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RESUMO
A Leishmaniose ¢ uma doenga negligenciavel na qual a busca por novos agentes terapéuticos
¢ de grande relevancia. Assim, este estudo objetivou analisar a interferéncia da toxina PLA,-
BnSP-7 isolada da pegonha de Bothrops pauloensis na interagdo de Leishmania (Leishmania)
infantum com macrofagos de linhagem RAW264.7. Ensaios de citotoxicidade em parasitos e
macrofagos cultivados em presenca da PLA, revelaram valores de ICso de 33,52ug/mL e
17,56ug/mL, respectivamente. Para avaliar a interferéncia da PLA, na interacdo parasito-
hospedeiro foram avaliadas duas abordagens de tratamento do macréfago, tanto no processo
de invasdo quanto no de proliferacdo. Na primeira abordagem macréfagos tratados por lh
com PLA, foram incubados com parasito apdés a remoc¢do da toxina, sendo observada
reducdes de 54% e 51% nos indices de infectividade, para invasdo e proliferacdo,
respectivamente. Na segunda abordagem macrofagos tratados com PLA, por lh foram
incubados com parasito em presenca de toxina, sendo observada redugdes de 55% e 32% nos
indices de infectividade, para invasdo e proliferagdo, respectivamente. Esses resultados
demonstram o potencial da PLA,-BnSP-7 em atuar como prototipo para o desenvolvimento

de novos agentes terapéuticos para leishmaniose.

Palavras-chave: Leishmania (Leishmania) infantum, infectividade, PLA,-BnSP-7.



vii

SUMARIO
1. INTRODUGAOQ ..ottt s s s sttt s sttt bttt esn st sstesaes 1
2. MATERIAIS E METODOS ......ocouiiieimieierisesssssesssessssssssessssssssssssssesssssssssesssssssnns 12
2.1 PECONNA ..o re e e araeea 12
2.2 Obtengao da PLA-BNSP-7......oooiiieeeeeeee e e 13
23 Confirmag¢ao da homogeneidade da PLA,-BnSP-7: Eletroforese com agentes
desnaturantes SDS-PAGE 12,5%0 ettt ettt ettt seeaaaeee e e e s e s 13
2.4  Cultura de promastigotas de Leishmania (Leishmania) infantum ..................cc.......... 14
2.5 Cultura de macrdofagos de linhagem RAW 264.7 ......ooovviiiiiiiiiiiiiicieeeceeee e 15
2.6 Efeito citotdxico da PLA2-BNnSP-7 ..o 15
2.6.1 Para as formas promastigota de Leishmania (Leishmania) infantum ..............ecooveecoveee.. 16
2.6.2  Para 0s macrofagos de inhagem RAW 264.7.....oow..ooeeeeeooeeeeeeseeeeeseeeeeeeseeeesseeeeesseeensenee 16
2.7  Determinagdo das concentragdes inibitorias de 50% da viabilidade (ICso)................. 16
2.8  Efeito da PLA,-BnSP-7 na interagdo parasito-hospedeiro (modelo in vitro).............. 17
2.8.1  Tratamento dos macréfagos com @ PLAy-BASP-T .......ooceooveeeeeroeeeesoeeeeeeseeeeeeseeeesseeensenee 17
2.8.2  Ensaio de invasdo em macrofagos de linhagem RAW 264.7 .....oveeeooveeeoereeeereeeeoseseerseeeessennes 17
2.8.3  Ensaio de infectividade (proliferacio) em macréfagos de linhagem RAW 264.7................ 18
2.9 ANALISES @StAtISTICAS ..eeuviruieriiiieiieiiet ettt sttt 18
3. RESULTADOS ...ttt sttt ste e st s e stesaestesbesbestesbasbaesesbesbasssssesaessessassesssesens 19
3.1 Obtencgdo e confirmagdo da homogeneidade da PLA,-BnSP-7........ccccooviiiiiiiiennnnne. 19
3.2 Efeito da PLA,-BnSP-7 na viabilidade de promastigotas de L. (L.) infantum e
MACTOTAZOS RAW 26047 ..ottt ettt ettt et et e e e baeeateenbeennnas 20
33 Efeito da PLA,-BnSP-7 na interagdo parasito-hospedeiro in vitro: invasao/proliferacao
22
4. DISCUSSAQ ...ttt sttt 29
5. CONCLUSAOQ .....coovtiititertiseeies sttt 36

6. REFERIENCIAS .....ooooeoeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e s esesesasesessessssasesasesssesesssasesssssesesessssssssasasesessasaes 37



viii

LISTA DE TABELAS
Tabela 1. Classificagdo taxonomica do género Leishmania encontrado em humanos............. 3
Tabela 2. Efeitos farmacologicos e terapéuticos de toxinas isoladas de Bothrops pauloensis..9
Tabela 3. indice de infectividade quanto a invasdo de formas promastigota de Leishmania
(Leishmania) infantum em macréfagos RAW 264.7 tratados com PLA,-BnSP-7.................. 25
Tabela 4. Indice de infectividade quanto a proliferagio de formas promastigota de

Leishmania (Leishmania) infantum em macréfagos RAW 264.7 tratados com PLA,-BnSP-7



X

LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Areas com transmissdo de Leishmaniose Visceral (LV) no Brasil .............cccceo....... 2
Figura 2. A - Inseto flebotominio fémea transmissor do parasito Leishmania. B - Formas
promastigota do parasito Leishmania. C - Formas amastigota do parasito Leishmania............ 4
Figura 3. Ciclo de vida da LeiSAMANIQ ..............ccccovevoiiniiiiiiiiniiiiiieeeee et 6
Figura 4. Estrutura da PLA,-BnSP-7, uma PLA,-Lys49 dimérica, isolada da peconha de
BORTOPS PAULOCTISTS ...ttt ettt ettt e et e e e sabeesaesesa e 11
Figura 5. A. CM-Sepharose Fast Flow da pegonha bruta de B. pauloensis. B. Cromatografia
RP-HPLC da fragdo CM5b. C. Eletroforese em gel de poliacrialamida SDS-PAGE 12,5% da
purificac@o da PLA2-BNSP-7 ....c.ooiiieieeeeeee ettt 20
Figura 6. Efeito da PLA,-BnSP-7, apés 72h de incubagdo, em formas promastigota de
Leishmania (LeiShmania) iMfANTUIML ..............ccueecuieeieeiiieeiieeieeeieeeeeeeiee e sieesaeesseeseseeseeseseenne 21
Figura 7. Efeito da PLA,-BnSP-7, apos 4h e 24h de incubagao, em macrofagos RAW 264..22
Figura 8. Efeito da PLA,-BnSP-7 na interacdo de Leishmania (Leishmania) infantum com
MACTOTAZOS RAW 26047 ..ottt ettt ettt et st e et e et eebaeeaaeenseesnnas 23
Figura 9. Microscopia Optica de macrofagos RAW 264.7 infectados com promastigotas de
Leishmania (L.) infantum (ensaio de INVASA0) .......cceeeuieruierieeriienieeieeeieesiee e eieesreeseeseneenne 27
Figura 10. Microscopia Optica de macrofagos RAW 264.7 infectados com promastigotas de

Leishmania (L.) infantum (ensaio de proliferago).........ccceevueerieriiieniieniiienieeie e 28



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
COX — cicloxigenase
CR — Receptor do complemento
ICso — Concentragao inibitoria de 50%
IL- — Interleucina-
INF-y — Interferon gama
iNOS — 6xido nitrico-sintase induzida
LIT — Liver Infusion Triptose
LPS — lipopolissacarideo
LV — Leishmaniose Visceral
MTT - (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide)
NO - 6xido nitrico
OMS — Organizagdo Mundial da Satude
PBS — Tampao fosfato salino
PLA; — Fosfolipase A,
SDS — Dodecilsulfato de sddio
SFB — Soro fetal bovino
TGF-p — Fator de transformacdo do crescimento beta
Th1 — T helper cells (células T auxiliares de tipo 1)
Th2 — T helper cells (células T auxiliares de tipo 2)

TNF-a — Fator de necrose tumoral alfa



1. INTRODUCAO

As Leishmanioses sdo antropozoonoses que representam um complexo de doengas
causadas por protozoarios do género Leishmania. A doencga estd entre as mais negligenciadas
do mundo, afetando largamente a populacdo, principalmente nos paises em desenvolvimento.
Mais de 350 milhdes de pessoas no mundo estdo expostas ao risco de contrair esta doenca e
estima-se que ha cerca de 1,3 milhdes de novos casos das diferentes formas clinicas ao ano
(WHO; 2015).

A Leishmaniose pode apresentar diferentes formas clinicas, as quais se diferenciam pelos
aspectos da doenca, podendo acometer pele e/ou mucosas (Leishmaniose Tegumentar) e
orgdos e tecidos internos (Leishmaniose Visceral ou Calazar) (NEVES, et al., 2011).

A Leishmaniose Visceral (LV), também conhecida como Calazar, ¢ uma forma clinica
que apresenta ampla distribuicdo mundial, ocorrendo em 70 paises nos quatro continentes, a
maioria dos quais classificados como paises em desenvolvimento. Nesses locais existem cerca
de 200 milhdes de pessoas expostas ao risco de contrair a doenga (NEVES, et al., 2011).

A LV ¢ uma doenga cronica, grave, de alta letalidade se ndo tratada, e que apresenta
aspectos clinicos e epidemiologicos diversos, caracteristicos de cada regido onde ocorre.
Estima-se uma incidéncia anual de 300 mil novos casos, dos quais cerca de 90% estdo
concentrados na India, Bangladesh, Nepal, Sudao do Sul, Etiépia e Brasil (NEVES, et al.,
2011). Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), esta doenca ¢ responsavel pela
morte de milhares de pessoas em todo o mundo (cerca de 60 mil por ano), principalmente
criangas, sendo classificada como a terceira enfermidade transmitida por vetores mais
relevante da atualidade (WHO, 2010).

No Brasil, dados da OMS relatam a ocorréncia média de aproximadamente 3.500 novos

casos por ano, sendo que mais de 50% deles ocorrem em criangas menores de 10 anos. Desde



o advento de infeccdes pelo HIV e o aumento do uso de imunossupressores para transplante e
quimioterapia, cerca de metade dos casos na Europa ocorrem agora em adultos.

Mais de 90% dos casos de LV relatados na América Latina ocorrem no Brasil,
especialmente na regido Nordeste. A doenga ¢ registrada em todas as regides do pais, sendo a
regido Sul a que apresenta menor niimero de casos notificados (Figura 1). Embora seja
tipicamente rural, a doenga pode ser adquirida em vilas ou em suburbios de grandes cidades,

onde as condi¢cdes ambientais sejam favoraveis para o desenvolvimento do vetor.

Classificagio

Sem casos (4.231)
Tranzmizzdo ezporadica (1.062)
Transmissdo moderada (127}
Transmizsdo intenza (150)

Figura 1. Areas com transmissio de Leishmaniose Visceral (LV) no Brasil. Estratificagio dos casos de
Leishmaniose Visceral segundo municipio de residéncia e casos de 2013 a 2015. Fonte:

(http://portalarquivos.saude.gov.br/images/pdf/2017/marco/03/LV-Graficos-e-Mapas.pdf)



A identificagdo e classificacdo taxonomica do género Leishmania foi por muito tempo
baseada nos aspectos clinicos apresentados pela doenga. Com o passar do tempo, foram
introduzidos parametros bioldgicos, epidemioldgicos e de distribuicdo geografica, associados
aos aspectos clinicos. Em 1987, as linhagens de Leishmania que parasitam o homem foram
classificadas em dois subgéneros (Leishmania e Viannia), de acordo com a sua localizagdo no
inseto vetor, a saber: subgénero Leishmania, quando o parasito se desenvolve no intestino
anterior ¢ médio do vetor; e subgénero Viannia quando o parasito se desenvolve na regido
posterior do intestino do inseto vetor (LAINSON; SHAW, 1987). Viannia sdo encontradas
somente no Novo Mundo, € Leishmania sdao encontradas no Velho Mundo e no Novo mundo.
A tabela 1 apresenta as espécies de Leishmania que parasitam humanos no Velho Mundo e no
Novo Mundo, separados de acordo com seu subgénero Leishmania ou Viannia € o seu
tropismo em relagdo ao corpo do hospedeiro. Esse tropismo serd o responsavel pelo tipo de

Leishmaniose causada, Visceral, Tegumentar ou Mucocutanea (WHO, 2010).

Tabela 1. Classificagdo taxondmica do género Leishmania encontrado em humanos. Fonte modificada de WHO
(2010).

Espécies de Leishmania encontrada em humanos

Subgénero L. (Leishmania) L. (Leishmania) L. (Viannia) L. (Viannia)
L. donovani L. major
L. infantum L. tropica
Velho mundo L. killicki “
L. aethiopica
L. infantum
L. infantum L. infantum L. braziliensis L. braziliensis
L. mexicana L. guyanensis L. panamensis
L. pifanoi L. panamensis
L. venezuelensis L. shawi
Novo Mundo L. garnhami * L. naiffi
L. amazonensis L. lainsoni
L. lindenbergi
L. peruviana
L. colombiensis "
Principal tropismo  Viscerotropismo  Dermotropismo  Dermotropismo  Mucotropismo

* Status da espécie estd em discussdo
b o~ n . . . ~
Posigdo taxondmica esta em discussio



Nas Américas, a LV € causada pela Leishmania (Leishmania) infantum e ¢ uma zoonose
que envolve animais silvestres e domésticos, como os canideos, que atuam como
reservatdrios, € o homem, acometendo principalmente, o bago, o figado, o linfonodo e a
medula 6ssea.

A transmissdo da Leishmaniose ocorre pela picada de insetos hematéfagos pertencentes
ao género Lutzomya, comumente conhecidos no Brasil por mosquito-palha, birigui e tatuquira
(Figura 2A). A Leishmania possui duas formas principais: uma flagelada ou promastigota
(Figura 2B), que se encontra livre no sistema digestdrio do inseto vetor e a forma contendo
flagelo internalizado ou amastigota (Figura 2C), parasito intracelular obrigatério das células
do sistema fagocitico mononuclear, encontrada nos tecidos dos hospedeiros vertebrados

(BRASIL, 2007).
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Figura 2. A - Inscto flebotominio fémea transmissor do parasito Leishmania. B - Formas promastigota do
parasito Leishmania. C - Formas amastigota do parasito Leishmania.
Fontes: A. Foto de Ray Wilson, Liverpool School of Tropical Medicine. (doi:10.1371/image.ppat.v05.i08).

B. (http://fpslivroaberto.blogspot.com.br/2009/12/parasitas-leishmania-spp-e-leishmaniose.html).

C. (http://www.ufrgs.br/para-site/siteantigo/Imagensatlas/Protozoa/Leishmania.htm)

A forma promastigota sofre alteracdes e se torna altamente virulenta ap6s sua migragio
para a probodscida do inseto vetor. Assim, apos o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado,

essas formas altamente virulentas invadem os macrdéfagos e formam vacuolos parasitoforos



(fagossomos). Estes por sua vez, ao se fundirem com os lisossomos do macréfago, formam os
fagolisossomos, onde a forma promastigota se diferencia em amastigota e inicia a
multiplicagdo por divisdo binaria (Figura 3). No fagolisossomo, a forma promastigota
necessita sobreviver ao ambiente de pH 4cido e rico em proteases do hospedeiro, assim como
sobreviver ao processo de fagocitose. Para isso, o parasito apresenta estratégias para gerar um
compartimento intracelular ideal, promovendo inibicdo da sintese de radicais microbicidas,
modulagdo da producdo de citocinas (estimulo na producdo de citocinas anti-inflamatodrias),
modulacdo da apoptose dos macrofagos, e inibicdo da apresentagdo de antigenos e da
estimulagdo de células T (BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1998, 1999).

A inoculacdo das formas infectantes ¢ acompanhada da saliva do inseto vetor, que € rica
em substancias que promovem a atividade inflamatdria, a qual sera essencial para o aumento
de células fagocitarias neste local e para a instalagdo da infeccdo. Apos a inoculagdo, na LV,
ocorre a migragdo dos parasitos para os linfonodos mais proéximos, seguido da migracdo para
as visceras. A doenga pode apresentar diversas formas clinicas, sendo esta determinada por
fatores que envolvem a imunidade do hospedeiro, o tropismo preferencial do parasito no
corpo do hospedeiro, a espécie de Leishmania infectante, podendo variar de uma forma

silenciosa assintomadtica, uma forma aguda até a forma cronica (NEVES et al., 2011).



Ciclo de vida da Leishmania
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Figura 3. O inseto flebotomineo fémea, ao realizar o repasto sanguineo, ingere células do hospedeiro infectadas
com formas amastigota. No intestino médio do inseto vetor, formas amastigota diferenciam-se em promastigotas
prociclicas e migram para a probdscida do mesmo, tornando-se promastigotas metaciclicas, altamente virulentas.
Em um sucessivo repasto sanguineo, promastigotas metaciclicas infectam hospedeiros mamiferos, invadindo ou
sendo fagocitadas por macréfagos ou outras células do sistema fagocitico mononuclear. Dentro da célula
hospedeira, promastigotas diferenciam-se em amastigotas e iniciam a multiplica¢do por divisdo binaria. O

rompimento das células infectadas libera formas amastigota, as quais irfio infectar novos macréfagos.

Fonte adaptado de: Trends in Parasitology, 2011, 27, 403-409. DOI: 10.1016/j.pt.2011.04.001

(http://dx.doi.org/10.1016/j.pt.2011.04.001)

A OMS e o Ministério da Satde do Brasil recomendam para o tratamento da LV, os
antimoniais pentavalentes como drogas de primeira, como o antimoniato de meglumina
(Glucantime®), porém o tratamento prolongado pode causar uma série de efeitos colaterais,
como cardiotoxicidade, nefrotoxicidade e hepatoxicidade. Além disso, ha relatos de casos de
resisténcia aos antimoniais, principalmente para a forma mucosa da doenca (DE OLIVEIRA

et al., 1995), o que nos faz repensar a necessidade de uso de drogas de segunda escolha, como



a anfotericina B e as pentamidinas. A primeira, porém, apresenta graves efeitos colaterais tais
como insuficiéncia renal, alteragdes cardiologicas, anemia e outras alteragdes menos
significativas (GONTIJO; DE CARVALHO, 2003; CROFT; COOMBS, 2003). Além disso, o
uso deste medicamento deve ser realizado sob vigilancia, em servicos especializados, em
ambiente hospitalar. Desta forma, observa-se a necessidade de desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas.

Diversos agentes quimioterdpicos com atividade anti-Leishmania tem sido buscados entre
compostos naturais, como € o caso das peconhas ofidicas e extratos de plantas. Grupos de
pesquisa tém mostrado os efeitos que pegonhas ofidicas e suas toxinas purificadas apresentam
sob o parasito Leishmania, tais como alteragdes em sua taxa de crescimento (COSTA et al.,
2008; TORRES et al., 2010; STABELI et al., 2006; PEICHOTO et al., 2011; CISCOTTO et
al., 2009; TEMPONE et al., 2001; RODRIGUES et al., 2009) e em seu potencial de
infectividade na célula hospedeira (NUNES et al., 2013; PASSERO et al. 2008).

Venenos animais, como pegonhas ofidicas, tém sido alvo de vérios estudos que
demonstram o seu potencial terapéutico anti-Leishmania, anticancerigeno, antitrombdtico,
microbicida (PASSERO et al., 2008; COSTA et al., 2008; RODRIGUES et al., 2015;
AZEVEDO et al. 2016), e seus efeitos toxicos sob as células (FERNANDEZ et al., 2010).
Entre as serpentes venenosas na América Latina, as serpentes do género Bothrops sao
responsaveis por aproximadamente 90% dos acidentes ofidicos (FERREIRA et al.,, 1992;
RIBEIRO et al., 1998).

As pegonhas das serpentes sdo um dos recursos mais concentrados de enzimas na
natureza, € cuja composi¢cdo se da por misturas de proteinas, peptideos e moléculas organicas
pequenas cuja composicdo varia filogeneticamente, exibindo, globalmente, uma ampla gama
de efeitos bioldgicos (CALDERON, et al., 2014). Elas sdo provavelmente as peconhas mais

complexas de todas as pegonhas animais conhecidas, contendo 20 ou mais componentes



diferentes. Mais de 90% do seu peso seco corresponde a proteinas, com uma grande variedade
de enzimas (CALVETE et al.,, 2007). As diferentes proteinas dessas pegonhas possuem
diversas aplicacdes farmacoldgicas. Da peconha da Bothrops pauloensis ja foram isoladas e
caracterizadas toxinas de diferentes classes, como fosfolipases A, (PLA;s), metaloproteinases,
serino proteases, lectina do tipo C, entre outros (RODRIGUES et al., 2015). De acordo com
Tempone et al. (2007), toxinas animais e seus derivados tém sido amplamente utilizados na
descoberta de fArmacos e tém conduzido ao desenvolvimento de muitos agentes terapéuticos.
Recentemente nosso grupo de pesquisa apresentou uma revisdo sobre as aplicagdes
terapéuticas das diferentes toxinas isoladas da pegonha de Bothrops pauloensis
(RODRIGUES et al., 2015) (Tabela 2).

As pecgonhas de serpentes das familias Colubridae, Elapidae e Viperidae constituem
um grande recurso de PLA,s (FRY; WUSTER, 2004). PLA;s sdo enzimas de alto interesse
médico-cientifico devido ao seu envolvimento em um grande nimero de doencas
inflamatoérias humanas, assim como, envenenamento por pegonha de serpentes e abelhas
(COSTA et al., 2008). Estas enzimas sdo responsaveis por uma variedade de efeitos toxicos e
farmacoldgicos, dos quais, os mais comuns sdo: miotoxicidade e edema, inducgao ou inibi¢ao
da agregacdo plaquetaria, neurotoxicidade, efeito hipotensor, bactericida e citotoxicidade
(FRANCISCHETTI et al., 1998; KINI, 2003; MASUDA et al., 2005; STABELI et al., 2006;
RODRIGUES et al., 2007; SANTOS-FILHO et al., 2008; FERNANDEZ et al., 2010).

As PLA3s sao hidrolases célcio dependentes responsaveis pela hidrolise de fosfolipideos
na membrana celular, especificamente na posi¢do sn-2, liberando 4cidos graxos livres e
lisofosfolipideos (ARNI; WARD, 1996; HIGUCHI et al., 2007; KINI, 2003). Essa hidrdlise
promove a perda da estrutura celular, prejudicando assim sua permeabilidade seletiva
(BORGES et al., 2016). As PLA;s sdo classificadas em 15 grupos, conforme a sua origem,

massa relativa e quantidade de ligagdes dissulfetos (SCHALOSKE; DENNIS, 2006). Os



quatro tipos ou classes principais de PLAjs sdo: PLA, secretada (sPLA;), PLA, citosolica
(cPLA;), PLA, célcio independente (iPLA,) e PLA, lipoproteina associada (Lp- PLA,)

(BURKE; DENNIS, 2009).

Tabela 2. Efeitos farmacoldgicos e terapéuticos de toxinas isoladas de Bothrops pauloensis. Adaptada de
Rodrigues, et al., 2015.

Classe Toxina Efelt(), . Efeito Terapéutico Referéncias
Farmacologico
PLA, BnSP-6 Miotoxicidade Bvacterlcl'a'e Rodrigues, et al., 1998
Leishmanicida
PLA, BnSP-7 Miotoxicidade Bgctenc@g ¢ Rodrigues, et al., 1998
Leishmanicida
Neurotoxicidade Nunes, et al., 2013
Edematogénica
BnpTX-l1e . . .. .
PLA, BnpTX-II Citotoxidade Bactericida Rodrigues, et al., 2004
Miotoxidade e .
PLA, BpPLA, Edematogénica - Rodrigues, et al., 2007
Efeito anti-tumoral e
PLA, BpPLA,TX-I Miotoxidade inibi¢do da agregacdo Ferreira, et al., 2013
plaquetéria
Metaloprotease Botropoidina M10t0x1’dgde Inibigdo da agregacao Gomes, et al., 2014
hemorragica plaquetaria
- , . o L. Naves e Souza, et al.,
Metaloprotease BpMP-1 Nao hemorragica Fibrinogenolitica 2012
Metaloprotease BpMP-II Citotoxidade A‘?“'.a nelogenica € Ache, et al., 2014
Fibrinogenolitica
Serino protease BpSP-1 - Desfibrinagao Costa, et al., 2009
Lectina tipo-C BpLec - Bacterlclqa’e'Antl- Castanheira, et al., 2013
parasitaria
Bactericida,
LAAO Bp-LAAO - Leishmanicida, Anti- 5 40000 ot al) 2009

tumoral e Inibigdo da
agregagdo plaquetaria

As PLA;s presentes nas peconhas de serpentes sdo classificadas em dois grupos, I e II, os

quais diferem entre si pela posicdo de residuos de cisteina em sua sequéncia (HEINRIKSON
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et al., 1977). As PLA;s secretadas pertencem ao grupo II, e podem ser subdivididas de acordo
com o aminodcido presente na posicao 49 em: Asp49, que exibem um aspartato na posi¢ao 49
e possuem o sitio catalitico ativo; e Lys49, que exibem uma lisina na posi¢do 49, com
nenhuma ou baixa atividade catalitica. Esta falta de atividade catalitica pode estar associada a
presenca do aminodcido Lisina (Lys) localizado na posi¢do 49, ocupada pelo Aspartato na
PLA»s-Asp49 (possui o sitio catalitico ativo ao qual o Ca®" se liga), que ndo possui sitio
catalitico ativo, o que impede a ligac¢do ao calcio, o qual desempenha um papel crucial para a
atividade enzimatica (ARNI; WARD, 1996; SOARES et al., 2004).

A BnSP-7, uma das seis PLAjs isoladas da peconha da Bothrops pauloensis
(RODRIGUES, et al., 1998) ¢ uma PLA,-Lys49, sendo, portanto, cataliticamente inativa.
Essa toxina possui uma massa molecular de aproximadamente 14 kDa e ponto isoelétrico de
8,8. A PLA,-BnSP-7 (Figura 4), assim como a maioria das PLA;s, ¢ dimérica e apresenta
estrutura idéntica a de outras PLAs-Lys49, com sete pontes dissulfeto e residuos basicos e
hidrofobicos de aminoécidos, bem como um N- terminal composto por um residuo de serina e
residuos de Gly30, His48, Asp99 conservados em sua estrutura (RODRIGUES et al., 1998;
SOARES et al., 2000; MAGRO et al., 2003). Esta enzima esta relacionada com varias agoes
farmacologicas, dentre as quais podemos citar: edema, necrose, inflamacdes e bloqueio
neuromuscular. Entre seus efeitos terapéuticos estudados até o momento estdo as agdes
bactericidas sobre Escherichia coli (RODRIGUES et al., 1998; SOARES et al., 2000;
MAGRO et al., 2003); anti-Toxoplasma, reduzindo a adesdo e proliferacdo de taquizoides de
Toxoplasma gondii em concentragdes menores do que a necessaria para causar citotoxicidade
nas células hospedeiras (BORGES, et al., 2016), e anti-Leishmania (NUNES et al., 2013).
Resultados obtidos em nosso Laboratoério mostraram que as formas promastigosta de
Leishmania (Leishmania) amazonensis quando cultivados em presenca da PLA,-BnSP-7

apresentam uma reducdo na sua taxa de crescimento normal, alteragdes morfologicas e
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reducdo na sua capacidade infectiva quando pré-tratado com a toxina antes do ensaio de

infectividade (NUNES et al., 2013).

“thort” hehy :
P-wing

Figura 4. Estrutura da PLA,-BnSP-7, uma PLA,-Lys49 dimérica, isolada da pegonha de Bothrops pauloensis. A
estrutura é composta de uma hélice N-terminal (h1); uma hélice curta (“short” helix); uma volta de ligagdo ao
Ca™ (Ca™ loop); duas hélices anti-paralelas, hélice 2 (h2) e hélice 3 (h3); duas folhas p-pregueada anti-
paralelas (B-wing) e uma volta no C-terminal. Os residuos de Gly30, His48 e Lys122 estdo representados

usando o modelo de esfera e bastdo. Fonte: Magro, et al., 2003.

Diversos trabalhos tém demonstrado a presenga de citocinas pro-inflamatérias no soro de
humanos que sofreram envenenamento por Bothrops, € em modelos experimentais de
envenenamento (BARRAVIEIRA et al., 1995; BARROS et al., 1998; CARDOSO, et al.,
2001; CLISSA et al., 2001; CARNEIRO et al., 2002; RUCAVADO et al., 2002; CRUZ et al.,
2005; CHAVES et al., 2005; FERNANDES et al., 2006; ZULIANI et al., 2005; ZAMUNER
et al., 2005). Envenenamento causado pela peconha de serpentes Bothrops sao caracterizados
por um dano tecidual local devido & mionecrose, hemorragia, edema e dano muscular agudo,

que sdo sintomas correlacionados com as PLA;s. Estudos de Oliveira et al. (2009) mostraram
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que a inoculagdo de PLA,-BnSP-7 no musculo gastrocnémico de camundongos BALB/c
causa mionecrose, seguido da invasdo de um abundante infiltrado inflamatorio, o qual esta
associado com a regenerag¢do da regido afetada do musculo apds 2 semanas da exposi¢do a
toxina. Ainda, a PLA,-BnSP-7 foi capaz de induzir um aumento de IL-6, IL-8 e IL-1f3, e os
niveis de citocinas induzidos pela toxina foram comparaveis aos observados apds a
inoculacdo do veneno bruto, sugerindo um importante papel desta PLA, no processo
inflamatoério devido a inducdo na producdo de citocinas pro-inflamatérias durante o
envenenamento ofidico, que contribuiria para a evolugdo do dano tecidual local e
regeneragao.

Com base nas atividades biologicas da PLA,-BnSP-7, este trabalho teve como intengdo
avaliar o efeito que a toxina exerce sobre a célula hospedeira frente ao processo de invasdo e
proliferacdo de promastigotas de L. (L.) infantum. Como descrito anteriormente, durante o
processo de infectividade o parasito modula a produ¢do de citocinas na célula hospedeira de
modo a impedir o processo inflamatério e gerar um ambiente propicio ao seu
desenvolvimento. Desse modo, acreditamos que o estimulo pré-inflamatério decorrente da
acao da PLA; resultaria em um ambiente hostil para o estabelecimento do parasito (invasao),
bem como para o seu desenvolvimento no interior da célula hospedeira (proliferagdo), o que

promoveria o controle do processo de infec¢do do parasito nas células do hospedeiro.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Peconha

O projeto apresenta o Certificado de Autoriza¢do de Acesso e de Remessa de Amostra de
componente do Patrimonio Genético sob n° 010333/2015-0. A pecgonha bruta de Bothrops
pauloensis foi obtida a partir de espécimes mantidas no Serpentario CETA - Centro de

Extra¢cdo de Toxinas Animais Ltda - Morungaba, SP. Este serpentdrio possui comprovante de
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registro no Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (n° de

cadastro: 2087163).

2.2 Obtenc¢ao da PLA,-BnSP-7

A PLA,-BnSP-7 foi purificada de acordo com Rodrigues et al. (1998) com algumas
modifica¢des. Aproximadamente 200 mg da pegonha bruta de B. pauloensis foram dispersos
em 2,0 mL de bicarbonato de aménio 0,05 M, pH 7,8 e centrifugados a 100 x g, por 10
minutos em 4°C. O sobrenadante foi aplicado a coluna de CM-Sepharose Fast Flow
equilibrada com o tampao de equilibrio (bicarbonato de amoénio 0,05 M, pH 7,8). A amostra
foi eluida em temperatura ambiente utilizando um gradiente convexo de concentracdo
contendo bicarbonato de amoénio 0,05 M a 0,5 M, pH 7,8. Foram coletados 1,0 mL/tubo das
fragdes num fluxo de 6,5 mL/hora, monitoradas por meio de espectrofotometro Ultrospec
1000 (Amersham Pharmacia Biotech). A absorbancia de cada fragdo foi lida a 280 nm. A
fracdo contendo a PLA,-BnSP-7 foi liofilizada e armazenada a -20°C para ser analisada
quanto a homogeneidade em um sistema de cromatografia RP-HPLC em uma coluna C18
(GE HealthCare). A coluna foi equilibrada com solvente A (4% acetonitrila e 0,1% acido
trifluoracético) e eluida com um gradiente de concentragdo linear do solvente B (80%
acetonitrila e 4cido trifluoracético 0,1%) de 0% a 100% a um fluxo de 0,5 mL/min por 33min.
O pico tnico de ABS 280 nm foi liofilizado e armazenado a -20°C para testes subsequentes.
A determinacdo da concentragdo de proteinas foi realizada pelo método de Bradford

(BRADFORD, 1976).

2.3 Confirmac¢ido da homogeneidade da PLA,-BnSP-7: Eletroforese com agentes

desnaturantes SDS-PAGE 12,5%
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A fracdo contendo a PLA,-BnSP-7 obtida nas cromatografias foi submetida a andlise em
gel de poliacrilamida 12,5% (m/v) em condi¢des desnaturantes e redutoras, na presenca de
SDS e B-mercaptoetanol, respectivamente, segundo a metodologia descrita por Laemmli
(1970). O sistema de SDS-PAGE descontinuo consistiu de: gel de empilhamento a 3%,
contendo Tris-HCI1 0,5 M (pH 6,8) e SDS a 0,1% e gel de separagdo a 12,5% contendo Tris-
HCI 2,0 M pH 8,8 e SDS 0,1%, mantendo a relagdo de Bis:Acrilamida 0,8:30. O gel foi
preparado em um sistema de eletroforese Hoefer SE 260 Mighty Small II Mini-Vertical.

Amostras contendo 10 pg de proteinas foram dissolvidas em tampdo contendo Tris-HCl
0,0625 M (pH 6,8); glicerol a 10% (v/v); B-mercaptoetanol 5% (v/v); 2% de SDS e 0,001% de
azul de bromofenol como corante. As solugdes foram aquecidas a 100°C por 5 minutos e
aplicados nos pocos do gel. O tampao do eletrodo continha Tris 0,025 M, Glicina 0,192 M e
SDS 0,1% (m/v), pH 8,3. Os géis foram corados com uma solu¢do contendo 0,2 g de
Comassie brilhante R-250, 50 mL de metanol, 40 mL de agua destilada e 10 mL de 4cido
acético. Posteriormente, os géis foram descorados com uma solugdo contendo acido acético
10% (v/v) e etanol 30% (v/v). Como marcador de massa molecular foi utilizado uma solugao
contendo proteinas com massa molecular de 116 kDa, 66,2 kDa; 45 kDa; 35 kDa; 25 kDa;

18,4 kDa, e 14,4 kDa, respectivamente.

2.4 Cultura de promastigotas de Leishmania (Leishmania) infantum

Em camaras B.O.D foram cultivadas formas promastigota de Leishmania (Leishmania)
infantum a 23°C em meio LIT (Liver Infusion Tryptose) contendo penicilina (100 Ul/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL), e suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado
pelo calor (LIT completo). Os parasitos foram repicados apos a entrada na fase estacionaria
de crescimento, e para garantir que os ensaios fossem realizados com parasitos com alta

capacidade de infec¢do, os experimentos com a forma promastigota foram realizados com
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parasitos de baixa passagem em meio de cultura.

2.5 Cultura de macrofagos de linhagem RAW 264.7

Em estufa contendo 5% de CO; foram cultivados macréfagos de linhagem RAW 264.7 a
37°C em meio RPMI-1640 (Sigma) suplementado com L- glutamina 2 mM, piruvato de sddio
2 mM (Sigma), MEM 1 mM (Sigma), penicilina/streptomicina 0,1%, Hepes 25 mM e SFB
10% (RPMI completo).

Para o repique da célula, o meio metabolizado presente na garrafa foi descartado e a
garrafa lavada rapidamente com 5 mL de PBS. Em seguida foi adicionado 2 mL de tripsina
0,2% EDTA (Sigma) aquecida e a garrafa foi incubada a 37°C por alguns minutos, para o
desprendimento das células. O contetido da garrafa foi ressuspendido em 8 mL de PBS com
10% de SFB e transferido para um tubo falcon de 15 mL, o qual foi centrifugado a 200 g por
7 minutos a 24°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1 mL de meio
RPMI completo e colocado na garrafa de 75cm® com 14 mL do meio de RPMI completo. A

garrafa foi incubada a 37°C e 5% CO,.

2.6 Efeito citotoxico da PLA,-BnSP-7

A PLA,-BnSP-7 purificada e liofilizada foi dissolvida em DMSO, e mantida a -20°C. Para
a realizacdo dos experimentos, novas dilui¢des foram preparadas, em meio de cultura, para
que a concentragdo de DMSO no meio de cultura ndo excedesse 0,1%, uma concentragdo
inferior a toxica para a célula. O efeito da PLA,-BnSP-7 sobre a viabilidade celular em
formas promastigota de L. (L.) infantum e em macrofagos RAW 264.7 foi avaliado pela
oxidacdo mitocondrial do reagente MTT [do inglés, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT)] (Sigma), de acordo com Mosmann (1983), com

algumas modificacdes.
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2.6.1 Para as formas promastigota de Leishmania (Leishmania) infantum

Formas promastigota de Leishmania (5 x 10° parasitos/pogo) foram adicionadas em placa
de 96 pocos em meio LIT completo contendo concentragdes crescentes de PLAs (0,097
pg/mL - 200 pg/mL) por 72h a 23°C. Apo6s 72h, 20 uL de reagente MTT (5 mg/mL) foi
adicionado em cada pogo, e a placa foi incubada, sob protecdo da luz, na estufa de CO,
durante um periodo de 3h. Decorrido este tempo, os cristais de Formazan foram solubilizados
com 100 pL. de PBS contendo SDS 10% (m/v) e HCl 10 mM. No dia seguinte, a absorbancia
foi entdo mensurada a 570 nm. Cada ensaio foi desenvolvido em triplicata e 3 experimentos
independentes foram realizados.

2.6.2 Para os macrofagos de linhagem RAW 264.7

Macrofagos RAW 264.7 (1 x 10° células/pogo) foram adicionados em pogos de placas de
96 pogos contendo 100 pL. de meio RPMI completo e mantidos a 37°C em incubadora
contendo 5% de CO, por 18h para adesdo. No dia seguinte, o0 meio metabolizado foi retirado e
os pocos foram lavados com PBS para retirada dos macréfagos nao aderidos. Concentragdes
crescentes da PLA,-BnSP-7 (0,09 pg/mL - 200 pg/mL) foram adicionadas aos pogos e os
macrofagos foram mantidos por 4h e 24h a 37°C e 5% de CO,. Apoés 4h e 24h horas de
incubagdo, 20 puL de reagente MTT (5 mg/mL) foi adicionado em cada pogo e a placa foi
mantida em estufa por mais 3h, sob protecdo da luz. Finalmente, 100 pL de PBS contendo
SDS 10% (m/v) e HCl 10 mM foram adicionados em cada pogo para a dissolugdo dos
granulos de Formazan precipitados. No dia seguinte, a absorbancia foi mensurada a 570 nm.

Cada ensaio foi desenvolvido em triplicata e 2 experimentos independentes foram realizados.

2.7 Determinac¢ao das concentracoes inibitorias de 50% da viabilidade (ICs)
As concentragdes inibitérias de 50% (ICsp) da viabilidade de promastigotas de L. (L.)

infantum e macroéfagos RAW 264.7 foram determinadas a partir da curva concentragdo-efeito
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do ensaio de viabilidade (item 2.6). Para analise dos dados obtidos nesse ensaio foi utilizado o

software GraphPad Prism 5.0.

2.8 Efeito da PLLA,-BnSP-7 na interacio parasito-hospedeiro (modelo in vitro)
2.8.1 Tratamento dos macrofagos com a PLA,-BnSP-7
Foram realizadas duas abordagens de tratamento, descritas a seguir:

1* Abordagem: Macréfagos foram incubados previamente com concentragdo 14 ug/mL da

PLA,-BnSP-7 por 1 hora. Apos esse periodo, a toxina foi removida por lavagens com PBS,
seguido do uso destes macréfagos nos ensaios de invasao/proliferagao.

2* Abordagem: Macrofagos foram incubados previamente com concentragdo 14 ug/mL da

PLA,-BnSP-7 por 1 hora, e entdo utilizados em ensaios de invasdo/proliferacdo, sem que
houvesse a remocao da toxina.

2.8.2 Ensaio de invasio em macrofagos de linhagem RAW 264.7

Macrofagos (2,5 x 10°/pogo) foram adicionados em laminulas de 13mm dispostas em
pogos de placas de 24 pogos e mantidos em meio RPMI completo a 37°C, 5% de CO, por 18h
para adesdo. Decorrido este tempo, os pocos foram lavados em PBS para retirada dos
macrofagos nao aderidos. Apos os tratamentos dos macrofagos com PLA,-BnSP-7 conforme
descrito no item 2.8.3, formas promastigota de L. (L.) infantum foram adicionadas nas
laminulas contendo macréfagos na propor¢do de 10 parasitos por macréfago (10:1). As
laminulas contendo macrdfagos e parasitos foram incubadas em temperatura ambiente durante
3h. Parasitos ndo aderidos aos macrofagos foram removidos por meio de sucessivas lavagens
das laminulas com meio RPMI. As laminulas foram fixadas com paraformaldeido 1% em
PBS e coradas por Giemsa modificado. A determinacdo dos indices de invasdo foi calculada
por meio da multiplicagdo da média do niimero de parasitos/macréfago pela porcentagem de

macrofagos infectados. Foram contados as cegas pelo menos 100 macréfagos por laminula,
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em triplicata. Foram realizados 2 experimentos independentes.

2.8.3 Ensaio de infectividade (proliferacio) em macrofagos de linhagem RAW

264.7

Macroéfagos (1 x 10°/pogo) foram adicionados em laminulas de 13mm dispostas em pogos
de placas de 24 pocos e mantidos em meio RPMI completo a 37°C, 5% de CO; por 18h para
adesdo. Apods a adesdo os pogos foram lavados com PBS para retirada dos macrofagos ndo
aderidos. Apos os tratamentos dos macrofagos com PLA,-BnSP-7 conforme descrito no item
2.8.3, formas promastigota de L. (L.) infantum foram adicionadas nas laminulas contendo
macrofagos na propor¢do de 10 parasitos por macrofago (10:1). As laminulas contendo
macrofagos e parasitos foram incubadas em temperatura ambiente durante 3h. Parasitos nao
aderidos aos macrofagos foram removidos por meio de sucessivas lavagens das laminulas
com meio RPMI. Os macrofagos infectados foram mantidos em meio RPMI completo por 24
horas, em estufa de CO, a 37°C. As laminulas foram fixadas com paraformaldeido 1% em
PBS e coradas por Giemsa modificado. A determinacdo dos indices de infectividade
(proliferacdo) foi calculada por meio da multiplicagio da média do numero de
parasitos/macrofago pela porcentagem de macrofagos infectados. Foram contados as
cegaspelo menos 100 macrofagos por laminula, em triplicata. Foram realizados 2

experimentos independentes.

2.9 Analises estatisticas
Por meio do teste Andlise de Varidncia (ANOVA), comparagdes das diferencas entre as
médias foram realizadas para analise dos dados, utilizando-se Bonferroni quando apropriado.

As diferencas foram consideradas significativas quando p<0.05.
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3. RESULTADOS

3.1 Obtencio e confirma¢io da homogeneidade da PLA,-BnSP-7
Inicialmente, 200 mg da peconha de B. pauloensis foram fracionados em coluna
cromatografica contendo resina de troca idnica CM-Sepharose Fast Flow. Foram obtidas seis
fragdes principais (CM1, CM2, CM3, CM4, CM5a e CM5b) (Figura 5A). De acordo com
experimentos realizados anteriormente em nosso laboratdrio, a fragdo CMS5b corresponde a
fracdo que contém a fosfolipase de interesse, BnSP-7. A fragdo de CM5b foi entdo liofilizada
e armazenada a -20°C para andlise quanto a homogeneidade no sistema de cromatografia RP-
HPLC em uma coluna C18 (GE HealthCare). O sistema de fase reversa permitiu a purificagao
da PLA,-BnSP-7 (Figura 5B), e a sua homogeneidade foi confirmada pelo gel SDS-PAGE
12,5% corado com Coomassie Blue coloidal (2% (m/v) Coomassie G-250). Esta fracao
revelou uma banda majoritaria com peso molecular em torno de 14,4 kDa, ndao demonstrando

a presenca de contaminantes (Figura 5C).
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Figura 5. A. CM-Sepharose Fast Flow da pegonha bruta de B. pauloensis, apresentando 6 picos referentes as
fragdes CM1, CM2, CM3, CM4, CM5a e CM5b. B. Cromatografia RP-HPLC da fragdo CM5b, contendo a

PLA,-BnSP-7. C. Eletroforese em gel de poliacrialamida SDS-PAGE 12,5% da purificagdo da PLA,-BnSP-7,

3.2 Efeito da PLA,-BnSP-7 na viabilidade de promastigotas de L. (L.) infantum e

macrofagos RAW 264.7

Formas promastigota de Leishmania e macréfagos RAW 264.7 foram incubados com

diferentes concentragdes de PLA,-BnSP-7 (200 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL,
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12,5 pg/mL, 6,25 pg/mL, 3,12 pg/mL, 1,56 pg/mL, 0,78 pg/mL, 0,39 pg/mL, 0,19 ug/mL e
0,09 pg/mL). A andlise das curvas dose-resposta mostrou que a PLA,-BnSP-7alterou a
viabilidade do promastigota (Figura 6B) apds 72h de incubagdo, bem como a viabilidade dos
macrofagos (Figura 7B) apos 4h e 24h de incubagdo. A andlise do grafico de viabilidade para
as formas promastigota de Leishmania (Figura 6A), mostra que as concentragdes abaixo de 50
ug/mL apresentaram efeito citotoxico significativo em relagdo ao controle (parasitos
incubados por 72h na auséncia de toxina). No entanto, os graficos de viabilidade dos
macrofagos mostram que o tratamento com a toxina promove um efeito citotoxico
significativo em relacdo ao controle em todas as concentragdes e acima de 12,5 ug/mL, para
os tempos de 4h (Figura 7A) e 24h (Figura 7C), respectivamente. Através do teste de
citotoxicidade, calculamos a concentra¢do inibitéria de 50% (ICso) da citotoxicidade das
formas promastigota de Leishmania, obtendo um valor de 33,52 ug/mL. No entanto, o valor
obtido da concentracdo inibitéria de 50% (ICsp) da citotoxicidade dos macréfagos RAW

264.7 para o periodo de 4h foi de 26,43 ug/mL, e para o periodo de 24h foi de 17,56 ug/mL.

A L. (L.) infantum B 1Cso (ug/mL) 33,52 (ffgt;’ 39.36)
100 - ___ 1004
—_ = 5
& 80 . § Q 7 i‘:’ 80+
'§ 60 \ S 60
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: . :
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0la—m E 1L N Rz — 0 i S .
200 100 50 25 125 625 3, 0,78 0,39 0,19 0,09 Controle 5 -4 3 -2 -
[BnSP-7] pg/mL Log da [BnSP-7] (mg/mL)

Figura 6. Efeito da PLA,-BnSP-7, apds 72h de incubacdo, sobre formas promastigota de Leishmania
(Leishmania) infantum. O grafico A mostra a porcentagem de viabilidade em relagdo ao controle (parasitos
incubados por 72h na auséncia de toxina) para as diferentes concentragdes de toxina (200 — 0,09 pg/mL). O
grafico B mostra a curva concentrag@o-resposta resultante do ensaio de citotoxicidade por MTT. A analise dos
dados revelou um valor de ICsy de 33,52 pug/mL. *** Variagdo estatisticamente significativa quando comparado

ao controle (p < 0,0001).
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Figura 7. Efeito da PLA,-BnSP-7, ap6s 4h e 24h de incubacao, em macréfagos RAW 264.7. O grafico A mostra
a porcentagem de viabilidade em relagdo ao controle (macrofagos incubados por 4h na auséncia de toxina) para
as diferentes concentracdes de toxina (200 — 0,09 pg/mL). O grafico B mostra a curva concentragdo-resposta
resultante do ensaio de citotoxicidade por MTT para o tempo de incubagio de 4h. A analise dos dados revelou
um valor de ICsy de 26,43 ug/mL. O grafico C mostra a porcentagem de viabilidade em relagdo ao controle
(macrofagos incubados por 24h na auséncia de toxina) para as diferentes concentragdes de toxina (200 — 0,09
pg/mL). O grafico D mostra a curva concentragao-resposta resultante do ensaio de citotoxicidade por MTT para
o tempo de incubacdo de 24h. A analise dos dados revelou um valor de ICsy de 17,56 ug/mL. *** Variacao

estatisticamente significativa quando comparado ao controle (p < 0,0001).

3.3 Efeito da PLA,-BnSP-7 na interacio parasito-hospedeiro in vitro:
invasao/proliferacio

Para avaliar a interferéncia da toxina na interacdo parasito-macrofago (ensaios de
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invasdo/prolifera¢cdo) a concentracdo de 14 ug/mL de toxina foi utilizada nos experimentos,
seguindo dois tipos de abordagens de tratamento, conforme descrito em materiais € métodos
(item 2.8.3).

A porcentagem de inibicdo da invasdo e da proliferacdo foi estabelecida a partir da
comparagdo com o0s controles (macréfagos incubados na auséncia de toxina) (Figura 8). O
ensaio de invasdo do parasito revelou uma reducdo estatisticamente significativa de
aproximadamente 54% e de 55% nos indices de infectividade (invasdo), quando comparado
ao controle, para a 1* e 2* abordagens de tratamento, respectivamente. Com relagdo ao ensaio
de proliferacdo, a 1* abordagem de tratamento resultou em uma reducdo de 51% no indice de
infectividade (proliferacdo), enquanto que para a 2* abordagem de tratamento foi observada
uma redugdo de 32% no indice de infectividade (proliferacdo). As redugdes nos indices de
infetividade (proliferacdo) também foram calculadas com relagdo ao controle, apresentando

uma variagao estatisticamente significativa em ambas as abordagens.
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Figura 8. Efeito da PLA,-BnSP-7 na interagdo de Leishmania (Leishmania) infantum com macréfagos RAW
264.7. O grafico mostra as porcentagens de inibi¢do de invasdo e proliferacdo, de formas promastigota
calculadas com base nos indices de invasdo e proliferagdo em comparagdo aos controles, seguindo as duas
abordagens de tratamento. Controle (macréfagos incubados na auséncia de toxina) foram considerados como
apresentando 0% de inibigdo. ** Reducdo estatisticamente significativa quando comparado ao controle (p <

0,005). *** Redugdo estatisticamente significativa quando comparado ao controle (p < 0,0001).
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A analise dos dados da Tabela 3 mostra que o tratamento dos macroéfagos com a
PLA,-BnSP-7 no ensaio de invasdo causou uma redugdo significativa na porcentagem de
macrofagos infectados, e consequentemente, no indice de infectividade (invasdo), quando
comparado ao controle, em ambas as abordagens de tratamento. Os macrofagos tratados com
a toxina seguindo a 1* abordagem de tratamento exibiram 31% de células infectadas pelo
parasito, enquanto que em macrofagos incubados na auséncia de toxina (controle) 58% das
células estavam infectadas por parasitos. Quanto a 2* abordagem de tratamento, 29% das
células foram infectadas pelo parasito, enquanto que o controle apresentou em torno de 55%
de macrofagos infectados. A andlise dos dados da média do niimero de parasitos por
macrofago infectado mostrou que na 1* abordagem de tratamento a média de
parasitos/macrofago foi de 1,84, ndo sendo observada diferenga estatisticamente significativa
em relagdo ao controle (2,12 parasitos/macrofago). Na 2* abordagem de tratamento a média
de parasitos/macrofago foi de 1,91, enquanto que o controle apresentou média de 2,31
parasitos/macrofago, e também neste caso, ndo houve diferenga estatisticamente significativa.
Embora ndo tenha sido observada diferenga estatisticamente significativa, convém ressaltar
que as médias de nimero de parasitos/macrofago para ambas as abordagens de tratamento foi
menor que as médias dos controles.

Com relagdo ao ensaio de proliferacdo, a analise dos dados exibidos na Tabela 4 mostrou
que a PLA,-BnSP-7 causou uma redugdo estatisticamente significativa na porcentagem de
macrofagos infectados quando comparado ao controle, para ambas as abordagens de
tratamento. Aproximadamente 34% e 37% dos macrofagos foram infectados pelo parasito, na
1* e 2%abordagens de tratamento, respectivamente, enquanto que o controle exibiu 61% de
macrofagos infectados. Com relagdo a média de parasitos por macrofago infectado, a 1*

abordagem resultou em média de parasitos/macrofago de 2,02, enquanto que o controle exibiu
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média de 2,27 parasitos/macréfago. Para este dado ndo houve diferenga estatisticamente
significativa em relacdo ao controle. Por outro lado, a 2* abordagem de tratamento resultou
em média de 2,50 parasitos/macréfago e, comparando com o controle, foi verificada diferenca

estatisticamente significativa.

Tabela 3. indice de infectividade quanto & invasio de formas promastigota de Leishmania (Leishmania)
infantum em macrofagos RAW 264.7 tratados com PLA,-BnSP-7. Os macrofagos foram tratados com a toxina
durante 1 hora, e apds este periodo, a toxina foi retirada (1* abordagem) e mantida (2° abordagem). As células

ativadas foram entdo infectadas com a forma promastigota durante o periodo de 3h para invasdo do parasito.

. [ndice de infectividade . Numero de parasitos /
1* abordagem L a Macrdfagos infectados (%) ) , a
(invasdo) macrofagos infectados
Complexo L. (L.) infantum L. (L.) infantum L. (L.) infantum
Controle 124.0 (=5.29) 5833 (=1.90) 212 (x0.04)
BnSP-7 58.17 (£B 37)y*** 31.00(£233)*%* 1.84 (£0.18)
Indice de infectividade Nimero de parasitos /
2% abordagem , a Macréfagos infectados (%) * . ) 2
(imvasio) macrofagos infectados
Complexo L. (L.) infantum L. (L.) infantum L. (L) infantum
Controle 1283 (=8.33) 5517 (=1.16) 231(x0.11)
BnSP-7 57.00 (£8.02)%** 2917 (£1.75)%** 1.91 (£0.16)

*0s resultados sio expressos como amedia e o desvio padriio (£ 3D) de dois experimentos independentes, cada um realizado em triplicata.

*#*% Pedugio estatisticamente significativa quando comparado com o contrale (p < 0,0001)
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Tabela 4. indice de infectividade quanto a proliferagio de formas promastigota de Leishmania (Leishmania)
infantum em macrofagos RAW 264.7 tratados com PLA,-BnSP-7. Os macréfagos foram tratados com a toxina
durante 1 hora, e apds este periodo, a toxina foi retirada (1* abordagem) e mantida (2° abordagem). As células
ativadas foram infectadas com promastigotas e mantidas em incubadora por um periodo de 24h para avaliacdo da

proliferacdo do parasito.

. Indice de infectividade ) . i Numero de parasitos /
1* abordagem (proliferacio) * Macrofagos infectados (26) macréfagos infectados *
Complexo L. (L.) infantum L. (L.) infantum L. (L.) infantum
Controle 139.7 (£6.11) 61.33 (£2.60) 227 (£0.007)
BnSP-7 68.33 (£4.25)*=* 34.00 (£2.30)*= 2.02(x0.17)
X Indice de infectividade ) . . Numero de parasitos /
2" abordagem (proliferacio) Macrofagos infectados (26) macrafagos infectados *
Complexo L. (L.) infantum L. (L) infantum L. (L.) infantum
Controle 1397 (£6.11) 61.33 (£2.60) 227 (x=0.007)
BnSP-7 94 00 (£4.93)** 37.67 (£2.84)** 250 (x0.08)*

*0s resultados sdo expressos como a media e o desvio padrio (= 8D) de um experimento realizado em triplicata.

** Redugio estatisticamente significativa quando comparado com o controle (p < 0.001)
#%* Reducio estatisticamente significativa quando comparado com o controle (p < 0,0007)

* Aumento estatisticamente significativo quando comparado com o controle (p <0,03)

Devido ao efeito citotoxico resultante da agdo da PLA, em macrofagos, as Figuras 9 e
10 mostram a morfologia de macréfagos RAW 264.7 resultados dos ensaios de invasdo
(Figura 9) e proliferagdo (Figura 10), seguindo as duas abordagens de tratamento com a
toxina. As imagens mostram que as células mantiveram sua integridade apds o tratamento
com a toxina e infec¢do com os parasitos, uma vez que exibem morfologia similar aos

controles (macrofagos incubados na auséncia de toxina).
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Figura 9. Microscopia Optica de macréfagos RAW 264.7 infectados com promastigotas de Leishmania (L.)
infantum (ensaio de invasdo). Painéis A ¢ B mostram macrofagos infectados com parasitos previamente
incubados na auséncia de toxina (controle), seguindo a 1* ¢ a 2° abordagem de tratamento, respectivamente.

Painéis C ¢ D mostram macrofagos infectados com parasitos incubados com a PLA,-BnSP-7, seguindo a 1* ¢ a

2* abordagem de tratamento, respectivamente. Barra = 10 um.
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Figura 10. Microscopia o6ptica de macrofagos RAW 264.7 infectados com promastigotas de Leishmania (L.)
infantum (ensaio de proliferacdo). Painéis A ¢ B mostram macrofagos infectados com parasitos previamente
incubados na auséncia de toxina (controle), seguindo a 1* ¢ a 2% abordagem de tratamento, respectivamente.
Painéis C ¢ D mostram macrofagos infectados com parasitos incubados com a PLA,-BnSP-7, seguindo a 1* ¢ a

2* abordagem de tratamento, respectivamente. Barra = 10 um.
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4. DISCUSSAO

As peconhas de serpentes tém sido amplamente utilizadas como fonte para descoberta de
novas moléculas com efeito antiparasitario (BORGES et al., 2016; NUNES et al. 2013;
TORRES et al., 2010). O efeito de peconhas ofidicas e suas toxinas purificadas tem sido
mostrado por alguns grupos de pesquisa. Entre os efeitos observados estdo agdo citotdxica,
inibicdo da proliferacio do promastigota, bem como interferéncia no processo de
infectividade na célula hospedeira (NUNES et al., 2013; COSTA et al., 2008; TORRES et al.,
2010). A a¢do da PLA, da pegonha de serpentes do género Bothrops na inibicdo do
crescimento de formas promastigotas de Leishmania jéa foi descrito para Leishmania major, L.
(L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis, e L. chagasi (COSTA et al., 2008; NUNES et al., 2013;
STABELI et al., 2006).

Estudos desenvolvidos anteriormente em nosso laboratdrio mostraram o efeito citotoxico
de uma PLA, purificada da pegonha de B. pauloensis (PLA,-BnSP-7) em formas
promastigota de L. (L.) amazonensis, sendo observado um efeito concentragdo-dependente e,
apos 72h de incubacdo com a toxina, o valor ICsy foi de 58,7 pg/mL (NUNES et al., 2013).
Comparativamente, os resultados apresentados neste trabalho revelaram que PLA,-BnSP-7
também exibe citotoxicidade concentragdo-dependente em formas promastigota de L. (L.)
infantum, sendo que ap6s 72h de incubacdo com a toxina o valor de ICs, foi de 33,52 pg/mL.
Desta forma, percebemos que diferentes espécies de Leishmania apresentam valores
diferentes de ICso, 0 que indica que a susceptibilidade na presenga da toxina pode variar de
espécie para espécie. Ainda, Nunes et al. (2013) mostrou que a incubagdo de macréfagos
peritoneais murinos em presenga de PLA,-BnSP-7 por 24h causa citotoxicidade, sendo o
valor de ICsy de 5,6 pg/mL. Neste trabalho, em macroéfagos RAW 264.7, a PLA,-BnSP-7
também promoveu efeito citotoxico. Entretanto, para esta linhagem celular o valor de ICs foi

de 17,56 ug/mL para o periodo de 24h de incubac¢do com a toxina. Como esperado, um tempo
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menor de incubagdo com a toxina (4h) resultou em um valor de ICsy um pouco mais elevado
(26,43 ug/mL), indicando que a acdo citotoxica da PLA, em macrofagos RAW 264.7 ¢
dependente do tempo. Comparativamente, os dados de viabilidade da PLA,-BnSP-7 em
diferentes linhagens de células hospedeiras revelaram que a toxina exerce efeito citotdxico,
porém os valores de ICs, diferem, indicando que a susceptibilidade na presenca da PLA, pode
também variar para as diferentes linhagens celulares.

A andlise dos dados de infectividade (invasdo e proliferagdo) revelou que a PLA, BnSP-7
foi capaz de reduzir os indices de infectividade relacionado a invasdo e a proliferacdo de
formas promastigota de L. (L.) infantum, em 54% e 50%, respectivamente, na 1* abordagem
de tratamento, e 55% e 32%, respectivamente, na 2* abordagem de tratamento. Esses dados
sugerem que a toxina foi efetiva por promover interferéncia na interagdo do parasito com a
célula hospedeira em ambas abordagens utilizadas. O uso da 1* abordagem de tratamento
tinha por intencdo excluir a a¢do deletéria da toxina sob o parasito. Assim, o efeito da toxina
na invasdo e proliferacdo seria decorrente somente da acdo da toxina na célula hospedeira
pelo periodo de 1h. Entretanto, os dados revelaram que no ensaio de invasdo, a presenca (1?
abordagem) ou auséncia da toxina (2* abordagem) durante a interagdo do parasito com a
célula hospedeira ndo promoveu diferenga na porcentagem de inibicdo da invasdo. Por outro
lado, nos ensaios de proliferagcdo, as duas abordagens de tratamento resultou em diferengas
nas porcentagens de inibi¢cdo da proliferagdo, sendo observada uma menor porcentagem de
inibicdo no uso da 2* abordagem de tratamento, no qual a toxina permaneceu no meio de
cultura durante o processo de interacdo do parasito com a célula hospedeira. A acdo dos
macrofagos durante o estabelecimento da doenca é muito importante uma vez que o
macrofago € a principal célula invadida pelo parasito. Assim, os mecanismos de defesa desta
célula contra o patdgeno em questdo, tais como produgdo de citocinas e compostos

metabolicos oxigenados, como o 6xido nitrico (NO), entre outros, sdo determinantes para o
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estabelecimento da doenga (BALARAMAN et al., 2004; GOMES et al., 2005; TRIPATHI et
al., 2007; BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1998, 1999).

Durante o processo de infec¢do por Leishmania, os macrofagos estimulam a producao de
células T auxiliares de tipo 1 (Thl) e tipo 2 (Th2). As células Thl induzem a producdo de
interferon (INF)-y ou Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a, que promovem a estimulacdo e
producdo de 6xido nitrico-sintase induzida (iNOS) na presenca de lipopolissacarideo (LPS)
derivado do parasito. Esta enzima catalisa a producdo de NO responsavel por atuar nas vias
metabolicas em Leishmania sp. de forma a destruir o parasito (BALESTIERI et al., 2002;
BALARAMAN et al., 2004).

As citocinas sdao mediadores importantes nas interacdes celulares em eventos
imunolodgicos e inflamatorios. Estudos anteriores relatam altos niveis de interleucina (IL)-6,
TNF-a, IL-1a e IFN-y no soro de humanos e de camundongos apds inje¢ao de altas doses de
peconha de serpentes do género Bothrops (LOMONTE et al., 1993; BARROS et al., 1998;
PETRICEVICH et al., 2000; BARRAVIEIRA et al., 1995). Como descrito anteriormente, a
producdo dessas citocinas pelo macrofago ¢ de extrema importancia para combate do parasito.
Um estudo desenvolvido por Bogdan e Rollinghoff (1999) mostrou que macrofagos de
humanos e camundongos infectados com Leishmania donovani mostraram uma redu¢do na
produg¢do de IL-1 e/ou TNF-a, apés o estimulo com LPS ou Staphylococcus aureus,
demonstrando que o parasito pode reduzir a resposta imune resultando na falha da liberagao
dessas citocinas, o que ¢ relevante para a sua sobrevivéncia.

Durante a interagdo de patdégenos com a célula hospedeira, moléculas na superficie do
patdégeno interagem com receptores na superficie da célula hospedeira ativando cascatas
intracelulares que induzem eventos benéficos ou para o patogeno ou para o hospedeiro
(DESJARDINS; DESCOTEAUX, 1999). A célula, durante a infeccdo por um patdgeno,

induz a “explosdo respiratoria ou oxidativa”, que consiste na liberagdo de espécies reativas de
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oxigénio, e secre¢do de citocinas inflamatdrias que contribuem para o combate do patdgeno.
O parasita Leishmania ao infectar macrofagos, ao contrario dos demais patégenos, escapa
desta explosdo respiratoria e da produgdo de citocinas como IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-a
(REINER et al., 1994; CARRERA et al., 1996). As formas promastigota de Leishmania se
aderem a superficie celular por receptores do complemento CR1 e CR3, os quais favorecem a
sobrevivéncia deste parasito, pois estes receptores promovem a fagocitose sem ativagdo da
explosdo oxidativa, e inibem a produgdo de IL-12, uma citocina que estimula a producdo de
TNF-a e IFN-y (DESCOTEAUX; TURCO, 2002). Assim, as formas promastigota de
Leishmania invadem o macréfago de forma silenciosa, impedindo a ativagdo de macréfagos
para a producdo de NO e citocinas pro-inflamatorias, como a IL-12 (CARRERA et al., 1996;
REINER et al., 1994). Bogdan e Rollinghoff (1999) mostraram que um dos mecanismos de
escape do parasita Leishmania sp. € a sua indugdo na produ¢do de citocinas que contrariam o
desenvolvimento de uma resposta imune de células T auxiliares de tipo 1 (Th1l) como Fator
de Transformacdo do Crescimento (TGF)-f e IL-10, fatores que inibem a proliferacao de
células T e a ativagdo dos macréfagos.

A acdo de IL-12 ¢ crucial para as respostas inatas e Thl aos parasitas protozoarios, pois
estimula a producao de TNF-a e IFN-y, que sdo conhecidos por serem as principais citocinas
necessarias nos primeiros estdgios da resposta inflamatoria para a ativacdo da respiragdo
oxidativa nas células migratérias (DING et al., 1988; LEEUWENBERG et al., 1990). Estudos
anteriores mostraram que promastigotas metaciclicos de L. major, L. donovani e outras
espécies de Leishmania, assim como os amastigotas de L. mexicana ou L. major, ndo
induziram a producao de IL-12 apo6s a infeccdo de macréfagos peritoneais de medula 6ssea de
rato ou células mononucleares de sangue periférico humano (BOGDAN; ROLLINGHOFF,
1999).

Os tratamentos com PLA,-BnSP-7 utilizados neste trabalho tinha por intengdo a ativagdo
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da célula hospedeira. Dessa forma, a toxina, que apresenta efeitos pro-inflamatorios
previamente descritos (LOMONTE et al., 1993; BARROS et al., 1998; PETRICEVICH et al.,
2000; BARRAVIEIRA et al., 1995), estimularia a producdo de citocinas inflamatorias as
quais, provavelmente, iriam interferir com o processo de invasdo/proliferagdo do parasito na
célula hospedeira.

A andlise dos dados de invasdo mostrou que a interferéncia da toxina no processo de
invasdo, para ambas as abordagens, foi muito semelhante quando comparado com seus
respectivos controles. Assim, estes dados podem sugerir que a acdo da PLA,-BnSP-7 no
processo de invasdo do parasito no macrofago esteja somente associado com seu efeito na
célula hospedeira.

No ensaio de infectividade que avaliou a proliferacdo os resultados mostraram que a
toxina, em ambas as abordagens de tratamento, causou redugdes significativas no indice de
infectividade quando comparado ao controle. Entretanto, esta reducdo foi menor para a 2*
abordagem de tratamento, indicando que a manutengdo da PLA, durante o processo de
proliferacdo ndo foi uma boa estratégia para o controle da infec¢do. A andlise dos dados de
porcentagem de macrofagos infectados e média de parasitos/macrofago infectado mostrou que
tal reducdo foi, de fato, decorrente do aumento do numero de parasitos/macréfago. Este dado
sugere que a permanéncia da toxina por mais tempo na célula hospedeira (2* abordagem)
promoveu alteracdes que podem ter contribuido para a proliferagdo do parasito no ambiente
intracelular. Em 2008, um grupo de pesquisa demostrou que uma PLA; purificada da pegonha
de Crotalus durissus collilineatus estd associada com a progressao da doenga, tanto em
modelos de Leishmaniose experimental in vivo e in vitro (PASSERO, et al., 2008). Os ensaios
in vitro mostraram que a PLA, estimulou o aumento no nimero de amastigotas de L. (L.)
amazonensis no interior do macréfago. Entretanto, convém ressaltar que no trabalho de

Passero et al. (2008) os macrofagos infectados com parasitos foram mantidos em cultura por
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24h e somente apds este tempo ¢ que foram colocados em contato com a PLA,. Assim, a
forma de tratamento abordada por este grupo de pesquisa foi bem diferente da apresentada
neste trabalho. Ainda, a PLA;, de C. collilineatus em macréfagos infectados com parasitos
causou supressdo na producdo de IL-2 (PASSERO, et al., 2008) uma citocina associada a
resposta Thl, que estd relacionado a capacidade do hospedeiro em controlar a infec¢do. De
acordo com o grupo, a modulagdo na producdo de IL-2 poderia justificar a progressao da
doenca devido a agao da PLA,.

Apesar do efeito da toxina no ensaio de proliferacdo utilizando a 2* abordagem de
tratamento nao ter sido tdo eficiente quanto a 1* abordagem, fica evidente a interferéncia que a
PLA,; BnSP-7 causou no modelo de infec¢do in vitro. Tais resultados sugerem que, de modo
geral, a PLA,, na concentragdo utilizada, conferiu a célula hospedeira maior resisténcia ao
parasito, inibindo tanto a invasdo quanto a proliferagdo. Embora ndo tenhamos os dados de
dosagem de citocinas, possivelmente, a interferéncia da PLA; BnSP-7 nos experimentos aqui
apresentados esteja relacionado com a promocao de eventos inflamatdrios caracteristicos de
PLA,. Conforme descrito por Gutiérrez e Lomonte (1995), fosfolipases miotdxicas como
Asp49 e Lys49 ja demonstraram provocar eventos inflamatorios em modelos experimentais.
Estes eventos inflamatdrios estdo associados primeiramente com a atividade enzimatica e
liberagdo de metabolitos do acido araquidonico.

A PLA,-BnSP-7 ¢ uma Lys49 e, portanto, ndo possui atividade catalitica. Dessa
forma, ela ndo ¢ capaz de produzir acido araquidonico, como as PLA;s cataliticamente ativas,
o qual serda utilizado como substrato na via das cicloxigenases para a produgdo de
prostaglandinas, um mediador pré-inflamatorio. No entanto, ja foi demonstrado a indugdo na
producdo de mediadores inflamatorios lipidicos (prostaglandinas e leucotrienos) induzidos
por PLA,s Lys49 (CHACUR et al., 2004; MOREIRA et al., 2013). Moreira et al. (2013)

demonstraram que macréfagos tratados com MT-II, uma PLA; Lys49 isolada da peconha de
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Bothrops asper, induziu a produ¢do de prostaglandina e a expressdo de cicloxigenase (COX-
2), ativando varias vias de sinalizacdo que participam da via de producdo das prostaglandinas.
As vias pelas quais a PLA, Lys49 desencadeia o processo inflamatdrio ndo estdo totalmente
elucidadas. No entanto, sabe-se que o efeito citotoxico da PLA, Lys49 de peconhas ofidicas ¢
atribuido a regido C-terminal composta por duas regides conservadas de residuos de
aminoacidos basicos e hidrofoébicos que podem interagir com fosfolipidios de membrana
carregados negativamente e desta forma desestabilizar a membrana celular (DENNIS, 1994;
ALOULOU et al., 2012; RODRIGUES et al., 2015; LOMONTE et al. 2003). Durante uma
resposta imune e inflamatéria, diversos tipos de células produzem citocinas, das quais as
principais mediadoras da inflamagdo sdo IL-1, TNF-a e TNF-g (DINARELLO, 1996).
Conforme mencionado anteriormente, diversos trabalhos ja demonstraram a presenga de
citocinas proé-inflamatorias no soro de humanos que sofreram envenenamento por Bothrops, €
em modelos experimentais de envenenamento (BARRAVIEIRA et al., 1995; BARROS et al.,
1998; CARDOSO, et al., 2001; CLISSA et al., 2001; CARNEIRO et al., 2002; RUCAVADO
et al., 2002; CRUZ et al., 2005; CHAVES et al., 2005; FERNANDES et al., 2006; ZULIANI
et al., 2005; ZAMUNER et al., 2005; LOMONTE et al., 1993; PETRICEVICH et al., 2000).
Essas citocinas sdo mediadores importantes nas interagdes celulares em eventos imunoldgicos
e inflamatorios. Ainda, estudos anteriores demonstraram que uma MT-II, uma PLA, Lys49 da
peconha de Bothrops asper foi capaz de aumentar a concentracdo de IL-6 no soro de
camundongos SWISS (LOMONTE et al.,, 1993; ZULIANI et al., 2005). Desta forma,
acreditamos que a interferéncia da PLA,-BnSP-7 no processo de interacdo de L. (L.) infantum
com o macrofago pode ser decorrente da liberagdo de mediadores pro-inflamatorios por
estimulo da toxina na célula hospedeira.

Devido aos varios problemas encontrados nos tratamentos atuais disponiveis para a

Leishmaniose, como a alta toxicidade das drogas existentes, sobre os rins, figado, coragao,
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causando insuficiéncia renal, alteragdes cardiologicas e anemia (GONTLJO; DE
CARVALHO, 2003; CROFT; COOMBS, 2003; WHO, 2010), a busca por novas moléculas
com potencial terapéutico, que atuam de forma a inibir a infe¢do do parasito Leishmania nas
células do hospedeiro, ¢ necessaria. Neste contexto, o presente trabalho demonstrou a
atividade in vitro da PLA,-BnSP-7 extraida da pegonha de Bothrops pauloensis na interagao
de formas promastigota de L. (L.) infantum e macréfagos RAW 264.7.

Por fim, convém comentar que os sobrenadantes dos experimentos de
invasdo/proliferacdo desenvolvidos neste trabalho foram coletados e armazenados para
posterior dosagem de citocinas, uma vez que o tempo para elaboracdo deste trabalho ndo
permitiu que esta etapa fosse realizada. Desta forma, a discussdo apresentada neste trabalho
tem por base resultados da literatura, que possam justificar os resultados obtidos neste
trabalho, porém a dosagem de citocinas deve ser realizada para comprovagdo da literatura e
adequacdo dos resultados e discussdes deste trabalho. Desta forma, perspectivas futuras deste

trabalho incluem a dosagem de citocinas a fim de justificar os resultados j& entdo obtidos.

5. CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que a PLA,-BnSP-7 interferiu positivamente na célula
hospedeira reduzindo a invasdo e proliferacdo de formas promastigota de L. (L.) infantum, e
esta capacidade pode estar atribuida a producdo de citocinas pro-inflamatorias que resulta em
um ambiente hostil ao desenvolvimento da forma intracelular do parasito, promovendo o
controle do processo de infeccdo do parasito nas células do hospedeiro. Este potencial da
PLA,-BnSP-7 faz com que esta enzima possa ser utilizada como prototipo para o

desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.
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