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RESUMO

As SV-LAAOs (Snake Venom L-amino acid oxidases) sédo flavoenzimas que
catalisam a deaminacido oxidativa estereoespecifica de L-aminoacidos em a-
cetoacidos liberando aménia e peroxido de hidrogénio como produtos. Essas
enzimas sao alvos de inumeras pesquisas devido a seus efeitos bioldgicos e
farmacoldgicos que incluem efeitos bactericida, antivirais, antitumorais e
antiparasitarios, atribuidos, principalmente, pela formacdo do perdxido de
hidrogénio. O objetivo deste trabalho foi isolar uma nova L-aminoacido oxidase
(LAAO) da peconha de Crotalus durissus collilineatus, caracteriza-la
bioquimicamente, bem como avaliar seu potencial leishmanicida sobre diferentes
linhagens de Leishmania spp. A nova LAAO, denominada CollinLAAO, foi isolada
em dois passos cromatograficos em gel de filtracdo seguida de troca anibnica. Esta
apresentou 2,5% da pecgonha total, com massa molecular de 63,1kDa por SDS-
PAGE. A CollinLAAO foi armazenada em tampéao AMBIC 10 mM a 4°C protegida
da luz e apresentou atividade de 3000 U/mg/min, com redugédo de 50% de sua
atividade apds 21 dias. A CollinLAAO demonstrou maior afinidade pelo aminoacido
L-Leucina e melhor atividade enzimatica em pH neutro e basico em temperaturas
de 0 e 25°C. Sua atividade foi completamente inibida pela catalase, bem como na
presenga de Na* e K*. Os ensaios de citotoxicidade revelaram ICsode 62,73, 45,05
e 11,66 pg/mL para Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (L.) amazonensis e
Leishmania (L.) infantum respectivamente, sua toxicidade foi completamente
inibida pela catalase. A CollinLAAO (0,78 pg/mL) aumentou significativamente a
concentragao intracelular de espécies reativas de oxigénio (EROs) e reduziu o
potencial mitocondrial de Leishmania (L.) amazonensis (1,56 e 0,78 pg/mL) e
Leishmania (L.) infantum (1,56; 0,78 e 0,39 pg/mL). CollinLAAO mostrou maior
toxicidade para macrofagos RAW 264.7 com uma ICso de 0,55 ug/mL, bem como
diminuiu o indice de infectividade para 26,41% e 31,85% a 0,78ug/mL e 0,39 pg/mL,
respectivamente, indicando que concentragdes subtdxicas da CollinLAAO séao
capazes de interferir em processos vitais das leishmanias. Dessa forma, os
resultados obtidos para a CollinLAAO fornecem subsidios importantes para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas de agéo leishmanicida.

Palavras-chave: Veneno de serpente; Crotalus durissus collilineatus,; L-
aminoacido oxidase; leishmaniose.
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ABSTRACT

SV-LAAOs (Snake Venom L-amino acid oxidases) are flavoenzymes that catalyse
the stereospecific oxidative deamination of L-amino acids into a-keto acids releasing
ammonia and hydrogen peroxide as products. These enzymes are the target of
numerous researches due to their biological and pharmacological effects that
include bactericidal, antiviral, antitumor and antiparasitic effects, attributed mainly
to the formation of hydrogen peroxide. The objective of this work was to isolate a
new L-amino acid oxidase from the Crotalus durissus collilineatus venom, to
characterize it biochemically, as well as to evaluate its leishmanicidal potential on
different species of Leishmania spp. The new LAAO, called CollinLAAO, was
isolated by two chromatographic steps on gel filtration followed by anionic
exchange. This enzyme represented 2.5% of the whole venom, with a molecular
mass of 63.1 kDa by SDS-PAGE. CollinLAAOs was stored in AMIB buffer 10 mM at
4°C protected from light and showed an activity of 3000 U / mg / min, with a 50%
reduction after 21 days. CollinLAAO demonstrated higher affinity for the amino acid
L-Leucine, and better enzymatic activity at neutral and basic pH at temperatures
ranging from 0 to 25 °C. Its activity was completely inhibited by catalase, as well as
in the presence of Na* and K*. The cytotoxicity tests revealed I1Cso of 62.73, 45.05
and 11.66 pg/mL for Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (L.) amazonensis and
Leishmania (L.) infantum respectively, the enzyme cytotoxicity was completely
inhibited by catalase. CollinLAAO (0.78 ug/mL) significantly increased the
intracellular concentration of reactive oxygen species (ROS) and reduced the
mitochondrial potential of Leishmania (L.) amazonensis (1.56 and 0.78 pg/mL) and
Leishmania (L.) amazonensis (1.56, 0.78 and 0.39 pg/mL). CollinLAAO showed
higher toxicity for RAW 264.7 macrophages with an ICso of 0.55ug/mL, as well as
decreased the infectivity index to 26.41% and 31.85% at 0.78 ug/mL and 0.39
Mg/mL, respectively, indicating that subtoxic concentrations of CollinLAAO are
capable of interfering in vital processes of leishmanias. Thus, the results obtained
for CollinLAAO provide important subsidies for the development of therapeutic
strategies with leishmanicidal action.

Keywords: Snake venom; Crotalus durissus collilineatus; L-amino acid oxidase;
leishmaniasis.

viii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Espécime de Crotalus durissus collilineatus...............cccccueeeuuuecvrennns 3
Figura 2. Deaminagao oxidativa de aminoacidos catalisada por LAAOs............ 5
Figura 3. Ciclo biologico de Leishmania Spp. .........ccccouummmeemeeccviiimmmmmnmenscccisnnnns 11
Figura 4. Estado da endemicidade de leishmaniose cutanea no mundo em

2078 . ——————————————— 14
Figura 5 Cascata de eventos dependente de tripanotiona redutase TR......... 16
Figura 6. Estrutura quimica da Tripanotiona e glutationa...........cccccccerrerrrnnnns 16
Figura 7. Isolamento da COIlINLAAO ... e e e s 30
Figura 8. Calculo da massa molecular da CollinLAAO...........cccccemrmrrmmrmmnnmnennnns 32
Figura 9. Caracterizagao enzimatica da CollinLAAO...........cccoormmmrrmeemmncccineeennns 36
Figura 10. Perfil citotoxico de CollinLAAO sobre diferentes espécies de
=TI 071 T T T o o S 39
Figura 11. Producdo de EROs em Leishmania spp. induzida por

L0 o | 13 ] Y . X 42
Figura 12. Alteragao do potencial de membrana mitocondrial (AWYm) induzido
por CollinLAAO em LeiShMania SPP.........cuuuueeeeeeemeeeeemnsecissssesssnnesssssssssssssnnnnes 44
Figura 13. Viabilidade de macréfagos RAW tratados com CollinLAAO............ 47
Figura 14. Efeito da CollinLAAO sobre a infectividade de L. (L.) infantum em

(30 F= Tod o] =T Lo 3N T X7 o =T [=Y | o 2RO 48



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Rendimento proteico da CollinLAAO obtida no fracionamento da

peconha bruta de C. d. collilineatus em Sephadex G-75 e Capto-DEAE........... 31

Tabela 2. Efeito da CollinLAAO sobre a infectividade de L. (L.) infantum em

macrofago hosSpedeiro. ... ————— 46



C.d.:

EDTA:

ERO:
FAD:
FMN:
HIV-1:

HPLC:

ICso:
IL-1B:
IL-6:

LAAO:

LC:
LCD:
LCM:
LIT:
LT:
LV:
MTT:
OPD:
PBS:

PMSF:

RPMI:
SDS:

LISTA DE ABREVIATURAS

Crotalus durissus

Acido etilenodiamino tetra-acético

Espécies reativas de oxigénio

Flavina adenina dinucleotideo

Flavina mononucleotideo

Virus da imunodeficiéncia humana 1

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Concentragao requerida para atingir 50% do efeito inibitério maximo
Interleucina 13

Interleucina 6

L-aminoacido oxidases

Leishmaniose cutanea

Leishmaniose cutanea difusa

Leishmaniose cutaneomucosa

Liver infusion tryptose

Leishmaniose tegumentar

Leishmaniose visceral

3-(4,5-Dimetil tiazol 2-il)2,5-Difenil Brometo de Tetrazolium
O-fenildianisidina

Tampao fosfato salino

Fluoreto de fenilmetilsulfonila

Meio de cultura celular (Roswell Park Memorial Institute)
Dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE: Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de SDS

SV-LAAOs: L-aminoacido oxidases de pegonha de serpentes

Xi



SUMARIO

1.0 INTRODUGAO ......coeeeeeeeeeeeceeseeseesaesaesaesaesaesasssesasssessesssssssassasssssasssssssssessssasnes 1
1.1 Aspectos gerais sobre pegonhas ofidicas........cccccueeciiiiiiiininrisncciiienn 1
1.2 Género Crotalus e composicao de sua pegonha............coervrreemmncciciiieennns 2
1.3 L-aminoacido oxidases de pegonha de serpentes (SV-LAAOS)............... 4
1.4 Efeitos farmacologicos das SV-LAAOS...........cccceiiiiininnnnnnnnnnnnssssssssssnns 7
1.5 Leishmaniose humana.............cccoiimmmeinirr s 9
g IS =TT o o= o = o - 1o 17

2.0 OBUETIVOS ... s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s snsssnnnnen s 19
2.1 Objetivo geral ... e e 19
2.2 Objetivos eSPeCifiCOS.......ccuurimrimmmmmmmmmmiinnnsrerrsrs e 19

3.0 MATERIAL E METODOS........coiiiteriirneseessessssessessssssssssssessssssssssesssssssssssneas 20
3.1 Obtencao da peconha de C. d. collilineatus................cc.uceveeeeuecerereenecnnnne. 20
3.2 Isolamento da COIlINLAAO ... s s ssnnnnnns 20

3.2.1 Cromatografia de Gel Firagao ..........ccevvvmimrimmriismisssnnsssnnseeneee e 20
3.2.2 Cromatografia de troca anidnica .........ccccceeeeeciiiiiiircccccecccse e 20
3.3 Analise de homogeneidade da amostra.......ccccccccceeiiiiimirreeccccss e eseeeecens 21
3.3.1 SDS-PAGE ........coooioiieeeeeeeeeeee e eer s rs s s s s s s s s s s s s s s s s s s s n s n s nnnnnnnnnnnn 21
3.3.2 Cromatografia de fase reversaem HPLC ...............coorrmcciiiiiireeeeeeee, 21
3.4 Dosagem ProteiCa .......cccccviiiiiiiiiiiii 22
3.5 Analise da massa molecular..............cccooiiiimimmieeccinin s 22
3.6 Determinacgao da atividade LAAO ...........cccceiiiiiiinssnnsssnnnnn 22
3.7 Caracterizagao enzimatica............cccccii 23
3.7 1 Influénciade pH ... e 23
3.7.2 Influéncia da temperatura.......cccccccccoiiiiiiireicccce e 23
3.7.3 Influéncia de ions MetaliCos.........cceevrriiiiiiiieieeeeee e 24
3.7.4 Atividade sobre diferentes substratos .............coooecmmmiiiiciiiiieennnn, 24
3.7.5 Avaliagao da estabilidade da CollinLAAO...........ccccmreemmnciiiirinnnnnnnnnns 24
3.8 Cultura de promastigotas e macréfagos...........ccceeviviiiiiin, 24
3.9 Ensaio de citotoxicidade..........ccccceemmniiiiiiiiiirr s 25
3.10 Producéao de espécies reativas de oxigénio (EROS) ..........cccceeviiiiiinnnnnn 26

3.11 Avaliagao da alteragao do dano de membrana mitocondrial (AWm) ....26
3.12 Ensaio de infectividade...........ccccoveiiiiiiii i 27

Xii



3.13 ANAlise EStatiStiCa....cccomimieieieiii e er e e s e sm e ra e re s smnsm s nnnrnn e 28

4.0 RESULTADOS E DISCUSSAOD ......c.cooeeriruirirressessessessessessessssssssssssssessssssssseses 29
4.1 Isolamento e caracterizagao bioquimica parcial da CollinLAAO ........... 29
4.2 Caracterizagao enzimatica da CollinLAAO..........ciireecciii e e, 33
4.3 Avaliagao da citotoxicidade da CollinLAAO sobre parasitos do género
=YL o T g T o] T o o RN 38
4.4 Avaliacdao da producao de espécies reativas de oxigénio (EROs)
INEraCeIUIAr ... ——— 42
4.5 Avaliagao da alteragao do potencial de membrana mitocondrial (AWYm)
........................................................................................................................... 44
4.6 Efeitos da CollinLAAO sobre viabilidade celular de macréfagos RAW
264.7 e infectividade parasitaria..............cccommmremiccii s 45

5.0 CONCLUSAOD ......c.ocveeiieecrcreaesaesaessessessesasssessessessessessessessssssssssssssesssssssssnes 50

REFERENCIAS .......cooitiiitceci s e ssesss e sssssssssesssssssesss s ssesssssssesssssssesssssssesssnsans 51

Xiii



1.0 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais sobre pegonhas ofidicas

As serpentes constituem o segundo grupo mais diversificado de répteis, com
aproximadamente 2.900 espécies de serpentes distribuidas em todo o mundo. No
Brasil existem cerca de 405 espécies, distribuidas em 70 géneros e 10 familias,
sendo que as serpentes peconhentas de interesse em saude publica pertencem as
Familias: Viperidae (com representantes nos géneros Crotalus, Bothrops e
Lachesis) e Elapidae, a qual compreende o género Micrurus (COSTA; BERNILS,
2018; BRASIL, 20202).

A composicao da peconha pode variar de acordo com a espécie de serpente,
idade, época do ano, dieta do animal e localizagao geografica. Sua composigao se
baseia em uma mistura de substancias, das quais as proteinas correspondem a
90% do peso seco, dentre estas destacam proteinas com atividade enzimatica
como as metaloproteases, fosfolipases A2, serinoproteases, hialuronidases,
L-aminoacido oxidases (LAAQOs), acetilcolisnesterases; proteinas que ndo possuem
atividade enzimatica como lectinas tipo—C, tipo C-like e ativadores de proteina C;
peptideos potencializadores de bradicinina e desintegrinas. Além das proteinas,
sdo encontrados os carboidratos, lipideos e componentes inorganicos como K-,
Mg?*, Na*, Fe*, Mn?* e Zn?* que podem estar associados a algumas proteinas
desempenhando fungao catalitica e estrutural. O envenenamento ofidico apresenta
variagdes intra e inter espécies, seus efeitos fisiopatoldgicos geralmente incluem:
neurotoxicidade, hemotoxicidade, miotoxicidade e citotoxicidade (RAMOS;
SELISTRE DE ARAUJO, 2006; KANG et al., 2011; CASEWELL et al., 2020).

Inicialmente as pec¢onhas de serpentes foram estudadas com o intuito de
conhecer sua natureza bioquimica e as propriedades de seus componentes frente
aos efeitos fisiopatolégicos observados nos envenenamentos ofidicos. Esses
estudos levaram ao isolamento de inumeras toxinas que foram amplamente
caracterizadas estruturalmente, bioquimicamente e biologicamente, que além de
fornecerem uma melhor compreensdo da fisiopatologia do envenenamento,
geraram um crescente interesse em avaliar o potencial terapéutico e farmacoldgico,

com aplicabilidades no tratamento de doencas humanas como hipertensao,



tromboses, cancer e doencgas infecciosas (RODRIGUES et al., 2015; CHAN et al.,
2016).

1.2 Género Crotalus e composig¢ao de sua pe¢onha

As serpentes do género Crotalus sao popularmente conhecidas por
cascavel, boicina, maracambdia e maraca. Sao amplamente distribuidas em
cerrados, regides aridas e semiaridas (BRASIL, 2020%) e possuem uma unica
representante no Brasil, Crotalus durissus, distribuida em seis subespécies: C. d.
collilineatus, C. d. terrificus, C. d. cascavella, C. d. durissus; C. d. ruruima e C. d.
marajoensis. As serpentes do género Crotalus sdao encontradas em campos
abertos, areas secas, arenosas e pedregosas, raramente na faixa litoranea. Nao
tém habito de atacar e, quando ameacgadas, denunciam sua presenca pelo ruido
caracteristico do guizo ou chocalho presente na cauda (PINHO; PEREIRA, 2001;
WUSTER et al., 2005; COSTA; BERNILS, 2018).

As serpentes do subgénero C. d. collilineatus apresentam faixais
longitudinais na regido da nuca, com manchas romboides ao longo do corpo
possuindo o centro com coloragdo mais clara que contrasta com o resto do corpo
(figura 1) (CAMPBELL; LAMAR; BRODIE, 1989). Sao distribuidas geograficamente
nas regides secas da regiao centro-oeste, Minas Gerais e norte de Sao Paulo.
Oliveira e colaboradores (2018) realizaram a analise protedmica de 22 pegonhas
de espécimes de C. d. collilineatus por RP-FPLC-MS/MS (reverse phase — fast
protein liquid chromatography- mass spectometry), sendo 14 de coloragao branca,
7 de coloracao levemente amarelada e apenas 1 com cor amarelo intenso. Os
resultados demonstraram a presenca de 15 classes de proteinas, sendo elas:
carboxipeptidase, convulxina, crotoxina, crotamina, crotacetina, enzima conversora
de angiotensina, fosfodiesterase, fosfolipase Az, glutationa peroxidase, glutaminil
ciclotranferase, hialuronidase, metaloprotease, fator de crescimento neural,
serinoprotease, peptideos bioativos e LAAO. Esse estudo revelou a presenca de
proteinas que ndo haviam sido reportadas para a espécie até entdo, demonstrando

uma maior complexidade da pegonha do que era esperado.



Figura 1. Espécime de Crotalus durissus collilineatus (fonte: GIMENEZ 2013)

A sintomatologia do envenenamento ofidico difere-se quanto ao género da
serpente devido a variedade de compostos bioativos em suas peconhas. A pegonha
crotalica geralmente induz pouca ou nenhuma leséo local, e possui trés atividades
com importancia clinica descritas: 1) atividade neurotoxica capaz de bloquear as
juncdes neuromusculares com consequente quadro de paralisia respiratéria; 2)
disturbios de coagulagdo por consumo de fibrinogénio; 3) atividade miotdxica
sistémica, causando rabdomidlise podendo levar a insuficiéncia renal (PINHO;
FERREIRA, 2001; AZEVEDO-MARQUES et al., 2009; BRASIL 20202).

A peconha crotalica, assim como de outras serpentes, pode apresentar duas
coloracdes diferentes, branca ou amarela (SCHENBERG, 1959). A coloracéo
amarela é atribuida as flavinas presentes nas LAAOs e, portanto, pode ser um
indicador da presenga dessas enzimas (TU, 1982). Oliveira e colaboradores (2018)
analisaram pecgonha de 22 espécimes C. d. collilineatus e constataram que a
peconha de coloragdo amarelo mais intenso apresenta banda eletroforética entre
45 e 66 kDa, indicativo da presenca de LAAOs, diferentemente das pegonhas de
coloragao branca analisadas. A variacdo branca de peconha de C. d. ruruima
apresentou atividade edematogénica, ja sua variagdo amarela além dessa
atividade também induziu necrose, sugerindo que existem diferengcas na
composi¢cao molecular entre as variagdes de cores além da presenca de LAAOs
(DOS SANTOS; FORTES-DIAS; DOS SANTOS, 2016). Em outras espécies
também foram analisadas diferencas por exemplo na pegonha de Vipera russelli
(DIMITROV; KANKOKAR, 1968) e de Vipera ammodytes (KORNALIK; MASTER,
1964), foram detectadas LAAOs em sua variante branca, porém em menores

gquantidades que nas amarelas.



Durante a captura da presa, as serpentes se expdéem a uma variedade de
microrganismos que podem ser carreados do ambiente que as rodeia, a pegonha
entdo apresenta um papel protetor frente aos potenciais agentes nocivos
(MACKESSY, 2010). As LAAOs apresentam atividade antimicrobiana (IZIDORO et
al., 2014), portanto a existéncia dessas enzimas esta relacionada com a protegéo

natural das serpentes contra microrganismos (ANDE et al., 2008).

1.3 L-aminoacido oxidases de pegonha de serpentes (SV-LAAOSs)

As LAAOs (EC 1.4.3.2) sdo amplamente encontradas em diversas espécies,
incluindo insetos, fungos, bactérias e serpentes das familias Viperidae, e Elapidae.
Em plantas e bactérias, a amdnia, um de seus produtos, € utilizada como fonte de
nitrogénio no metabolismo celular (DU; CLEMETSON, 2002; NISHIZAWA et al.,
2005; NUUTINEN; TIMONEN, 2008, COSTA et al., 2014).

As LAAOs sao flavoproteinas glicosiladas com estrutura dimérica na qual
cada subunidade faz uma ligacdo nao covalente com a flavina mononucleotideo
(FMN) ou, como na maioria das LAAOs encontradas em pegonha de serpentes,
com a flavina adenina dinucleotideo (FAD) (COSTA et al., 2014). As LAAOs séo,
portanto, classificadas como oxirredutases FAD-dependentes e possuem atividade
de deaminagdo oxidativa estereoespecifica de L-aminoacidos gerando como
produtos a-cetoacidos, peréxido de hidrogénio (H202) e aménia (BREGGE-SILVA
et al., 2012). O mecanismo de catalise se inicia com reacgao redutora convertendo
FAD em FADH:2 paralelo a oxidagao do aminoacido em iminoacido, que por sua vez
sofre hidrolise ndo enzimatica liberando a-cetoacido e aménia. Outra reacao
oxidativa acontece para finalizar o ciclo, reoxidando FADH2 com o oxigénio

molecular produzindo perédxido de hidrogénio (figura 2) (COSTA et al., 2014).
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Figura 2. Deaminagdo oxidativa de aminoacidos catalisada por LAAOs. (fonte: COSTA et al.,
2014)

As SV-LAAOs possuem massa entre 110 e 150 kDa em sua forma nativa
(homodimérica) determinada por filtragdo molecular, porém quando tratadas sob
condigdes desnaturantes, a massa molecular de cada monémero determinada
tanto por SDS-PAGE ou por espectrometria de massa é de aproximadamente 50 a
70 kDa (DU; CLEMETSON, 2002; IZIDORO, 2014). Além disso, podem ser acidas
ou basicas, com ponto isoelétrico (Pl) variando entre 4,4 e 8,5, sendo que, ambas
as formas podem coexistir na mesma peconha e podem apresentar propriedades
farmacoldgicas distintas (STILES, 1991; CURTI et al., 1992; AHN et al., 1997; DU,
CLEMETSON, 2002). Os dimeros funcionais das SV-LAAOs consistem em um
dominio de ligagdo ao FAD, um dominio de ligagao ao substrato e um dominio
helicoidal envolvido na dimerizagao da proteina (ZHANG et al., 2004; MOUSTAFA
et al., 2006).

A atividade enzimatica de SV-LAAOs isoladas é determinada por um ensaio
utilizando peroxidase de rabanete, assim o peroxido de hidrogénio gerado pela
LAAO é consumido pela peroxidase para oxidar o-fenildianisidina (OPD) a um
radical catidnico que pode ser monitorado a 490 nm. Para tal ensaio a L-Leucina é
o substrato comumente utilizado, visto que as SV-LAAOs possuem alta afinidade
por aminoacidos hidrofébicos como L-Fenilalanina, L- Triptofano, L-Metionina e
L-Leucina (DU; CLEMETSON, 2002).



As LAAOs exibem absorbancia tipica entre 490 e 380 nm devido a presenca
do FAD (MASSEY; CURTI, 1967) e s&o inativadas durante congelamento ou por
alteragbes do pH do meio, tais eventos podem ser observados pela mudanga na
absorbancia das amostras, o que indicia altera¢gdes no microambiente do cofator
FAD, portanto, as SV-LAAOs devem ser armazenadas a 4 °C em pH neutro (DU,
CLEMETSON, 2002).

Mackessy (1985) fracionou a peconha de Crotalus ruber ruber obtendo entre
outras toxinas, uma LAAO, que por sua vez teve sua atividade inibida na presenca
de EDTA, N-etilmaleimida, 1,10-fenantrolina, PMSF e glutationa. Na presencga de
tais inibidores o cofator FAD é reduzido inativando a enzima (MANNERVICK, et al.,
1980). Diferentes ions bivalentes podem ativar ou inibir algumas LAAOs. A LAAO
de Crotalus adamanteus requer Mg?* para seu funcionamento (PAIK; KIM, 1965),
enquanto as de Lachesis muta e Bothrops brazili séo inibidas pela presenga de Zn?*
(CISNEROS, 1996; SOLIS, et al., 1999). A acgao inibitoria desses ions pode estar
relacionada com sua habilidade de se ligar reversivelmente aos grupos tidis de
cisteina presentes no sitio ativo da enzima, reduzindo sua atividade (IZIDORO et
al., 2014).

As SV-LAAOs sao glicoproteinas e possuem porcentagem variavel de
acucar de acordo com a espécie de serpente (IZIDORO et al., 2014). Carboidratos
como a fucose, manose, galactose, N-acetilblucosamina e acido sialico ja foram
identificados em suas estruturas (KOK; RAWITCH, 1969, ALl et al., 1999). Esses
carboidratos s&o ligados a enzima por ligagdes N-glicosidicas e podem alterar suas
propriedades fisico-quimicas, aumentar a solubilidade e viscosidade da proteina, e
mantém a estabilidade das cargas elétricas (IZIDORO et al., 2014).

Em geral, as SV-LAAOs possuem sitios de glicosilagdo bem conservados
nos aminoacidos Asn172 e Asn361. A porcao glicana das SV-LAAO se encontra
geralmente préxima a entrada do oxigénio e da saida de perdxido de hidrogénio e
tem sido relacionada com um aumento da concentragao de peréxido mediante ao
ancoramento na superficie celular. Assim sendo, a porgao glicana possui um

importante papel em sua atividade biolégica (ULLAH, 2020).



1.4 Efeitos farmacolégicos das SV-LAAOs

As SV-LAAOs apresentam inumeros efeitos farmacolégicos, como indugao
de apoptose celular (COSTA et al.,, 2017), indugdo e inibicdo de agregagéo
plaquetaria (NATHAN, et al., 1982; NAUMANN et al., 2011), hemorragia (STABELI
et al., 2004), edema (STABELI et al., 2007), atividades bactericida (COSTA et al.,
2015) e antiparasitaria (RODRIGUES et al., 2009), entretanto, os mecanismos
pelos quais essas enzimas exercem suas atividades nao estdo totalmente
elucidados. Acredita-se que os efeitos farmacoldgicos destas enzimas sejam
atribuidos ao peroxido de hidrogénio gerado durante a reagdo enzimatica, pois na
presenga de catalase, um agente que degrada H202, o efeito das LAAOs é
geralmente inibido (DU; CLEMETSON, 2002).

O efeito hemorragico das SV-LAAOs se da pela apoptose de células do
endotélio vascular, que culmina no extravasamento do sangue, no entanto poucas
sdo as LAAOs isoladas que apresentam tal atividade (IZIDORO et al., 2014).
Devido ao extravasamento de sangue, as SV-LAAOs também sao tidas como
edematogénicas, embora essa atividade nao esteja relacionada ao recrutamento
de outros mediadores de inflamagao, como acontece com toxinas de serpentes de
outras classes. Ali e colaboradores, (1999) demonstraram que a atividade
edematogénica da enzima n&o era inibida com dexametasona, um poderoso anti-
inflamatdrio, entretanto, a atividade foi completamente inibida pelo tratamento com
glutationa, indicando que a indugdo do edema esta relacionada com a producgao de
peréxido.

As SV-LAAOs também possuem potencial de induzir agregacao plaquetaria.
Novamente o peroxido de hidrogénio possui papel fundamental, podendo interagir
com receptores de agregacao (GPIIb/llla) e fibrinogénio (DU; CLEMETSON, 2002;
ZHONG et al., 2009), mas seu mecanismo de ag¢ao sobre a fungao plaquetaria
requer mais estudos.

Os estudos envolvendo a atividade citotdxica das SV-LAAOs sobre tumores
vém crescendo (SANTOS et al., 2008; COSTA et al., 2017; ABIDIN et al., 2018;
SALAMA et al., 2018). Sabe-se que estas podem causar citotoxicidade por dois
processos: necrose a apoptose, sendo o primeiro relacionado a acéo direta da

enzima ou de seus produtos catabdlicos na membrana da célula, promovendo sua



degeneragdo (SUHARA et al., 1998; ZHANG; WEI, 2007; ANDE et al., 2008). O
mecanismo das LAAOs na indugdo de apoptose ainda ndo é completamente
elucidado, mas pode ser parcialmente explicado pela producdo de peroxido de
hidrogénio que se acumula na superficie da membrana celular, promovendo
desarranjo mitocondrial, induzindo atraso no crescimento e causando a morte da
célula (DU; CLEMETSON, 2002). Diversos estudos avaliaram os efeitos citotoxicos
das LAAOs na presenca de catalase e foi possivel observar reducgao significativa
ou anulagao de sua citotoxicidade (DU; CLEMETSON, 2002; IZIDORO et al., 2014).
As caspases sao proteases intracelulares da familia das cisteinas e sao
sinalizadoras de apoptose (DU et al., 2000). DiPietrantonio e colaboradores (1999)
detectaram um aumento na atividade da Caspase 3 em células HL-60 (leucemia
humana) tratadas com peroxido de hidrogénio.

Costa e colaboradores (2017) demonstraram que a LAAO isolada de
Calloselasma rhodostoma (CR-LAAO) promoveu apoptose em células HL-60 e
HepG2 (cancer de figado humano) através da producao de peréxido de hidrogénio
e ativacao de células do sistema imunoldgico, resultando em estresse oxidativo e
producao de IL-6 e IL-1B que ativaram uma série de eventos incluindo a expressao
do gene pro-apoptotico BAX. A CP-LAAO, isolada de Cryptelytrops
purpureomaculatus, demonstrou efeitos citotoxicos em duas linhagens de células
humanas de cancer de colon SW480 e SW620, de maneira dose dependente com
ICs0de 13 pg/mL para ambas as linhagens. Os resultados mostraram alteragbes
morfoldgicas indicativas de apoptose (ABIDIN et al., 2018).

No que diz respeito ao potencial microbicida das SV-LAAOs, desde que
Skarnes (1970) observou pela primeira vez o efeito bactericida de uma LAAO
isolada de Crotalus adamanteus, muitas outras SV-LAAOs demonstraram ser
efetivas contra bactérias, independente do género da serpente, como:
Trimeresurus jerdonni (LU et al., 2002), Bothrops alternatus (STABELI et al., 2004),
Crotalus durissus cascavella (TOYAMA et al., 2006), Vipera labetina (TONISMAGI
et al., 2006), Naja naja oxiana (SAMEL et al., 2008), Daboia ruselli siamensis
(ZHONG et al., 2009). O mecanismo de acéo das SV-LAAOs sobre bactérias ainda
nao é completamente elucidado, mas novamente relaciona-se com a toxicidade

causada pelo peroxido de hidrogénio produzido, o qual pode causar



lipoperoxidacdo da parede bacteriana (EHARA et al., 2002) e dano ao DNA
(ZHANG; WEI, 2007), com consequente morte celular.
A SV-LAAO isolada de Crotalus durissus cascavella apresentou atividade
bactericida contra Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (Gram-negativa) e
Streptococcus mutans (Gram-positiva). O estudo foi conduzido utilizando
microscopia eletrénica e demonstrou a ruptura da membrana plasmatica dos
microrganismos e 0 consequente extravasamento do conteudo citoplasmatico,
levando a morte celular (TOYAMA et al., 2006). De acordo com a literatura, a
atividade bactericida de SV-LAAOs deve se relacionar com a produg¢ao de EROs
causado pelo peréxido de hidrogénio, desencadeando uma desorganizagao da
membrana e do citoplasma com consequente morte celular (IZIDORO et al., 2014).

Os efeitos antivirais das SV-LAAOs também ja foram relatados, porém ainda
necessitam de mais estudos. Uma LAAO isolada da pegonha de Trimeresurus
stejnegeri denominada TSVLAO reduziu a replicagdo do HIV-1 através da reducao
da producido da proteina p24, entretanto a enzima nao foi capaz de impedir a

entrada do virus em células hospedeiras, sugerindo que nao é capaz de bloquear
a fusdo e/ou adsorgao do virus (ZHANG et al., 2003). Outra SV-LAAO, isolada da
peconha de Bothrops jararaca demonstrou redugéo da carga viral do DENV-3 (virus
da dengue) de linhagem de células C6/36 (células de larva do Aedes albopictus)
infectadas e tratadas com a toxina em relagao ao grupo controle (SANT’ANA et al.,
2008).

O potencial antiparasitario das SV-LAAOs tem um enfoque quanto a sua
acao leishmanicida e tripanomicida (BREGGE-SILVA et al., 2012; COSTA et al.,
2015; SOARES et al., 2020). Ainda nao ha muitos dados sobre o mecanismo de
acao das SV-LAAOs sobre leishmanias, entretanto, inUmeras pesquisas
demonstram a inibicdo da atividade quando na presenca de catalase ou glutationa,
0 que indica a relagcdo do perdxido de hidrogénio produzido com tal atividade
(IZIDORO et al., 2014).

1.5 Leishmaniose humana

A leishmaniose € uma doenga endémica tropical, popularmente conhecida

como ulcera de Bauru ou Calazar, podendo afetar o homem e o cdo. Esta é causada



por protozoarios flagelados do género Leishmania e transmitida ao homem pela
picada de mosquitos flebotomineos do género Lutzomyia (chamados de "mosquito
palha" ou birigui). Sua manifestagao pode ser através de ulceragdes cutaneas ou
infecgcbes viscerais e poucos farmacos estdo disponiveis para o tratamento da
leishmaniose, devido a alta toxicidade (GONTIJO; MELO, 2004; NAGLE et al.,
2014).

Os organismos do género Leishmania sao protozoarios unicelulares
digenéticos, apresentando diferentes formas adaptativas (amastigotas;
promastigotas prociclicas e promastigotas metaciclicas) durante seu ciclo de vida
(BESTEIRO et al., 2007; NEVES, 2016).

As formas amastigotas apresentam-se tipicamente ovoides ou esféricas, ndo
possuem flagelo livre, apenas um rudimento que esta presente na bolsa flagelar,
uma pequena invaginacado na superficie do parasito (NEVES, 2016). Esta forma
infecta células do sistema fagocitario mononuclear do hospedeiro vertebrado e
apresenta importantes modificagbes para garantir sua sobrevivéncia como
tamanho reduzido, flagelo internalizado e capacidade de sobrevivéncia em
ambientes com baixo pH (BESTEIRO et al., 2007; NEVES, 2016).

As formas promastigotas sdo alongadas e apresentam um flagelo livre em
sua regidao anterior, possuem um tamanho variavel mesmo para membros da
mesma espécie (NEVES, 2016). As formas promastigotas se subdividem em duas
outras formas, promastigotas prociclicas e promastigotas metaciclicas. As formas
promastigotas prociclicas sdo encontras no intestino médio do inseto vetor,
possuem um corpo mais arredondado e um flagelo pequeno, além disso, se
multiplicam rapidamente. As formas metaciclicas possuem um corpo menor e mais
alongado, seu flagelo pode medir até duas vezes seu comprimento. Quando a
forma promastigota metaciclica completa seu desenvolvimento, adquire
capacidade infectiva e entdo migra para a probéscide do vetor (GOSSAGE et al.,
2003).

O desenvolvimento biolégico das leishmanias em hospedeiros mamiferos é
relativamente simples. Promastigotas metacilicas sédo introduzidas no hospedeiro
mamifero através da picada de fémeas flebotomineas durante seu processo de
alimentacao. Essas formas sao rapidamente fagocitadas pelos macréfagos entéao

as formas promastigotas metaciclicas se diferenciam em amastigotas e iniciam seu
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processo de multiplicagdo (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002; GOSSAGE et al.,
2003).

Durante o repasto sanguineo de uma fémea flebotominea podem ser
ingeridas formas amastigotas livres no sangue ou de tecido, além de macréfagos
infectados. Dentro do inseto vetor o desenvolvimento e maturagao dos parasitos se
diferencia em grau de subgénero. Os organismos pertencentes ao subgénero
Leishmania se multiplicam e desenvolvem exclusivamente na regiao meédia do
estbmago. Ja os membros do subgénero Viannia dirigem-se para o intestino
posterior se estabelecendo nas regides do piloro e ileo, onde permanecem aderidas
através de hemidesmossomas e continuam sua divisdo. Ambos os subgéneros
completam seu processo de maturagédo no trato gastrointestinal, assim sendo se
tornam promastigostas metaciclicas, que migram para a probodscide do inseto, onde
podem infectar outro hospedeiro mamifero durante a alimentagao do vetor (figura
3) (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002; NEVES, 2016).

HOSPEDEIRO VERTEBRADO
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Figura 3. Ciclo Biologico de Leishmania spp. As Leishmanias séo transmitidas através da picada
de fémeas flebotomineas do género Lutzomyia, a qual injeta formas promastigotas metaciclicas no
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tecido dérmico do hospedeiro vertebrado. Essas formas sdo rapidamente opsonizadas pelos
macrdéfagos e residem dentro dos fagolisossomos, se replicando e transformando em amastigotas.
Macréfagos infectados ingeridos pelos flebotomineos durante a alimentagdo. No intestino médio,
ocorre a lise dos macréfagos e a liberagao dos parasitos, que rapidamente se dividem e transformam
em promastigotas nao infectivos. Essas formas passam por um processo de ades&o as paredes do
trato gastrointestinal e se tornam promastigotas metaciclicas (forma infectiva), entdo migram para a
probdscide do inseto e podem ser transmitidas a outro hospedeiro. Adaptado. (SACKS; NOBEN-
TRAUTH, 2002).

As leishmanioses representam um grupo de doengas causadas por mais de
21 espécies de leishmanias, as quais causam distintos quadros clinicos que podem
variar desde lesdes cutaneas de cura espontdnea até a comprometimentos
sistémicos mais graves e potencialmente fatais (BURZA et al., 2018; WHO, 2020).
Genericamente o grupo é dividido em duas formas principais da doenca:
leishmaniose visceral e leishmaniose tegumentar.

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar ou kala-azar
apresenta um quadro clinico padrao de febre irregular e persistente, acompanhada
de esplenomegalia, entretanto pancitopenia, hepatomegalia,
hipergamaglobulinemia e perda de peso também sio sintomas comuns (HARHAY
et al., 2011; BURZA et al., 2018; WHO, 2020). E potencialmente mais grave que a
forma cutanea, acometendo o sistema linfo-monocitario e pode ter uma evolugao
fatal quando nao tratada (GONTIJO; MELO, 2004). Na Africa e na Asia essa forma
é causada por L. (L.) donovani, ja no Oriente Médio, Mediterraneo, Asia central e
Américas do Sul e Central é causada por L. (L.) infantum (BURZA et al., 2018).

A leishmaniose dérmica post-kala-azar (PKDL) € uma dermatose resultante
da complicacdo de leishmaniose visceral que acomete pacientes tidos como
recuperados. E caracterizada por uma erupgdo macular, maculopapular e nodular
hipopigmentada, que geralmente se inicia pela regido bucal e se espalha para o
restante do corpo, dependendo da severidade do caso. Os sintomas aparecem, na
maioria dos casos, dentro de 6 meses a 1 ano apds a aparente cura de LV,
entretanto podem aparecer antes e até mesmo concomitante com a LV. Sua
prevaléncia se da principalmente na india e no Sudao, onde ocorrem em 5 a 10%
e 50% respectivamente, dos acometidos por LV, no entanto a PKDL esta associada

somente ao agente L. (L.) donovani e exerce um papel fundamental na manutengao
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e transmissao da doenca, uma vez que os infectados atuam como reservatérios
para os parasitos (ZIJLSTRA et al., 2003; WHO, 2020).

A leishmaniose tegumentar (LT) é a forma mais comum da doenga e nao
apresenta letalidade nem transmissao por contato direto com as feridas, portanto,
é considerada a forma menos grave da doenga. Embora n&o seja letal, € uma
doenga que leva morbidade estética e estigmatizagao social, pois € caracterizada
pela aparicao de feridas que podem ulcerar deixando uma cicatriz permanente
quando se curam. Em casos mais graves pode gerar consideravel desfiguragao da
mucosa facial, como boca e nariz. (BASANO; CAMARGO, 2004; BURZA et al.,
2018; WHO, 2020). A LT pode se manifestar de trés formas clinicas diferentes, que
dependem da espécie de parasito, da reposta imunologica do hospedeiro e
condicbes ambientais, sendo que a mesma espécie pode causar quadros
sintomaticos diferentes (SKRABA et al., 2014).

A leishmaniose cutédnea (LC) é caracterizada por lesdes indolores na pele,
geralmente em partes expostas do corpo, como rosto, bragos e pernas, que iniciam
seus desenvolvimentos como papulas que entdo aumentam para um noédulo e
culminam em ulceragado com o passar dos meses. No Brasil os principais agentes
causadores de LC séo L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (L.) amazonensis
e L. (V.) lainsoni (NEVES, 2016; BRASIL, 2020°; WHO, 2020).

A leishmaniose cutaneomucosa (LCM) geralmente resulta da evolugcédo da
LC, principalmente em pacientes nao tratados (NEVES, 2016). Essa forma da
doenca se caracteriza pelo comprometimento parcial ou total da mucosa do nariz,
boca e garganta, promovendo destrui¢ao tecidual progressiva da cartilagem e leva
ao aparecimento de lesdes desfigurantes (AMATO, et al., 2003. PALMEIRO et al.,
2012). No Brasil a espécie mais comumente associada a LCM é L. (V.) braziliensis,
e de forma menos comum L. (V.) guyanensis (NEVES, 2016).

A ultima forma clinica da LT é considerada mais rara e apresenta um quadro
mais grave que as outras, além de ser mais resistente a tratamentos. A denominada
leishmaniose cutanea difusa (LCD) é caracterizada por lesdes difusas, formando
nodulos nao ulcerados na pele que podem atingir o corpo todo (NEVES 2016;
BURZA et al., 2018). No Brasil a LCD ¢é relacionada com a espécie L. (L.)

amazonensis, cerca de 40% dos pacientes infectados desenvolvem a forma
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cutanea difusa. Isso ocorre quando o parasito chega ao sistema linfatico e
dissemina-se a para outras partes do corpo (NEVES, 2016).

Dentre as doencgas tropicais negligenciadas, a leishmaniose se encontra
entre as sete prioridades da Organizagcao Mundial da Saude (OMS), sendo a
segunda que mais causa mortes. Estima-se que acontegam cerca de 1,3 milhdes
de novos casos anualmente (BERN et al., 2008; WHO, 2020). Em 2017, 20.297 dos
22.145 (94%) novos casos reportados a OMS ocorreram em sete paises: Brasil,
Etiépia, india, Quénia, Somalia, Suddo e Suddo do Sul (WHO, 2020). As
leishmanioses afetam principalmente a América, Africa, Asia e Europa e sdo

consideradas endémicas em 98 paises (figura 4) (WHO, 2020).

. Endemic
Praviously reported cazes
Mo autochthonous cases reported

Mot applicable

Figura 4. Estado da endemicidade de leishmaniose cutdnea no mundo em 2018 (adaptado de
WHO, 2020)

Nas Américas, 12 paises sao acometidos pelas leishmanioses e o Brasil
registra 90% dos casos do continente. Recentemente observou-se uma mudanga
no padrao de transmisséo, inicialmente predominando em zonas rurais e silvestres
e mais recentemente em centros urbanos. Em 2018 no Brasil, foram registrados
16.432 casos de leishmaniose cutédnea e 3.466 de leishmaniose visceral, sendo a
predominancia de ambas as formas ocorrendo nas regides norte e nordeste do
pais. Além disso, a leishmaniose visceral apresentou um aumento gradativo da
letalidade, passando de 3,1% em 2000 para 7,1% em 2012 (BRASIL, 20202).
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Os medicamentos de escolha preconizados pela OMS para o tratamento da
leishmaniose sdo: antimoniais pentavalentes, pentamidinas, anfotericina B,
paramomicina e militefosfina No entanto, esses tratamentos oferecem desafios ao
paciente por apresentarem alta toxicidade, diversos efeitos colaterais e um custo
relativamente alto, além de nd&o serem raros os casos de reincidéncia poés-
tratamento, o que evidencia que a cura da doenca ndo esta necessariamente
atrelada a eliminagdo completa dos parasitos, agravando o problema de saude, ja
que tais pacientes funcionam como reservatorio da doenga (WHO, 2010; SILVA et
al., 2015).

Embora amplamente utilizados, os mecanismos de agdo dos antimoniais
ainda nao estdo completamente elucidados, algumas teorias apontam sua agao
para inibicdo da enzima tripanotiona redutase, a qual € responsavel por manter o
balanco redox e proteger o parasito de espécies reativas de oxigénio (EROs),
outros achados indicam a interferéncia das drogas em enzimas do sistema de
reparo de DNA, prejudicando sua capacidade de replicagdo. Uma ultima proposta
indica uma possivel influéncia da droga sob células fagocitarias hospedeiras,
induzindo a producdo de EROs e prejudicando a sobrevivéncia do parasito
(FERREIRA et al, 2003; HALDAR; SEN; ROY, 2011).

A busca por novos tratamentos contra leishmanioses segue principalmente
em trés abordagens: 1) A busca por compostos naturais com potencial
leishmanicida, sendo essa a considerada mais promissora; 2) O reposicionamento
dos atuais farmacos no mercado, bem como sua complexacdo com outras
moléculas, afim de melhorar sua biodisponibilidade plasmatica, seu enderecamento
ao alvo e diminuicao de efeitos colaterais; 3) exploragao de vias metabdlicas do
parasito para identificacdo de alvos moleculares e a utilizagdo de compostos que
atuem de forma especifica (TIUMAN et al., 2011).

Nesse contexto, a busca por alvos moleculares de vias especificas dos
parasitos, chama a atencéo o sistema redox presente nos tripanossomatideos. Na
maioria dos organismos o controle de EROs é realizado pelos sistemas Glutationa
(GSH)/glutationa redutase (GR) e tioredoxina(Trx)/tioredoxina redutase(TrxR). Os
tripanossomatideos, porém, possuem um metabolismo de oxirreducao baseado na

tripanotiona  (T[SH]2) [N'-N&-bis(glutationil)espermidina], juntamente com
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tripanotiona redutase (TR), triparedoxina (TXN), triparedoxina peroxidase (TXPNx),
nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADPH) (figura 5) (BEIG et al., 2013).

NADPH\‘/ TR [S]2 \ /T[SH]?\/ TXN [S] \/TKNP![EH]Z\/ ROOH
Mnnm‘/\’TRISHIZ/\'T[sh‘/\"mu[smz'/\ TXNPx [S] ‘/\’RDH+H:CI

Figura 5 Cascata de eventos dependente de tripanotiona redutase TR, responsaveis
pela neutralizagdo das espécies reativas de oxigénio em tripanossomatideos. NADPH: Nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato reduzida. NADP+: Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidada.
TR[SH]2: Tripanotiona redutase reduzida. TR[S]2: Tripanotiona redutase oxidada. T[SH]2:
Tripanotiona reduzida. T[S]2: Tripanotiona Oxidada. TXN[SH]2: Triparedoxina reduzida. TXN[S]:
Triparedoxina oxidada. TXNPx[SH]2: Triparedoxina peroxidase reduzida. TXNPx[S]2: Triparedoxina
peroxidase oxidada. ROOH: Radical peréxido. ROH+H20: Radical hidroxil + Agua. (Adaptado de
Colotti et al., 2013).

A biossintese da tripanotiona possui como precursor o tripeptideo glutationa
e a poliamina espermidina, tendo como produto a unidao de duas GSH unidas pela
espermidina (figura 6) (KRAUTH-SIEGEL; COMINI, 2008). Embora a GR e a TR
compartilharem 40% de identidade, existem caracteristicas estruturais que
proporcionam diferentes especificidades de ligacdo ao substrato. A TR possui
capacidade de acomodar substratos constituidos por grupos com maior volume,
apresentando um sitio ativo carregado negativamente e regides hidrofébicas
interagindo com seu substrato mediante interacbes de Van der Waals, ja a GR
apresenta residuos carregados positivamente e interage com seu substrato de

menor tamanho por interacdes eletrostaticas (COMINI; FLOHE, 2013).
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Figura 6. Estrutura quimica da Tripanotiona e glutationa. Adaptado de (KRAUTH-SIEGEL,;
COMINI, 2008).

A enzima TXPNx €& capaz de reduzir peréxido de hidrogénio e outros
perdxidos em uma taxa razoavel, porém glutationa peroxidase reage 10-100 vezes
mais rapido. Essa taxa relativamente baixa de atividade pode ser compensada por
altas concentragdes da enzima nas células. A auséncia da tripanotiona em
mamiferos e a sensibilidade dos tripanossomatideos ao estresse oxidativo torna
atrativa a utilizacdo dessas moléculas como alvos moleculares para novos
farmacos (KRAUTH-SIEGEL; SCHMIDT, 2002).

Devido ao complexo panorama que envolve doencgas negligenciadas, a
biodiversidade surge como uma fonte de moléculas de alta variabilidade estrutural,

quimica e de elevado potencial de aplicagéo biotecnoldgica e farmacoldgica.

1.6 Bioprospecgao

Os produtos naturais, desde plantas, animais até microrganismos tém
inspirado a ciéncia por milénios, historicamente, eram a fonte de toda preparagao
medicinal. Avangcos na compreensdo da biossintese de produtos naturais,
juntamente com novas metodologias de isolamento e caracterizagdo quimica
abriram caminhos para a busca crescente de investigacdes cientificas que visam a
compreensao de seus mecanismos de agao (CLARDY; WALSH, 2004).

Os produtos naturais representam a maior fonte de inovagbes de agentes
terapéuticos para doencgas infecciosas, cancer, dislipidemias e imunomodulagao
(CLARDY; WALSH, 2004; HARVEY et al., 2015).

No ambito da bioprospeccdo, venenos e pegonhas animais tém sido

extensivamente investigados por diversos pesquisadores no mundo todo. Esses
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venenos, por serem uma complexa mistura de compostos e apresentarem alta
especificidade por seus alvos moleculares, podem ser bons alvos para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas (ZAMBELLI et al., 2016).

As LAAOs de peconhas de serpentes compartiham um alto grau de
identidade, sugerindo que LAAOs de outras pegonhas também podem apresentar
atividade leishmanicida (FRANCA et al., 2007). O processo catalitico das LAAOs
gera como um dos produtos o peroxido de hidrogénio, que tem o potencial de
impactar diversos processos biolégicos. Dessa forma estudos que exploram a
atividade dessa enzima podem demonstrar o papel de sistemas antioxidantes em
diferentes patégenos e dessa forma revelar importantes alvos moleculares para o
desenvolvimento de novas terapias. Assim, o presente trabalho teve por objetivo
avaliar o potencial leishmanicida de uma nova LAAO isolada da pegonha de

Crotalus durissus collilineatus.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Isolar e caracterizar bioquimicamente uma nova L-aminoacido oxidase da
peconha de Crotalus durissus colillineatus, bem como avaliar seu potencial
leishmanicida sobre cepas de Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (L.)

infantum.

2.2 Objetivos especificos

e Isolar uma nova LAAO da pegonha de C. d. colillineatus (CollinLAAO)
através de cromatografias de filtragcdo molecular e troca idnica;

e Caracterizar a atividade enzimatica da CollinLAAO sobre diferentes
substratos, em diferentes condi¢cbées de pH, temperatura, presenca de ions
metalicos, bem como a avaligdo de sua estabilidade enzimatica;

e Avaliar a citotoxicidade da CollinLAAO sobre cepas de Leishmania (V.)
braziliensis, Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (L.) infantum pela
metodologia de MTT, na presencga e auséncia de catalase;

e Avaliar a citotoxicidade da CollinLAAO sobre macréfagos RAW pela
metodologia de MTT;

e Verificar a interferéncia da CollinLAAO no processo de infectividade das
cepas de Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (L.) infantum sobre os
macrofagos hospedeiros;

¢ Avaliar o efeito da CollinLAAO sobre o potencial mitocondrial das cepas de
Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (L.) infantum pelo ensaio de
Rodamina;

e Avaliar a produgédo de EROs intracelular gerados pelo tratamento com
CollinLAAO utilizando a sonda CM-H2DCFDA.
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3.0 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtenc¢ao da pegonha de C. d. collilineatus

As peconhas de C. d. collilineatus foram obtidas a partir de espécimes
mantidos no Setor de Manutencdo de Répteis do Instituto de Biologia da UFU,
coordenado pela Profa Dra. Vera Lucia de Campos Brites. Atualmente este setor
foi desativado, mas possuia registro desde 1995 pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente dos recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), enquadrando-se na

categoria Criadouro Conservacionista da Fauna Silvestre - finalidade cientifica.

3.2 Isolamento da CollinLAAO

3.2.1 Cromatografia de Gel Filtragao

Cerca de 200 mg da peconha bruta de C. d. collilineatus foram dispersos em
2,0 mL de tampéao bicarbonato de aménio (AMBIC) 0,3 M pH 8,0, centrifugados a
1000 xg por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante limpido foi retirado e aplicado a
coluna Sephadex G-75 (95 cm x 9 mm, altura x didmetro) previamente equilibrada
com AMBIC 0,3 M, pH 8,0. A eluicao das proteinas foi realizada com o mesmo
tampao de equilibrio em um fluxo de 15 mL/hora. As fragcbes coletadas (2,5 mL)
foram agrupadas de acordo com o perfil cromatografico e posteriormente testadas
quanto a atividade LAAO (item 3.5).

3.2.2 Cromatografia de troca aniénica

A fracao ativa de LAAO obtida da coluna de gel filtragao (G1; 39,48 mg) foi
concentrada e dessalinizada em filtros Amicon Ultra (membrana YM 3.000) para
trocar o tampao inicial pelo tampao AMBIC 0,05 M pH 8,0 e posteriormente foram
aplicados 20 mg da fracédo a uma coluna Capto-DEAE (GE HealthCare 5 x 5 mL)
previamente equilibrada com o mesmo tampéao e acoplada ao sistema AKTA Prime.
A eluicao se deu com um gradiente linear de AMBIC 0,05 M a 1 M com fluxo de 1
mL/minuto. Fracgdes de 1,0 mL foram recolhidas e testadas quanto a atividade

LAAO. A fragao ativa (D2) foi concentrada por ultrafiltracdo (membrana YM 3.000),
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lavada com tampao AMBIC 10 mM pH 8,0 armazenada a 4 °C para analises

subsequentes.

3.3 Analise de homogeneidade da amostra

A homogeneidade da CollinLAAO foi analisada por SDS-PAGE e
cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (HPLC), como descrito a

seqguir.

3.3.1 SDS-PAGE

As eletroforeses em géis de poliacrilamida a 12,5 % (m/v) em condigbes
redutoras e na presencga de SDS foram realizadas segundo a metodologia descrita
por Laemmli (1970), com algumas modificacbes. O sistema de SDS-PAGE
descontinuo consistiu de um gel de empilhamento a 3%, contendo Tris-HCI 0,5 M
(pH 6,8) e SDS a 0,1% (m/v), e gel de separagéo a 12,5% contendo TRIS-HCI 1,0
M pH 8,8 e SDS 0,1% mantendo a relagéo de bis:acrilamida 0,8:30 (m/m).

Todos os géis foram preparados em sistema de eletroforese Hoefer SE 260
Mighty Small Il Mini-Vertical. As amostras foram dispersas em Tris-HCI 0,06 M pH
6,8, azul de bromofenol 0,01% (m/v), glicerol 10% (v/v) e B-mercaptoetanol 5%
(v/v). O tampéao do eletrodo contendo Tris 0,025 M, Glicina 0,192M e SDS 0,1%
(m/v), pH 8,3. Apds a corrida os géis foram corados em uma solugdao de Coomassie
Brilliant Blue R-250 0,1% (m/v) em agua e metanol 1:1 (v/v) e descorados em uma

solucao de acido acético 10% e etanol 40%.

3.3.2 Cromatografia de fase reversa em HPLC

Cerca de 300 ug de CollinLAAO foram aplicados em uma coluna de HPLC
de fase reversa C18 (Phenomenex 125 x 4,5 mm), previamente equilibrada com
0,1% (v/v) de acido trifluoroacético (TFA). A eluigédo foi realizada em fluxo de 1
mL/minuto, usando um gradiente de concentracao linear de 0,1% de TFA (v/v) (A)
e 70% de acetonitrila (v/v) (B), como segue: 100% A (5 min), 0-100% B (35 min),
100% B (10 min), 100% A (10 min). A eluigao da proteina foi monitorada registrando

a absorbancia a 280 nm.
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3.4 Dosagem proteica

As dosagens de proteinas em solugdes foram realizadas utilizando o método
estabelecido por Bradford (1976). As amostras foram diluidas em 50 pL de agua e
adicionadas a 150 pL de reagente de Bradford (100 mg de Coomassie Blue G-250,
50 mL de etanol 95%, 100 mL de &cido fosférico 85% e agua deionizada suficiente
para completar 1 litro de solugcdo). As determinagdes das concentragdes de
proteinas foram realizadas em ftriplicata e a absorbancia medida a 595 nm.
Paralelamente a dosagem de proteinas foi construida uma curva padrao de soro
albumina bovina (1 mg/mL), considerando o coeficiente de extingdo molar em 280
nm (0,665). A concentragdao de proteinas em ug/uL foi determinada a partir de

calculos de regressao linear baseados nos valores obtidos na curva padrao.

3.5 Analise da massa molecular

A massa molecular da CollinLAAO foi estimada pela distancia de migracao
relativa (Rr) das bandas do peso molecular padréo e da banda da LAAO em SDS-
PAGE 12,5%. Com base nos valores obtidos para as bandas do padrao, o logaritmo
do peso molecular de um polipeptideo desnaturado por SDS e sua distancia de
migracgao relativa (Rr) foram plotados em um grafico, usando o software Excel 2016,
gerando a equacgao y = mx + b, onde x € o valor da massa molecular da proteina
desconhecida.

Sendo R = distancia de migragédo das proteinas/ distancia de migracéo do fronte,

ambos em relagao ao topo do gel de separagao (Matsumoto et al., 2019).

3.6 Determinagao da atividade LAAO

A atividade da LAAO foi determinada usando o método relatado por Bordon
e colaboradores (2015), com modificagdes. CollinLAAO ou as fragbes
cromatograficas (2 pg) foram incubadas por 30 minutos, a temperatura ambiente,
com o-fenilenodiamina 2 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 1 U/mL de
peroxidase de rabanete (Sigma- Aldrich), L-Leucina 5 yuM (Sigma-Aldrich) em
tampao Tris-HCI 1 M pH 7,2. A reacéo foi interrompida com 500 pL de acido citrico
a 10% (v/v) e a absorbancia foi registrada a 490 nm. Os valores de absorbancia
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foram usados para calcular a atividade especifica do LAAO em U/mg/min, que € a
quantidade de H202 (umol) formada por minuto por mg de proteina. A quantidade
de H202 formada foi quantificada a partir de uma curva padréo de concentragao de

H202 expressa em nmol/minuto.

3.7 Caracterizagao enzimatica

Para a caracterizacdo enzimatica da CollinLAAO, a atividade LAAO foi
determinada em diferentes condicdes de pH, temperatura, sobre diferentes
substratos e presenga de diferentes ions metalicos como descrito a seguir. Os
resultados foram expressos em atividade relativa (%) considerando como controle
(100%) as seguintes condigbes: substrato L-Leucina, tampé&o Tris-HCI pH 7,2 a
25°C (item 3.7.2)

3.7.1 Influéncia de pH

A influéncia do pH foi determinada utilizando 500 pL de L-Leucina 0,1% em
diferentes tampdes, sendo tampao acetato pHs 4,0, 4,5, 5,0 e 5,5, tampao fosfato
pH 6,0, Hepes 6,0, 7,0 e 7,5 e Tris-HCI pH 8,0, 8,5, 9,0, 9,5 e 10,0. As solucdes
foram incubadas com 2 ug de CollinLAAO em temperatura ambiente por 15
minutos, e em seguida, 5uL de OPD 2 mM e 1 U/mL de peroxidade de rabanete
foram adicionados para um periodo de reagdao de 30 minutos. A reacgao foi
interrompida pela adigédo de 500 pL de acido citrico (10% v/v) e a absorbancia de

cada solucéo foi lida a 490 nm.

3.7.2 Influéncia da temperatura

Para este ensaio, 500uL de L-Leucina 0,1% em tamp&o Tris-HCI 0,1M pH
7,2 foram incubados com 2ug de CollinLAAO por 15 minutos em diferentes
temperaturas: -80, -20, 0, 25, 37, 100°C e temperatura ambiente. Apds essa
primeira incubagao adicionou-se 5uL de OPD 2 mM e 1 U/mL de peroxidade de
rabanete, sendo posteriormente incubados por 30 minutos. As reacdes foram
interrompidas pela adicdo de 500 pyL de &cido citrico (10% v/v) e lida as

absorbancias a 490 nm.
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3.7.3 Influéncia de ions metalicos

Neste ensaio, 500uL de L-Leucina 0,1% em tamp&o Tris-HCI 0,1 M pH 7,2
contendo 5 mM de 6 diferentes sais: CaClz, KCI, NaCl, ZnSO4, CuSO4 e MgSO4
foram incubados com 2 ug de CollinLAAO por 15 minutos. Em seguida 5 uL de OPD
2 mM e 1 U/mL de peroxidade de rabanete foram adicionados e incubados por um
periodo de 30 minutos. As reacgdes foram interrompidas pela adi¢ao de 500 pL de

acido citrico (10% v/v) e lida as absorbancias a 490 nm.

3.7.4 Atividade sobre diferentes substratos

A CollinLAAO (2 ug) foi incubada com 500 pL de solugdes distintas contendo
5 mM dos seguintes aminoacidos: L-Leucina (apolar), L-Serina (polar), L-Glutamato
(carregado negativamente) e L-Arginina (carregado positivamente) em tampéao Tris-
HCI1 0,1 M pH 7,2 por 15 minutos. Em seguida adicionou-se 5 yL de OPD 2 mM e 1
U/mL de peroxidade de rabanete por um periodo de 30 minutos. As reacdes foram
interrompidas pela adigdo de 500 pL de &cido citrico (10% v/v) e lida as

absorbancias a 490 nm.

3.7.5 Avaliagao da estabilidade da CollinLAAO

A atividade enzimatica da CollinLAAO foi monitorada por 49 dias a partir de
sua purificacdo. As amostras da enzima utilizadas estavam aliquotadas e
armazenadas em tampao AMBIC 10 mM pH 8,0 a 4 °C protegidas da luz. Os
ensaios foram realizados de acordo com o ensaio de atividade LAAO previamente

descrito (item 3.6).

3.8 Cultura de promastigotas e macréfagos

As cepas de L. (V.) braziliensis (linhagem MHOM/BR/75/M2904) L. (L.)
amazonensis (linhagem IFLA/BR/67/PH8), L. (L.) infantum (linhagem
MCER/BR/79/M6445) em sua forma promastigota foram cultivadas em meio LIT pH
7,4 suplementado com 10% de FBS, 1% de penincilina (100 U/mL) e 1% de
estreptomicina (100 ug/mL), 2 % de glicose, incubadas em estufa B.O.D a 23 °C
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0,5 °C. A linhagem celular de macrofagos murinos RAW 264.7 TIB-71 foi cultivada
em meio RPMI 1640 suplementado com 5% de SFB, 1% de penincilina (100 U/mL)
e estreptomicina (100 pg/mL) e incubados em estufa umidificada contendo 95% de
ar e 5% de CO2 a 37 °C.

3.9 Ensaio de citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade na presencga da CollinLAAO foram realizados

com as formas promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (L.)
amazonensis e Leishmania (L.) infatum pelo ensaio de MTT segundo Mosmann
(1983). Promastigotas (1x10° promastigotas/pogo) foram dispostos em placas de
cultura de 96 pogos e incubados por 24h com diferentes concentragdes de
CollinLAAO (200 a 0,195 ug/mL para L. (V.) braziliensis e 50 a 0,195 ug/mL para L.
(L.) amazonensis e L. (.) infantum) em estufa B.O.D a 23 °C £ 0,5 °C em meio LIT
pH 7,4 suplementado com 10% de FBS, 1% de penincilina (100 U/mL) e 1% de
estreptomicina (100 pg/mL), 2 % de glicose. O controle negativo representa
auséncia de tratamento, recendo em seu lugar apenas PBS 1x, as demais
condi¢cbes seguiram iguais ao grupo tratados. Apds 24h, os promastigotas foram
incubados com 5 mg/mL de MTT (brometo de 3-(4,5 -dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazodlio) durante 3h. Os cristais de formazan foram dissolvidos pela adigédo de 100
uL de PBS contendo 10% de SDS e 0,01M de HCI. Apds 18h a absorbancia foi
medida em um espectrofotdmetro de multiplos pogos (multiskanGO, Thermo
scientific) a 570nm. Para L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum os ensaios foram
repetidos adicionando catalase (150 U/mL) juntamente ao tratamento com a toxina.
Macrofagos RAW 264.7 (5x10* células/pogo) foram dispostos em placas de
cultura de 96 pogos e incubados por 24h com diferentes concentragbes de
CollinLAAO (50 a 0,048 yg/mL) em meio RPMI 1640 suplementado com 5% de
SFB, 1% de penincilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 ug/mL) e incubados em
estufa umidificada contendo 95% de ar e 5% de CO2 a 37 °C. Apos 24h, os
macréfagos foram incubados com 5 mg/mL de MTT (brometo de 3-(4,5 -
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazdlio) durante 3h. Os cristais de formazan foram
dissolvidos pela adi¢cao de 100 uL de PBS contendo 10% de SDS e 0,01M de HCI.

Apods 18h a absorbancia foi medida em um espectrofotdbmetro de multiplos pogos
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(multiskanGO, Thermo scientific) a 570nm.

Foram realizados 3 experimentos independentes com triplicatas para cada
concentracdo. Os dados obtidos foram transferidos para o software GraphPad
Prism Software version 5, onde foram calculados valores de ICso, 0s graficos foram

gerados e realizou-se a analise estatistica para interpretagdo dos dados.

3.10 Producao de espécies reativas de oxigénio (EROs)

Formas promastigotas (2,5x10° parasitos/pogo) de Leishmania (L.)
amazonensis e Leishmania (L.) infatum foram cultivadas com meio LIT completo
(controle) ou com diferentes concentragdes da CollinLAAO (0,78 e 0,39 ug/mL), em
placa de 24 pocos a 23°C £ 0.5°C na B.O.D. por 6h. Em seguida, os parasitos foram
centrifugados a 100 xg por 7 minutos e lavados com PBS e incubados com 20 yM
da sonda CM-H2DCFDA (5-(e 6)-clorometil-2'7-diclorodihidrofluoresceina
diacetato acetil ester - Sigma) e 10 ug/mL de PI por 1h protegido da luz na B.O.D.
Controles positivos para Pl e EROs foram feitos incubando previamente os
parasitos com 4% (v/v) de formol (30 minutos), e com 20 uM de H202 (Sigma - 20
minutos), respectivamente; e, posteriormente lavando com PBS e incubando com
10 pg/mL de Pl e 20 uM da sonda CM-H2DCFDA por 1h. Para este teste, pelo
menos 20.000 eventos foram obtidos em cada grupo (controle, tratados e controles
positivos para Pl e EROs) em citdmetro de fluxo (FACSCantoll, BD Biosciences)
utilizando os canais FITC-A e PE-A. O software Kaluza analysis foi utilizado para
realizagado da estratégia de gatting e analise da intensidade de fluorescéncia.

Trés experimentos independentes foram realizados em triplicatas para cada
concentracdo. Os dados obtidos foram transferidos para o software GraphPad
Prism Software version 5, onde os graficos foram gerados e realizou-se a analise

estatistica para interpretacao dos dados.

3.11 Avaliagao da alteragao do dano de membrana mitocondrial (AWYm)

Formas promastigotas (2,5x10° parasitos/pogo) de Leishmania (L.)

amazonensis e Leishmania (L.) infatum foram cultivadas com meio LIT completo
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(controle) ou com diferentes concentragdes da CollinLAAO (1,56, 0,78 e 0,39
pMg/mL), em placa de 24 pogos a 23°C + 0.5°C na B.O.D t. Apds 24h, os parasitos
foram lavados em PBS e incubados com a sonda Rh 123 (Sigma Aldrich) (15
pMg/mL) por 15 minutos a 25 °C com protegado contra luz. Posteriormente, os
parasitos foram lavados novamente com PBS, fixados com 1% de paraformaldeido
em tampao cacodilato por 10 minutos, lavados e armazenados em tampao PBS. A
analise da populagéo celular foi feita em citémetro de fluxo (FACSCanto II, BD
Biosciences), e no minimo, 20.000 eventos foram contabilizados na regiao
previamente estabelecida como correspondente aos parasitos. O software Kaluza
analysis foi utilizado para realizacdo da estratégia de gatting e analise da
intensidade de fluorescéncia. Foram realizados 3 experimentos independentes com
triplicatas para cada concentragdo. Os dados obtidos foram transferidos para o
software GraphPad Prism Software version 5, onde os graficos foram gerados e

realizou-se a analise estatistica para interpretacdo dos dados.

3.12 Ensaio de infectividade

Macréfagos RAW 264.7 (2,5x10°) foram dispostos em laminula circular 13
mm dentro de placa de 24 pogos e incubados com meio RPMI 1640 suplementado
com 5% de SFB, 1% de penincilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 ug/mL) em
estufa a 5% de CO2 e 37°C por 3 horas para adesdo. Apds isso, formas
promastigotas de L. (L.) infantum (5x108) foram adicionadas aos macrofagos
aderidos, na razao 20 parasitos: 1 célula, juntamente com duas concentragdes de
CollinLAAO (0,78 e 0,39 ug/mL), o grupo controle ndo recebeu tratamento. Apos
duas horas de infecgao, as promastigotas nao internalizadas foram removidas por
lavagem de PBS. As laminulas foram entdo fixadas com 2% de formaldeido,
corados com Giemsa e analisados por microscopia 6tica. Foram contadas 100
células por laminula sendo 4 laminulas por tratamento. O indice de infectividade foi
calculado pela multiplicagdo de macrofagos infectados pelo numero de

amastigotas/macrofago.
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3.13 Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada pelo One-Way ANOVA seguida de teste de
comparagdes multiplas Tukey post test (GraphPadPrism Software version 5). Para

todos os testes foi considerado significativo p<0,05(*).
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e caracterizagao bioquimica parcial da CollinLAAO

A CollinLAAO foi isolada com sucesso utilizando apenas 2 passos
cromatograficos. Primeiramente a pegonha de C. d. collilineatus foi aplicada na
resina Sephadex G-75 resultando em duas fragdes: G1 e G2 (figura 7A). Ambas as
fracdes foram testadas tubo a tubo para atividade enzimatica de LAAO, sendo que
apenas a fragdo G1 apresentou atividade e foi concentrada e passada para o
tampdo de inicio da segunda etapa (AMBIC 0,05 M). Para o segundo passo
cromatografico foi utilizada resina aniénica Hitrap Capto DEAE. O fracionamento
resultou em 3 picos distintos (D1, D2 e D3) (figura 7B), novamente todas as trés
fragbes foram testadas quanto a atividade enzimatica tubo a tubo afim de
determinar a presenca da LAAO, apenas a fracdo denominada D2 apresentou
atividade enzimatica.

A analise em SDS-PAGE da subfragao ativa de LAAO D2, em condi¢des nao
redutoras, revelou uma unica banda (figura 7C) que foi denominada de CollinLAAOQO.
A analise do grau de pureza da CollinLAAO por HPLC de fase reversa revelou a
presenga de dois picos, sendo o primeiro pertencente ao FAD e o segundo, com
maior absorbancia da estrutura proteica da CollinLAAO, apresentando um bom
grau de homogeneidade (figura 7D). A massa molecular da CollinLAAO foi
estimada em 63,1 kDa pela distancia de migracao relativa (Rf) das bandas do
padréo de peso molecular e da banda da LAAO em SDS-PAGE (figura 8).

As SV-LAAOs descritas na literatura foram isoladas usando estratégias
cromatograficas similares, que consistem em um primeiro fracionamento por
cromatografia de exclusdo molecular seguida de cromatografia de interagao
hidrofébica e/ou troca ibnica, sendo a maioria trocadoras anibnicas e em alguns
casos pode haver mais que dois passos cromatograficos (IZIDORO, et al., 2014).

Teixeira e colaboradores (2016) isolaram uma LAAO de C. d. terrificus
utilizando duas etapas cromatograficas, primeiramente em resina gel filtragdo G-75
Sephadex seguida de cromatografia hidrofébica Phenyl Sepharose FF. A LAAO
isolada de C. d. cumanensis utilizou como primeiro passo exclusdo molecular
Sephacryl S-200 seguida de RP-HPLC, ja o isolamento da LAAO de C. d.
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cascavella consistiu em dois passos de exclusdo molecular, uma Superdex 75
seguida de Sephadex G-75 (TOYAMA, et al., 2006; VARGAS, et al., 2013). Resinas
trocadoras aniénicas foram comumente empregadas no isolamento de LAAOS de
diferentes peconhas. Como o isolamento da LAAO de Bothrops jararaca
(CISCOTTO et al., 2009, da Dr-LAO de Daboia ruselli (CHEN et al., 2012), BI-
LAAO de Bothrops leucurus (terceira etapa) (NAUMANN, et al., 2011), e a ACTX-8
de Agkistrodon acutus (primeira etapa) (ZHANG; WEI, 2007).

As SV-LAAOs geralmente sao dimeros com massa molecular variando entre
100 a 140 kDa e 50 a 70 kDa quando analisadas por espectrometria de massa
representando seus monémeros. A CollinLAAO apresentou-se dentro dessa faixa,
com massa molecular relativa estimada em 63,1 kDa. As SV-LAAOs de outras
serpentes do mesmo género, C. d. cascavella, C. d. cumanensis e C. d. terrificus
possuem massa molecular de 65, 55 e 117 kDa, respectivamente (TOYAMA, et al.,
2006; VARGAS, et al., 2013; TEIXEIRA et al., 2016). Outras SV-LAAOs apresentam
massa molecular distinta, como a LAAO de Bothrops jararaca (38,2 kDa) e
ACTX-8 (28 kDa) de Agkistrodon acutus (ZHANG; WEI, 2006; CISCOTTO et al.,
2009).

A peconha de C. d. collilineatus constitui-se uma boa fonte de LAAO, as
quais sao enzimas instaveis e estdo propensas a perder atividade durante os
processos de purificagao. A metodologia de purificacdo da CollinLAAO foi bastante
satisfatoria, pois em apenas duas etapas de purificacado, a proteina foi obtida com
alto grau de homogeneidade e bom rendimento proteico (2,5 %) (Tabela 1). SV-
LAAOs geralmente representam de 0,15 a 5% da pegonha bruta de serpentes, com
algumas excecbdes, como a LAAO isolada de Bungarus caeruleus, a qual
representa 25% das proteinas totais (IZIDORO et al., 2014).
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Figura 7. Isolamento da CollinLAAO. (A) Cerca de 200 mg de peconha de C.d.collilineatus foi
dispersa em resina de filtragdo molecular Sephadex G-75 (95cm x 9 mm) e eluida sem gradiente
em AMBIC 0,3 M pH 8,0 sob fluxo constante de 15 mL/h; (B) 20 mg da fragdo G1 foi aplicada a

coluna HiTrap Capto DEAE acoplada ao sistema AKTA GE HealthCare e eluida sob gradiente linear
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de AMBIC 0,05M a 0,1M pH 8,0 em fluxo constante de 0,1mL/min; (C) SDS-PAGE 12,5% contendo
P.M — padrao de massa molecular: Fosforilase b (97,0 kDa), Soro albumina bovina (66,0 kDa),
ovoalbumina (45,0 kDa), Anidrase Carbobnica (30,0 kDa), Inibidor de Tripsina (20,1 kDa) e a-
lactoalbumina (14,4 kDa); e CollinLAAO; (D) Cerca de 300 ug de CollinLAAO foram aplicados em
uma coluna de HPLC de fase reversa C18 (Phenomenex 125 x 4,5 mm), previamente equilibrada
com 0,1% (v/v) de acido trifluoroacético (TFA). A elui¢ao foi realizada em fluxo de 1 mL/min, usando
um gradiente de concentragao linear de 0,1% de TFA (v/v) (A) e 70% de acetonitrila (v/v) (B), como
segue: 100% A (5 min), 0-100% B (35 min), 100% B (10 min), 100% A (10 min).

Tabela 1. Rendimento proteico da CollinLAAO obtida no fracionamento da

peconha de C. d. collilineatus em Sephadex G-75 e Capto-DEAE

AMOSTRA MASSA (mg)* RECUPERAGAO (%)
PEGONHA DE C. d. c. 179,7 100
G1 39,48 21,96
G2 116,31 64,72
D1 1,54 0,86
D2 (CollinLAAO) 4,5 2,5
D3 17,19 9,56

*Dosagem de proteinas pelo método de Bradford (1976)
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Figura 8. Calculo da massa molecular da CollinLAAO: Grafico da relagédo entre log da massa
molecular do padrao de peso molecular versus o coeficiente Rr de migragdo de bandas, contendo
coeficiente de determinagdo R? (0,9817) e equacdo linear de reta. A massa molecular da
CollinLAAOSs foi determinada por regressao linear. O padrdo de massa molecular consiste em:
Fosforilase b (97,0 kDa), Soro albumina bovina (66,0 kDa), Ovoalbumina (45,0 kDa), Anidrase
Carbdnica (30,0 kDa), Inibidor de Tripsina (20,1 kDa) e a-Lactoalbumina (14,4 kDa).

4.2 Caracterizagao enzimatica da CollinLAAO

A estabilidade da atividade enzimatica foi testada em diferentes condi¢cdes
de pH, temperatura, substratos e presenca de ions. A CollinLAAO nao apresentou
nenhuma atividade em pH < 5,0, na faixa de pH 6,0 — 9,0, a CollinLAAO apresentou
atividade média préxima a 80%, indicando uma boa faixa de atividade. Entretanto,
a enzima apresentou um aumento de sua atividade nos pHs mais alcalinos de 9,5
e 10,0 (figura 9A). A CollinLAAO apresentou baixa atividade (menor que 50%) em
temperaturas de 37 °C, 100 °C e -80 °C, e maior atividade nas temperaturas de
25°C e 0 °C (figura 9B)

A atividade enzimatica da CollinLAAO sofreu alteragdes devido a presenca
de ions metélicos. Sais contendo os ions monovalentes Na* e K* inibiram
completamente sua atividade, enquanto a presenca de Zn?*, Cu?* e Mg?* reduziu a
atividade da enzima para aproximadamente 60%. Ja a presenga de Ca?* levou a
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uma diminuic&o da atividade para proximo de 80% (figura 9C). Quanto a presenga
de diferentes substratos, a CollinLAAO demonstrou alta atividade sobre a
L-Leucina, e baixa atividade sobre L-Arginina, e nenhuma atividade foi registrada
na presenca de L-Serina e L-Glutamato (figura 9D).

Outro parametro analisado foi a estabilidade enzimatica por 49 dias apds o
isolamento. A CollinLAAO apresentou atividade inicial (primeiro dia) préxima a 3000
U/mg/min, ao final de 21 dias a enzima apresentou a atividade reduzida pela
metade (figura 9E), para tais testes a enzima foi mantida armazenada em solugao
AMBIC 10 mM, pH8,0 a 4°C protegida da luz.

Em geral as SV-LAAOs sao altamente sensiveis a mudangas de temperatura
e pH, podendo ser enzimaticamente inativadas, por isso, € indicado seu
armazenamento em solugao de pH neutro a 4 °C protegidas da luz (DU;
CLEMETSON, 2002). As SV-LAAOs podem ser inativadas principalmente em pHs
acidos, geralmente menores que 5,5 ou pH alcalinos, geralmente superior a 9,0
(IZIDORO et al., 2014), entretanto a desnaturagéo pode ser revertida em algumas
enzimas quando estas sao postas em solugdo com pH préximos ao neutro (pH 5,5
a 9,0) (COLES; EDMONDSON; SINGER, 1977). Nesse contexto, a CollinLAAO
apresentou resultados similares, perdendo sua atividade em pHs menores que 5,5,
mantendo sua atividade na faixa de pH de 6,5 a 8,5, entretanto, a enzima
apresentou sua maior atividade em pHs alcalinos acima de 9,0, destoando-se de
outras LAAOSs, que exibem faixa de pH 6tima entre 5,5 a 9,0 (BREGGE-SILVA et
al., 2012; BORDON et al., 2015; SALAMA et al., 2018).

Alguns estudos indicam que as SV-LAAOs podem permanecer ativas por
periodos de tempo variaveis em uma ampla faixa de temperatura (0 a 50 °C), mas
temperaturas acima de 55 °C resultam em gradual decréscimo de atividade
causada por alteracdes de interagdes hidrofébicas e ligagdes de hidrogénio entre
as subunidades da enzima, além disso sdo enzimas sensiveis a congelamento e
liofilizagédo (IZIDORO et al., 2014; COSTA et al., 2018). Esses tipos de inativagéo
induzem mudancgas conformacionais que podem ser demonstradas por dicroismo
circular (MACHEROUX et al., 2001). A CollinLAAO, ao contrario de muitas outras
SV-LAAOs, nao apresentou completa perda de atividade em temperaturas menores
que 0 °C. Apds ser mantida em -80°C, a atividade da enzima foi reduzida cerca de

50%, a ~ 20 °C a enzima apresentou atividade superior a 50% e a 0 °C a atividade
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chegou proximo a 100%. Porém a CollinLAAO foi mais sensivel ao aumento de
temperatura que outras enzimas da classe tendo sua atividade reduzida a valores
menores que 50% nas temperaturas de 37 °C e 100 °C. A BmooLAAO-| apresentou
melhor atividade nas temperaturas de 55 e 60 °C, enquanto para a BjussuLAAO-II
foi de 60 e 65 °C, ambas enzimas apresentaram apenas 20% de atividade a 25 °C
e aproximadamente 50% de atividade a 37 °C (COSTA et al., 2018).

A presencga de ions pode modular positiva ou negativamente a atividade
enzimatica de algumas SV-LAAOs. O efeito de inibicdo das enzimas pode estar
relacionado com a ligagao reversivel dos ions ao grupo tiol das cisteinas presentes
no sitio ativo, o que pode comprometer suas propriedades farmacologicas
(BENDER; BRUBACHER, 1977). Geralmente os ions bivalentes apresentam maior
interferéncia na atividade, ao exemplo da LAAO de Crotalus adamanteus que
precisa de Mg?* (PAIK; KIM, 1965), enquanto as enzimas de Lachesis muta e
Bothrops brazili sao inibidas pela presenca de Zn?* (SOLIS, et al., 1999;
CISNEROS, 1996). BmooLAAO-I e BjussuLAAO-Il apresentaram redugao
significativa de suas atividades quando expostas aos ions bivalentes Zn?*, Cu?* e
Ni2* e ao ion trivalente AI** (COSTA et al., 2018). A CollinLAAO também apresentou
reducdo de atividade na presenca dos ions bivalentes Ca?*, Zn?*, Cu?* e Mg?*,
porém, teve sua atividade completamente inibida na presenga dos ions
monovalentes Na* e K*, demonstrando novamente perfil diferente da maioria das
SV-LAAO:s ja isoladas.

Estudos cinéticos sugerem que as SV-LAAOs apresentam especificidade
por aminoacidos hidrofébicos e aromaticos, enquanto sua afinidade por
aminoacidos basicos e acidos é diminuida. Tal fato pode ser explicado pela
presenga de trés regides hidrofdbicas no sitio de ligagao ao substrato, e, portanto,
aminoacidos carregados positivamente como L-Arginina exibem interacdes
eletrostaticas desfavoraveis com o sitio catalitico (IZIDORO et al., 2014; COSTA et
al., 2018). A CollinLAAO apresentou propriedades bioquimicas semelhantes a
outras LAAOS descritas na literatura, demonstrando boa atividade sobre a
L-Leucina, um aminoacido apolar, além disso apresentou atividade de
aproximadamente apenas 10% quando incubada com L-Arginina (carregado
positivamente) e nenhuma atividade sobre L-Serina (polar) e glutamato (carregado
negativamente). Algumas SV-LAAOs apresentam maior especificidade para
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L-Leucina, como é o caso da LAAO de Crotalus cumanensis (VARGAS et al., 2013)
Lachesis muta (BREGGE-SILVA et al., 2012) e Daboia rusellis (CHEN et al., 2012),
enquanto outras enzimas apresentam maior afinidade pelo aminoacido fenilalanina,
como a LAAO isolada de Cerastes cerastes (ABDELKAFI-KOUBAA, et al., 2014) e
de Bothrops pirajai (IZIDORO et al., 2006).

A CollinLAAO armazenada a 4 °C apresentou atividade enzimatica de 100%
apenas por 7 dias, com decréscimo de 50% de sua atividade em 21 dias. Esse
resultado demonstra que a essa enzima € muito instavel, principalmente quando
comparada a BmooLAAO-| e BjussuLAAO-II, que mantiveram sua atividade total
por 42 dias (COSTA et al., 2018). Ja a Bordoneina-L, uma LAAO isolada de C. d.
terrificus teve sua atividade reduzida a 50% nos 5 primeiros dias (BORDON et al.,
2015), indicando que SV-LAAOs de pegonhas botropicas sdo estaveis por mais

tempo que as crotalicas.
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Figura 9. Caracterizagao enzimatica da CollinLAAO. Em todos os ensaios foram utilizados 2 pg
de enzima, 5uL de OPD (1 mg/100uL em metanol) e 1uL de peroxidade de rabanete (1 mg/mL) em
diferentes condi¢ées. Os resultados foram expressos em atividade relativa (%) em comparagdo com
atividade enzimatica registrada para L-Leucina em tamp&o Tris-HCI pH 7,2 a 25°C (A) Influéncia
do pH: Tampao acetato pHs 4,0, 4,5, 5,0 e 5,5, tampéao fosfato pH 6,0, Hepes 6,0, 7,0 e 7,5 e Tris-
HCI pH 8,0, 8,5, 9,0, 9,5 e 10,0; (B) Influéncia da temperatura: -80, -20, 0, 25, 37, 100°C e
temperatura ambiente; (C) Influéncia da presenga de ions: CaClz, KCI, NaCl, ZnSQO4, CuSOs e
MgSOs; (D) Diferentes substratos: L-Leucina, L-Arginina, L-Serina e L-Glutamato todos a 5mM

(m/m); (E) Estabilidade da atividade enzimatica monitorada por 49 dias apds o isolamento.
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4.3 Avaliacao da citotoxicidade da CollinLAAO sobre parasitos do género

Leishmania spp.

Formas promastigotas de diferentes espécies de Leishmania spp. foram
incubadas por 24h com CollinLAAO em diferentes concentragbes (200 a 0,195
pMg/mL). Foram determinadas as concentragdes que inibem 50% da viabilidade
celular (ICs0) como sendo: 62,73 pg/mL para L. (V.) braziliensis; 45,05 yg/mL para
L (L.) amazonensis e 11,66 ug/mL para L. (L.) infantum (Figura 10). Como a ICso
para L (V.) brasiliensis foi a mais alta (Figura 10A), essa espécie nao participou dos
testes seguintes, incluindo a analise da citotoxicidade na presenca de catalase.

Os efeitos citotdxicos da CollinLAAO apresentaram perfis diferentes entre as
espécies de leishmanias pertencentes a diferentes subgéneros. A L. (V.)
braziliensis € pertencente ao subgénero Viannia e possui caracteristicas
morfolégicas e metabdlicas diferentes das L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum,
podendo ser estas as razdes da CollinLAAO ter apresentado maior toxicidade sobre
o subgénero Leishmania (NEVES, 2016).

As menores concentragdes testadas de CollinLAAO (1,56 — 0,195 pg/mL)
nao foram capazes de promover a morte das espécies L. (L.) infantum e L. (L.)
amazonensis (100% de viabilidade celular), enquanto a concentragcéo de 3,125
Mg/mL causou cerca de 20% de morte em ambas as espécies. J& as maiores
concentragbes testadas (50 - 6,25 pg/mL) mataram 60 e 50% das formas
promastigotas, respectivamente (figura 10B e C). Os efeitos citotoxicos da
CollinLAAO foram completamente inibidos na presenca da enzima catalase (figura
10D e E).

Embora os perfis de citotoxicidade apresentados no teste do MTT para as
espécies do subgénero Leishmania sejam parecidos, as ICso determinadas para
ambas as espécies, confirmam que a L. (L.) infantum é cerca de 3 vezes mais
sensivel ao tratamento com a CollinLAAO. Alguns autores sugerem que as SV-
LAAOs tém a capacidade de ancorar em superficies especificas presentes na
célula hospedeira, indicando que as SV-LAAOs podem apresentar especificidade
por diferentes tipos celulares (MOUSTAFA et al., 2006).

A Bp-LAAO isolada de B. pauloensis induziu citotoxicidade dose-dependente

em diferentes espécies de Leishmania, com ICso de 1,48 ug/mL para L.
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amazonensis, 1,59 yg/mL para L. donovani, 1,03 uyg/mL para L. brasiliensis e 1,29
pug/mL para L. major (RODRIGUES et al., 2009). A LAAO-I de B. pirajai induziu
morte de maneira dose-dependente em diferentes espécies de Leishmania, sendo
a L. brasiliensis a mais susceptivel aos efeitos toxicos dessa proteina (IZIDORO et
al., 2006). A BatroxLAAO também se mostrou eficiente contra diferentes espécies
de Leishmania, com ICso de 4,3 ug/mL para L. donovani, 23,34 ug/mL para L.
brasiliensis e 4,5 ug/mL para L. major (ALVES-PAIVA et al., 2011).

Em geral a toxicidade exibida pelas SV-LAAOs em leishmanias pode ser
inibida pela presenca de catalase, indicando que essa classe de proteinas promove
a morte desses protozoarios por estresse oxidativo. A BpirLAAO-I da pegonha de
B. pirajai, a LAAO de B. jararaca e a BatroxLAAO tiveram sua citotoxicidade
totalmente inibida na presenca da catalase (IZIDORO et al., 2006; CISCOTO et al.,
2009; ALVES-PAIVA et al.,, 2011). Entretanto, outras SV-LAAOs continuaram a
exibir efeitos toxicos sobre diferentes espécies de Leishmania mesmo na presenca
de catalase. A Bp-LAAO de B. pauloensis induziu cerca de 30% de citotoxicidade
em L. major na presenca da catalase (RODRIGUES et al., 2009). Esse resultado
reforca a ideia de que as SV-LAAOs possuem alvos celulares e podem
desencadear efeitos biolégicos independentes da formagdo de perdxido de

hidrogénio.
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Figura 10. Perfil citotéoxico de CollinLAAO sobre diferentes espécies de Leishmania spp.
Formas promastigotas (1x105 promastigotas/pogo) foram incubadas com diferentes concentragdes
de CollinLAAO (200 a 0,195 ug/mL para L. (V.) braziliensis e 50 a 0,195 pg/mL para as demais
espécies). O controle negativo representa auséncia de tratamento, recendo em seu lugar apenas
PBS 1x. Apds 24h, os promastigotas foram incubados com 5 mg/mL de MTT durante 3h. Os cristais
de formazan foram dissolvidos pela adi¢do de 100 uL de PBS contendo 10% de SDS e 0,01 M de
HCI. Apés 18h a absorbancia foi verificada a 570 nm. (A) Viabilidade em L. (L.) braziliensis; (B)
Viabilidade em L. (L.) amazonensis; (C) Viabilidade em L. (L.) infantum; (D) Viabilidade em L. (L.)
amazonensis na presenca de catalase; (E) Viabilidade de L. (L.) infantum na presenga de catalase.
A absorbancia foi registrada a 570 nm. Trés experimentos independentes foram realizados em

triplicata. p <0,05 (*).
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4.4 Avaliagao da producao de espécies reativas de oxigénio (EROs)

intracelular

Com o intuito de investigar os efeitos da CollinLAAO sobre as leishmanias
foi realizado o teste para avaliar a concentragao de espécies reativas de oxigénio
intracelular. As cepasde L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis foram tratadas com
0,78 e 0,39 pyg/mL. Apenas a concentragcdo de 0,78 pug/mL promoveu aumento
significativo na fluorescéncia para ambas espécies (60,97% para L. (L.)
amazonensis e 284,28% para L. (L.) infantum), em comparagao ao controle (figura
11A e B), esse resultado nos permite inferir que, em apenas 6h de tratamento uma
concentragdo ndo citotoxica (0,78 pg/mL) de CollinLAAO promoveu estresse
oxidativo nos parasitos testados.

O peroxido de hidrogénio gerado durante a catalise enzimatica € altamente
toéxico e capaz de atuar em acidos nucleicos, proteinas e causar peroxidacao da
membrana plasmatica, alterando sua permeabilidade (ANDE et al., 2008; IZIDORO
et al., 2014). Esses danos podem ser revertidos ou nao pelo sistema de reparo
celular. Quando nao revertido, as células danificadas podem entrar em apoptose
ou mesmo morrerem imediatamente, sem que a célula possa se rearranjar para ser
fagocitada (Necrose) (DU; CLEMETSON, 2002).

Em baixas concentragbes, EROs como H202 tém sido associados a indugao
de respostas de sobrevivéncia celular, enquanto doses mais altas ativam processos

de morte como a apoptose (REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-BATES, 2016). Os
EROs sao capazes de ativar a proteina p53, a qual desempenha um papel
fundamental no controle do estresse celular, induzindo a parada do ciclo celular, a
fim de promover o reparo e sobrevivéncia do DNA, ou morte por apoptose,
dependendo do contexto (YOSHIDA; MIKI, 2010). Se o estresse oxidativo for baixo,
a p53 induz a parada do ciclo celular, reparo de DNA e senescéncia. No entanto,
se o dano for muito grave, a p53 pode regular a apoptose através da regulagao
negativa de proteinas anti-apoptéticas como Bcl-2, Bel-XL e IAPs, além de regular
positivamente genes pro-apoptoticos da via intrinseca como Bax, Bid, Puma, Noxa
e Apaf-1 e da via extrinseca como Faz, FasL, DR-4 e DR-5 (YOSHIDA; MIKI, 2010).
Apoptose induzida por perdxido de hidrogénio foi demonstrada estar

relacionada com o aumento da expressao de p53, Puma, Noxa e Bax em diversos
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tipos celulares em glioma, céncer de colon, carcinoma cervical humano e células
HelLa (DATTA et al.,, 2002; YU; ZHANG, 2008; PALLEPATI; AVERILL-BATES;

2010).
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Figura 11. Produgcdo de EROs em Leishmania spp. induzida por CollinLAAO. Formas

promastigotas (2,5x10%/pogo) foram tratadas com meio LIT completo (controle) ou CollinLAAO nas

concentragdes 0,78 e 0,39 yg/mL. O controle negativo consistiu na incubagcdo de promastigotas

(1x10% por pogo) apenas com PBS. Apds 6h os parasitos foram incubados com a sonda CM-

H2DCFDA e PI. A analise foi realizada por citometria de fluxo com minimo de 20.000 eventos

analisados. Os resultados foram expressos em intensidade média de fluorescéncia relativa. (A) L.

(L.) amazonensisis; (B) L. (L.) infantum. Trés experimentos independentes foram realizados em

triplicata. p <0,05 (*).
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4.5 Avaliacao da alteragao do potencial de membrana mitocondrial (AWYm)

O potencial mitocondrial das leishmanias foi avaliado com o intuito de
verificar se doses subtdxicas (0,39 a 1,56 ug/mL) de CollinLAAO afetam o potencial
da membrana mitocondrial. Para L. (L.) amazonensis apenas as concentragdes de
1,56 e 0,78 ug/mL foram capazes de reduzir significativamente a intensidade de
fluorescéncia em relagéo ao controle (reducao de 91,73 e 92,25% respectivamente)
(figura 12A). Enquanto, para L. (L.) infantum as trés concentragbes testadas
promoveram a redugéao significativa do potencial mitocondrial, sendo essa redugao
de 93,56, 92,87 e 63,37% para as concentragdes de 1,56, 0,78 e 0,39 ug/mL,
respectivamente (figura 12B).

A respiragcdo mitocondrial envolve uma série de reagdes redox que criam um
gradiente eletroquimico resultado da diferengca na concentragdo de prétons no
espaco intermembranas para geragao de ATP, portanto, em condi¢gdes normais o
potencial mitocondrial € mais negativo que a do citosol. Esse potencial pode ser
medido utilizando substancias lipofilicas e catidnicas, como a dihidrorodamina 123
que possui um grupo éster, conferindo um grau de lipofilicidade e quando
interiorizada pela célula alvo é oxidada, conferindo carga positiva a sua estrutura,
facilitando o acumulo da rodamina 123 no interior da mitocdndria. Mitocondrias
danificadas ou em processo de despolarizacao dificultam a marcagao por rodamina
123 (VILAMENA, 2017).

E conhecido na literatura que parasitos do género Leishmania possuem
somente uma mitocondria, sendo locais chave para suprimento energético, assim
como responsaveis pelo balango entre viabilidade e morte do parasito. Portanto
disfungdes na mitocdéndria podem prejudicar e interferir na sobrevivéncia dos
parasitos (COOMBS et al., 1986; LOEFFLER; KROEMER, 2000; COSTA et al.,
2019).

A CollinLAAO nas concentracdes de 0,78ug/mL e 0,39ug/mL foi capaz de
aumentar o estresse oxidativo intracelular e ainda causar danos a mitocondria de
ambas as espécies do parasito, entretanto, sdo doses que apresentam
sobrevivéncia de 100%. Tais resultados sugerem que mesmo em concentragdes

subtodxicas a CollinLAAO é capaz de causar danos oxidativos aos parasitos.
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Figura 12. Alteragcao do potencial de membrana mitocondrial (AWm) induzido por CollinLAAO
em Leishmania spp. As formas promastigotas (2,5x108/pogo) foram tratadas com meio LIT
completo (controle) ou CollinLAAO nas concentragdes 1,56, 0,78 e 0,39 pg/mL por 24h e
posteriormente incubadas com rodamina 123 (Rh 123). A analise se deu por citometria de fluxo
com minimo de 20.000 eventos analisados. Os resultados foram expressos em intensidade média
de fluorescéncia relativa. Foram feitos 3 experimentos independentes em ftriplicata p <0,05 (*). (A)

Leishmania L. (L.) amazonensisis; (B) Leishmania L. (L.) infantum.

4.6 Efeitos da CollinLAAO sobre viabilidade celular de macréfagos RAW 264.7

e infectividade parasitaria

Para a realizacdo do ensaio de infectividade de promastigotas de L. (L.)

infantum sobre macrofagos hospedeiros, inicialmente foi necessario analisar a
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viabilidade celular de macrofagos RAW quando tratados com CollinLAAO. As
Leishmanias spp. séo parasitos intracelulares obrigatorios, que utilizam macrofagos
como células hospedeiras (BESTEIRO et al., 2007).

A CollinLAAO foi citotoxica para os macréfagos com uma ICso de 0,55 ug/mL
(figura 13). As concentragdes de 0,78 ug/mL e 0,39 yg/mL foram selecionadas para
o ensaio de inibigdo de infectividade. O tratamento de formas promastigotas de L.
(L.) infantum com CollinLAAO diminuiu significativamente a capacidade desses
parasitos em infectar macréfagos RAW (Figura 13 A). A concentragdao de 0,78
pMg/mL apresentou indice de infectividade de 353,74 (£ 27,25), enquanto que a de
0,39 pg/mL apresentou 327,23 (+ 16,09), ambas concentragcbes foram capazes de
reduzir significativamente a infectividade parasitaria (26,41% e 31,85%,
respectivamente) (figura 14A) quando comparadas ao controle sem tratamento,
cujo indice foi de 480,22 (£ 29,97) (Tabela 2).

As leishmanias sdo introduzidas ao interior do macréfago envoltas pelo
vacuolo fagocitario, onde permanecem se reproduzindo (SACKS; NOBEN-
TRAUTH, 2002). Nas imagens de microscopia, os macréfagos do grupo controle
(figura 14B), ou seja, sem tratamento da CollinLAAO, apresentam poucos vacuolos,
sendo que este geralmente contém parasitos. Enquanto em ambos os grupos
tratados ha um maior numero de vacuolos podendo estes ndo apresentarem
parasitos em seu interior (figura 14C e14D). Os macrofagos estao indicados pela
seta verde, apresentando citoplasma bem corado com nucleo de coloragao mais
clara. As setas vermelhas indicam as leishmanias presentes dentro do vacuolo
(figura 14B).

Mamiferos e tripanossomatideos apresentam diferentes sistemas redox
contra agao de espécies reativas de oxigénio. Enquanto mamiferos possuem o
sistema glutationa, os tripanossomatideos dispde do sistema tripanotiona (BEIG et
al., 2013). No sistema tripanotiona, a enzima TXPNx é capaz de reduzir espécies
reativas de oxigénio, porém de maneira muito mais lenta do que a glutationa, isso
acontece devido a diferengas em seus sitios de ligagdo com substrato (SCHMIDT
e KRAUTH-SIEGEL, 2002), e indica uma maior sensibilidade dos parasitos a EROs.
A baixa atividade da TXPNx pode ser compensada por altas concentracbes da
enzima nas células (aproximadamente 6% do total das proteinas soluveis em

Crithidia fasciculata, T. brucei, T. cruzi, L. major e L. donovani) (SCHMIDT e
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KRAUTH-SIEGEL, 2002). Tal compensagao pode ser o motivo da CollinLAAO
apresentar maior toxicidade sobre macréfagos murinos do que em Leishmania spp.,
além da presenca de alvos na superficie celular de macréfagos, podendo indicar
diferentes especificidades da enzima.

Os ensaios realizados nesse trabalho sugerem que ao CollinLAAO, mesmo
em concentragdes subtdxicas, € nociva para a sobrevivéncia das leishmanias, pois
esta pode induzir um aumento da concentragao intracelular de EROs, alterando o
potencial elétrico mitocondrial, e diminuindo a capacidade do parasito em invadir
células hospedeiras.

Costa e colaboradores (2019) demonstraram os efeitos leishmanicida
induzidos por complexos de ruténio. No trabalho verificou-se um aumento de EROs
intracelular, bem como diminuigdo do potencial mitocondrial e danos ao material
genético do parasito. Tais ensaios sugerem que os danos causados pelos
complexos sejam relacionados a produgédo de EROs. Além disso foi demonstrado
que os complexos reduzem significativamente a infectividade do parasito. Isso
demonstra que mesmo utilizando moléculas completamente diferentes, o estresse
oxidativo é capaz de danificar estruturas das leishmanias, comprometendo suas
atividades bioldgicas.

Ainda ha poucos dados disponiveis na literatura que exploram os efeitos
leishmanicidas das LAAOs, portanto ainda se faz necessario elucidar seus
mecanismos. Parte dos efeitos toxicos das LAAOs podem ser atribuidos a produgao
de peroxido de hidrogénio, capaz de causar danos reparaveis ou ndo a membrana
plasmatica, material genético, proteinas e mitocéndrias, podendo culminar em
apoptose dos organismos. As diferencas entre os sistemas redox de mamiferos e
tripanosomatideos indicam bons alvos para novos farmacos que interfiram no
estresse oxidativo. Dessa forma as SV-LAAOs representam uma boa ferramenta

para elucidar melhor as vias, os danos causados € a resposta dos parasitos.
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Figura 13. Viabilidade de macréfagos RAW tratados com CollinLAAO. Macréfagos foram
incubados por 24h com diferentes concentragdes de CollinLAAO (50 - 0,195 pg/mL). O controle
negativo foi incubado apenas com PBS. Apds 24h, as células foram incubadas com 5 mg/mL de
MTT durante 3h. Os cristais de formazan foram dissolvidos pela adicdo de 100 uL de PBS contendo
10% de SDS e 0,01M de HCI. Apdés 18h a absorbancia foi medida 570nm. Trés experimentos

independentes foram realizados em ftriplicata. p <0,05 (*).

Tabela 2. Efeito da CollinLAAO sobre a infectividade de L. (L.) infantum em

macroéfago hospedeiro.

CollinLAAO indice de Macréfagos Numero de
(ng/mL) infectividade** infectados parasitos/macrofagos
(%)** infectados™*
Controle 480,22(+29,97) 97,75(+0,30) 5,07(x0,30)
0,78 353,74(x27,25)* 79,25(+2,50) 4,46(+0,30)
0,39 327,23(+16,09)* 82,50(+1,29) 3,94(+0,17)

* reducéo estatisticamente significativa em comparagéo com o controle (p<0,05)

** Resultados expressos em média e desvio padréo (+SD)
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Figura 14. Efeito da CollinLAAO sobre a infectividade de L. (L.) infantum em macréfago
hospedeiro. (A) Apresenta resultados em percentual da inibigdo do indice de infectividade; (B)
Controle, apenas macréfagos e Leishmania, sem tratamento com CollinLAAO. A seta vermelha
indica amastigotas dento do vacuolo e a seta verde indica macréfagos. (C) Tratamento de
0,78ug/mL e (D) Tratamento com 0,39 pg/mL. Todas capturas de imagens foram realizadas
utilizando objetiva de 100x com um aumento final de 1000x.
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5.0 CONCLUSAO

Até o presente momento, nenhuma LAAO havia sido isolada da pegonha de
C. d. collilineatus. A CollinLAAO foi isolada com sucesso em duas etapas
cromatograficas, apresentou rendimento satisfatério e um bom grau de
homogeneidade. Sua caracterizagado enzimatica diferiu-se do esperado para uma
SV-LAAO, demonstrando maior resisténcia a baixas temperaturas e altos pHs.

A CollinLAAO apresentou citotoxicidade diferente para as trés espécies de
leishmania testadas, indicando diferente susceptibilidade entre as cepas, sendo
Leishmania (L.) infantum a mais sensivel. Entretanto n&do houve morte celular na
presenga de catalase, sugerindo que seus efeitos toxicos estdo relacionados ao
estresse oxidativo promovido pelo peréxido de hidrogénio formado durante a
catalise enzimatica. Concentragcdes subtdxicas da CollinLAAO foram capazes de
aumentar a producao intracelular de EROs, resultando provavelmente em perda de
funcdo mitocondrial e celular e consequentemente reduzindo a infectividade dos
parasitos sobre macréfagos hospedeiros.

Os efeitos leishmanicidas das SV-LAAOs ainda s&o poucos explorados e
elucidados, portanto, o presente trabalho apresenta contribuicdes cientificas
inovadoras. Entretanto novos questionamentos surgem, sendo necessarios mais
pesquisas € analises especificas, tanto estruturais quanto bioquimicas e
farmacoldgicas, indicando o potencial biotecnolégico dessa enzima, afim de

elucidar com mais clareza seus mecanismos de atuacao.
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