1 + 3.7 uM and 50.5+7.8uM, respectively.
Moreover, these PLA; inhibitors did not also induce cytotoxicity to peritoneal
macrophages [16], similarly this effect was also observed by yCdcPLI up to 25ug/mL

(Figs. 2B and 2C).

3.3 yCdcPLI promoted cell cycle arrest in Glphase and reduction in G2/M phase in

promastigote forms ofL.(L.) amazonensis

Our previous results demonstrated that yCdcPLI was able to interfere in
parasite'sviability. Thus, we aimed to assess the impact of YCdcPLI treatment on cell cycle
progression of promastigotes forms of L. (L.) amazonensis. Promastigotes were treated or
not with 10 and 50 pg/mL of yCdcPLI for 24 hours, and the DNA content was analysed by
flow cytometry. Our results demonstrated that yCdcPLI promoted a significant
augmentation in the G1 phase at 50 pg/mL and decrease in the G2/M phase at 24 h post-
treatment (Fig. 3A). The proportion of cells in G1 phase increased from 50% in control to
60% and decrease from 20% in control to 5% in the G2 phase after treatment with
yCdcPLI at 50pg/mL, respectively (Fig. 3). Treatment with 50 pg/mL of yCdcPLI

probably caused a variety of reactions (needs more studied) that allowed a significant
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reduction (compared to the control) of the (S) phase of DNA synthesis, which
consequently significantly altered the next phase (G2) marked by the synthesis of proteins
that they will be needed for the next phase of the cycle and by the duplication of organelles
and in the (M) phase mitosis and subsequent cytokinesis [39].

Thus, we suggest that the accumulation of cells in G1 phase observed when
promastigotes were treated with yCdcPLIcould be inducing cell cycle arrest by affecting
certain cell cycle regulatory proteins.After DNA damage, cell cycle checkpoints can
prevent progressionto the next phase of the cell cycle until the damage isrepaired, thus
ensuring that mutations resulting from DNAdamage are not passed on to daughter
generations [40] [41].Corroborating with our data, similarly findingshave been
demonstrated by other natural or synthetic compoundswith antileishmanial activities

against different genus of Leishmania [42][43][44]

3.4 yCdcPLI interferes directlyin theinfective capacity of promastigote forms and

modulates the host cell environment

In order to gain insights into the anti-Leishmania activity of yCdcPLI, we verify the
capacity of this protein to interfere in the parasite's ability to invade the host cells. For this
purpose, we assessed whether YCdcPLI would be able to target the parasites and/or the
cells, by the treating of the promastigotes and macrophages before infection. Our data
showed thatthe pre-treatment of promastigote forms of L. (L.) amazonensis with yCdcPLI
(10 and 50 pg/ mL) for 1h reduced the number of intracellular parasites, as well as the
percentage of infected cells in comparison with the untreated control group (p<0.05; Figs.
4A and 4B). Moreover, the previously treatment of macrophages C57 with both
concentrations of yCdcPLI also impaired the parasite's capacity to invade host cells by a

reducing in the percentage of parasite-infected macrophages C57 (p<0.05; Fig. 4B), and
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consequently decreased the number of invaded parasites when compared to the control

group (p<0.05; Fig. 4A).

Several prokaryotic and eukaryotic pathogens produce PLA>s that not only function
as an important virulence factor, but also have been associated with the penetration process
responsible for entering into host cells and implicated in many intracellular mechanisms
[11]

Thardinand colleagues [45] reported the role of parasite and host cell
phospholipases in eicosanoid production by mouse peritoneal macrophages during T.gondii
invasion. The authors showed that the pre-treatment of tachyzoites with PLA> inhibitors
(e.g., 4-p-bromophenacyl bromide and quinacrine), in the absence of calcium in the culture
medium, culminated in a reduction of parasite invasion into macrophages. Moreover, the
activities of the cyclooxygenase and lipoxygenase pathways were down modulated when
macrophages were pre-treated with these PLA> inhibitors, which led the authors to suggest
that the parasites activated the host cell phospholipase A> [46].

Leishmania spp. are intracellular protozoans capable of scavenging
glycerophospholipids from host cells and degrade them via the activity PLA>, suggesting
that these parasites can remodel exogenous lipids into their own via the Lands cycle
[47][48][49][50][11]. Degrading activities of PLA»s were also reported in L. major, and
they could be involved in the biosynthesis of lipophosphoglycan, the main macromolecule
on the surface of the procyclic promastigotes [51] The modification of phospholipids
composition of infected macrophages has been described, with increasing levels of
lysophosphatidylcholine, an effect that may reflect indirectly, the action of

endogenous/parasite PLA> on the macrophage [52]
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Passero and colleagues [53] demonstrated that macrophages infected with L. (L.)
amazonensis treated with PLA> had more intracellular amastigotes when compared to the
control group. Furthermore, this study showed an association between intracellular
parasitism and PGE2 production by infected macrophages.

The involvement of PLA> can be considered an additional mechanism by which L.
(L.) amazonensis parasites infect, modulate inflammation and persist in the host,
suggesting that the inhibition of this molecule can bring elucidation about important targets
about the parasite and host interaction [52][53][54][55][56]. In this way, these findings are
in accordance with our work, which can bring new antileishmanial approaches to
understanding the role endogenous or parasite PLA>s in parasitism.

In summary, our data indicate that yCdcPLI has a direct effect on parasites, since
that this protein was highly toxic against promastigote forms, culminating in a reduction of
the parasite invasion rate. Even though the mechanism of action of yCdcPLI appears to
target the parasites, an additional and non-exclusive hypothesis to explain the impact of
this inhibitor against L. (L.) amazonensis could involve the modulation of the host cell
environment, since that previously treatment of macrophages also impaired the parasite

infection.

4. Conclusion

The present study demonstrated, for the first time, the antileishmanial effects of
yCdcPLI, a PLA: inhibitor isolated from C. durissus collilineatus snake serum against
L.(L.) amazonensis. yCdcPLI was cytotoxicity against the parasites, probably induced
changes in its life cycle and interfered in the invasion of parasite into host cells. Thus, our

results provide evidence of the potential use of PLA inhibitors as interesting approaches to
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study the pathogenesis of infectious diseases, as well as a model for the discovery of
relevant targets in parasites and/or host cells for the design of new compounds capable of

treating parasitic illness.
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Figure 1: Isolation of yCdcPLI from C. d. Collilineatus snake serum. (A) 98 mg of lyophilized
serum was dissolved in 1 ml of 0.05 M sodium phosphate buffer (pH 6.5) containing 0.2 M NaCl,
applied to ion exchange chromatography (Q-Sepharose), equilibrated and eluted with buffer 0.05 M
sodium phosphate with different NaCl concentrations (0.2M, 0.35M, 0.5M and 0.7M) at a flow rate
of 12.0 ml/ha 25 C. (B) NHS-Hitrap affinity chromatography (N- hydroxysuccinimide) coupled
with BnSP-7 of Q4 fractionn (8,7 mg) in (Buffer A: 10 mM Tris-HCI buffer, pH 7.5; Buffer B: 100
mM glycine-HCI buffer, pH 2.0). (C) 12.5% (w/v) SDS-PAGE of yCdcPLI: MW: Molecular
weight markers (250 kDa, 130 kDa, 100 kDa, 70 kDa, 55 kDa, 35 kDa, 25 kDa and 15 kDa). The
array indicates the isolated protein. (D) PLA> activity inhibition, (B. pauloensis venom: yCdcPLI,
1:5,w/w).NHS-2 fraction (0,5 mg) contains the yCdcPLI inhibitor, according to Gimenes et al
[18].Statistical analyses: value sigficantly different from control was indicated by p<0,01(**) (Fig.
1D)
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Figure 2: Effects of yCdcPLI inhibitor on the viability of Macrophages C57 and L.(L) amazonensis
promastigotes. For the positive controls of viability, cells and parasites were treated only with
RPMI and LIT medium, respectively. (A) L.(L) amazonensis viability assay with yCdcPLIinhibitor
treatments ranging from 0.781 to 100 pg/mL for 24 hours. (B) Cell viability of macrophages C57
with yCdcPLI treatments (ranging from 0.781 to 50 pg/mL) for 24 hours. Significant differences
between the positive control of viability and the treatments with yCdcPLI (*p < 0.05; One-way
ANOVA).
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Figure 3: Effects ofyCdcPLI on L. (L.) amazonensis cell cycle. yCdcPLI promoted a significant
augmentation in the G1 phase at 50 pg/mL and decreased the cell percentage in the G2/Mphase at
24 h post-treatment. Data are expressed as mean + standard deviation. Significant differences were
determined using one-way ANOVA and Tukey's multiple comparisons test. Differences were
considered statistically significant when*p<0.05 and **p < 0.005 when compared with the control.
Experiments were performed at least three times independently in triplicates.
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Figure 4: Effect of yCdcPLI on the invasive capacity of L.(L.) amazonensis promastigotes in
macrophages C57. (A) Total number of intracellular parasites. (B) Percentage of invaded cells in a

total of 200 cells examined randomly. (n=3). *Statistically significant difference (p<0.05)
compared with the control.



